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Resumo:

O peptideo liberador da gastrina (gastrin-releasing peptide,
GRP), pertencente a familia dos peptideos semelhantes a bombesina, e
seus receptores estao presentes em todo o sistema nervoso central, em
particular em areas limbicas cerebrais como o hipocampo e a amidala,
as quais estao envolvidas de forma importante na regulacao emocional,
na funcao cognitiva e em transtornos neuropsiquiatricos e
neurodegenerativos. Ha estudos sugerindo que receptores GRP podem
ter um papel na regulacdo da plasticidade sindptica, de respostas
emocionais e da formacao da memoria. Apesar disso, esse sistema tem
sido relativamente pouco estudado quanto a seu papel na funcgao
cerebral e nao sao conhecidos os mecanismos celulares envolvidos na
transducao de sinal ativada por receptores GRP no sistema nervoso.
Estudos em outros tipos de células sugerem que a ativagdo de
receptores GRP pode levar a uma ativacao das vias de transducao de
sinal mediadas por proteina cinase C (protein kinase C, PKC) e pela
proteina cinase ativada por mitégeno (mitogen-activated protein
kinase, MAPK).

O envolvimento da via da adenilato ciclase/AMPc/proteina cinase A
(protein kinase A, PKA) é controverso. Por outro lado, ja esta
estabelecido que as vias de sinalizacao da PKC, MAPK e PKA estao
envolvidas de forma crucial na formacao da memoria emocional na

area CAl do hipocampo dorsal. Assim, é possivel que a ativacao de



receptores GRP module a memoria através da ativagao de uma ou mais
dessas vias.

No presente trabalho, propomos uma abordagem farmacoldgica de
investigacao, utilizamos para isso, um modelo bem estabelecido de
memoria emocional em roedores, para analisar as interacdes entre
receptores GRP e os eventos bioldgicos que se seguem a ativacao do
receptor, ou seja, a ativacao de cascatas de sinalizacao neuronal
mediadas por proteinas cinases, na regido CA1 do hipocampo dorsal.
Ratos Wistar machos foram tratados com uma infusao bilateral de
agonista do GRPR, bombesina, no hipocampo dorsal imediatamente
apos o treino em esquiva inibitéria. Doses intermediarias de bombesina
induziram uma facilitacao, enquanto doses mais altas prejudicaram a
retencao da memoria medida 24 horas apods o treino. A facilitacdo da
memoria induzida pela bombesina foi prevenida por infusées pré-treino
de um antagonista GRP ou de inibidores de PKC, MAPK ou PKA, mas
nao por um antagonista do receptor de neuromedina B (NMB). Os
resultados indicam que a modulagdao da consolidacao da memoria por

GRPRs hipocampais depende das vias da PKC, MAPK e PKA.
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Abstract:

Gastrin-releasing peptide (GRP), a bombesin-like peptide, and
their receptors are gifts in all the central nervous system, particular in
cerebral limbic areas as hippocampus and amigdala, which are
involved in an important way in the emotional regulation, cognitive
function and neurodegenerative and neuropsychiatric disorders.
Studies suggest that GRPR can act in synaptic plasticity regulation,
emotional answers and memory formation. Although this, this system
has been relatively little studied how much its paper in the cerebral
function and the involved cellular mechanisms in the transducao of
signal are not known activated for receivers GRP in the nervous
system. Studies in other cell types suggest that activation of GRPR can
active signal transduction pathways mediated by protein cinase C
(protein kinase C, PKC) and mitogen-activated protein kinase (MAPK).
The envolvement of protein kinase A (PKA) pathways are controversial.
Already it is established that PKC, MAPK and PKA signal pathways are
involved of crucial form in emotional memory formation in CA1 area of
dorsal hippocampus. Thus, it is possible that the activation of GRPR
modulates the memory through the activation of one or more than
these ways. In present study, we propose an pharmacological
investigation, using an established emotional memory model in
rodents, to analyze the interactions between GRPRs and the biological
events following to the receptores activation in other words, the

neuronal sign cascades activation mediated by proteins kinases, in CA1l
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hippocampus area. Male Wistar rats received bilateral infusions of the
GRPR agonist bombesin into the dorsal hippocampus immediately
after inhibitory avoidance training. Intermediate doses of bombesin
enhanced, whereas a higher doses impaired 24-h memory retention.
The bombesin-induced memory enhancement was prefented by
pretraining infusions of a GRPR antagonist or inhibitors of PKC, MAPK
and PKA, but not a neuromedin B (NMB) antagonist. We conclude that
memory modulation by hippocampal GRPRs is mediated by the PKC,

MAPK and PKA pathways.
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I. INTRODUCAO




Introducao

1.1 Bases neurobioldogicas da memaoria

Memoéria é a aquisicao, formagao conservagao e evocacgao de
informacoes (Izquierdo, 2004), e proporciona aos seres vivos diversas
aptidoes, desde um simples reflexo condicionado até a lembranca de
episodios pessoais, e o0 uso de regras para a antecipacdao de um evento,
sendo um processo onde uma simples experiéncia de aprendizadopode
dar inicio a um processo de diferentes duragoes e especificas propostas
bioldgicas (Quevedo et al,.2004). A retencdao das memorias é avaliada
através de sua expressao, a expressao do traco mnemonico é iniciada
freqiientemente pelo estimulo condicionado (Cammarota et al.,2004)

Para o processo de consolidacdo de memoria é necessaria sintese
de proteinas. Em geral um neur6nio recebe informacao através da
membrana soma-dendritica e a transmite por meio de sinais ao longo
do axb6nio. O acoplamento dos neurdnios entre si e de neuronios com
outras células alvo faz-se por meio de um sistema de transformacao da
atividade elétrica em um fenoOmeno quimico e vice-versa. Estes
acoplamentos sdao chamados sinapses. A transmissao nestas sinapses €&
essencialmente um fenémeno quimico, o que as distingue de outras
formas de comunicacao inter-neuronal, muito mais raras, em que a
transmissao € diretamente elétrica. No aparelho sindptico dessas
sinapses quimicas podemos distinguir trés componentes principais: 1) o
botdo pré-sinaptico em que se encontram as vesiculas sinapticas que
contem as moléculas dos neurotransmissores quimicos e, em geral, o

sistema enzimatico responsavel pelas suas sinteses e em alguns casos
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Introducao

pela sua reabsorcao; 2) a fenda sinaptica em que se da a difusao das
moléculas dos neurotransmissores e 3) a membrana pos-sinaptica que
contem as moléculas dos receptores com 0s quais o0s
neurotransmissores se ligam e os canais iOnicos, cuja condutividade
pode ser alterada por este processo de acoplamento.

Em uma sinapse quimica, a informacao é transmitida da porcao
pré-sindptica a célula pés-sindptica pelo neurotransmissor sintetizado
no interior do ax6nio e armazenado nas vesiculas pré-sindpticas. O
estimulo nervoso conduzido pelo ax6nio provoca exocitose dessas
vesiculas na fenda sinaptica, o neurotransmissor se liga aos receptores
situados no neurdnio pds-sinaptico promovendo a despolarizagao ou
hiperpolarizacao da membrana celular.

No processo de formacdao de memoérias, uma cascata de reacoes é
desencadeada, iniciando, pela liberacdo na fenda sindptica, de
glutamato. Existem trés familias de receptores glutamatérgicos duas
de receptores ionotropicos, que estdao diretamente acoplados e um
canal da membrana que passa ions de carga positiva e uma de
receptores metabotropicos que atuam através de uma proteina G.

Os  receptores ionotropicos medeiam a transmissao
glutamatérgica rdpida (em milissegundos) no sistema nervoso central e
estdo associados com um canal que passa ions NA* e CA*. Os
receptores ionotropicos NMDA tem o acido N-metil-D-aspartato como
agonista. Estes receptores estao ligados aos canais de Ca* e Na* que
podem ser ativados rapidamente (10ms), mas estdao submetidos a um

bloqueio pelos ions Mg?*, o qual depende da voltagem da membrana.
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Introducao

Assim, os canais estao fechados quando a membrana esta
hiperpolarizada e podem ser abertos quando a membrana é
despolarizada e o receptor é ativado pelo ligante natural, o glutamato.

Os receptores metabotropicos sdao essencialmente moduladores
da transmissdo sinaptica de forma relativamente prolongada (100ms),
estdo associados a proteinas G, agindo através de sinalizagao
intracelular. Alguns dos seus mecanismos efetores consistem em um
aumento da atividade de fosfolipases, da atividade dos receptores
AMPA e NMDA e dos canais de K* e para o Cl. Estes receptores podem
também situar-se pré-sinapticamente e deste modo podem modular a
liberagao de glutamato e do amino-acido inibidor GABA dos botdes
sindpticos.

De acordo com a funcao e o conteudo, as memorias podem ser
classificadas em declarativas, que registram fatos ou eventos, ou
proceduais, que registram capacidades ou habilidades.

As memorias declarativas ainda podem ser episodicas, referentes
a eventos aos quais assistimos ou dos quais participamos, ou
semanticas, as de conhecimentos gerais.

Ambos os tipos de memdrias podem ser divididas em explicitas
(sdo conscientemente adquiridas e evocadas) e implicitas (sao
adquiridas gradativamente e uma vez estabelecidas, sao evocadas de
maneira inconsciente) (Izquierdo, 2002). Outro tipo de memoria que
deve ser mencionado é a memoria de trabalho, muitas vezes
erroneamente confundida com a memoria de curta duragao. Trata-se

de uma memoria que dura o suficiente para que possamos processar

17



Introducao

uma informagao do momento, dura de poucos segundos até no maximo
1-3  minutos, ndo produzindo arquivos, e é processada
fundamentalmente pelo cértex pré-frontal (Izquierdo, 2002)

De acordo com o tempo, durante o qual sao armazenadas, as
memorias podem ser memorias de curta duracao (“short-term-memory
- STM”) e de longa duragao (“long-term memory — LTM”). As STM sao
aquelas retidas dentro de alguns segundos ate algumas horas apds o
prendizado e as LTM sdao aquelas cuja consolidacao é demorada e
persistem por dias, anos, ou mesmo uma vida inteira (Izquierdo et al,
1999; Bianchin et al.,1999)

As memorias declarativas de longa duracgao, nas primeiras horas
que sao adquiridas, sao labeis e suscetiveis a interferéncia por
numerosos fatores (McGough, 2000). Estudos utilizando tratamentos
farmacoldégicos especificos capazes de cancelar a formagdo da STM
sem afetar a LTM para a tarefa de esquiva inibitéria demonstraram que
memorias de curta e longa duragdao sao processadas em paralelo,
compartilhando estruturas cerebrais e mecanismos celulares, porem de

maneira independente (Izquierdo et al., 1998 a, b, 1999).
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Introducao

1.2 Receptores de bombesina e memoria

A bombesina (BB) ocorre naturalmente na forma de um
tetradecapeptideo originalmente isolado da pele de anfibio. O primeiro
peptideo semelhante a bombesina em mamiferos foi o peptideo
liberador de gastrina (gastrin releasing peptide, GRP) isolado a partir
de tecido gastrointestinal expressado tanto nos tecidos cerebrais como
em outros tecidos. Existe também um modelo de decapeptideo, a
neuromedia B (NMB), isolado a partir do hipotalamo, sendo expressado
em tecidos cerebral e gastrointestinal (Krane et al, 1988), porem, o
GRP ¢ mais amplamente expresso em relacao a NMB em cérebro de

rato (H. Ohki-Hamazaki et al., 2005).

O peptideo liberador da gastrina (GPR) pertencente a familia dos
peptideos semelhantes a bombesina, regula varias funcgoes
neuroendocrinas em mamiferos. O GRP e seus receptores estdo
amplamente distribuidos no cérebro de mamiferos — em particular em
areas limbicas cerebrais como hipocampo e amigdala - e estdo
envolvidos em diversas fungdes cerebrais como regulagao do apetite,
saciedade, aversao, ansiedade, bem como processos de aprendizado e
memoria (Flood and Morley, 1988; McCoy and Avery, 1990; Morley et
al.,, 1992; Williams and Mc Gaugh, 1994; Wada et al., 1998; Santo-
Yamada et al.,, 2001; Yamada et al., 2002). Segundo Shumyatsky et al.
(2002), o GRP é liberado juntamente com o glutamato pelos neurdnios
glutamatérgicos e age ligando-se aos receptores GRP nos sitios pos-

sinapticos.
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Introducao

O hipocampo e a amigdala estao envolvidos de forma importante
na regulacao emocional, na funcao cognitiva e em transtornos
neuropsiquidtricos e neurodegenerativos (Moody e Merali 2004). Ha
estudos sugerindo o envolvimento de GRP ou seus receptores na
patofisiologia de transtornos neuropsiquiatricos e neurodegenerativos
como ansiedade (Moody e Merali, 2004), esquizofrenia (Olincy et al.,
1999), autismo (Ishikawa-Brush et al., 1997), doenca de Alzheimer (Ito
et al., 1994) e doenca de Parkinson (Bissette et al.,, 1985). Apesar disso,
esse sistema tem sido relativamente pouco estudado quanto a seu
papel na fungao cerebral, e nao sao conhecidos os mecanismos
celulares envolvidos na transducao de sinal ativada por receptores GRP
no sistema nervoso.

Utilizando como ferramenta farmacoldgica um antagonista
especifico de receptores GRP, desenvolvido como droga experimental
antitumoral, o (D-Tpi6, Leul3 psi[CH2NH]-Leul4) bombesin (6-14)
(RC-3095), nosso grupo demonstrou recentemente que a ativacao
desses receptores é necessaria para a formagao da memoria emocional
(Roesler et al.,, 2003a; 2004b; 2004c) e que o hipocampo dorsal e a
amigdala basolateral sdao duas areas cerebrais envolvidas de forma
critica na mediacao da acdo de receptores GRP na memoria (Roesler et
al., 2003a; 2004c). Além disso, o RC-3095 inibiu a inducao de
estereotipia por apomorfina em camundongos, um modelo animal de
psicose, sugerindo de forma preliminar a possibilidade de que
antagonistas de receptores GRP possuam atividade antipsicotica

(Meller et al., 2004). Esses dados nos levaram a propor que:
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Introducao

1) o receptor GRP em dareas limbicas cerebrais constitui um sistema
neuromodulatério importante de regulacao do processamento da
memoria e da emocao;

2) o receptor GRP deve ser considerado um novo alvo terapéutico na

investigacao de novos tratamentos para transtornos psiquiatricos

(Meller et al., 2004; Roesler et al., 2004a; 2004c).

Os mecanismos de sinalizagao celular que medeiam os efeitos da
ativacao de receptores GRP nos neur6nios nao sao conhecidos. Estudos
em outros tipos de células sugerem que a ativacdao de receptores GRP
pode levar a uma ativagao das vias de transducao de sinal mediadas
por proteina cinase C (protein kinase C, PKC) e pela proteina cinase
ativada por mitdgeno (mitogen-activated protein kinase, MAPK). As
proteinas cinases regulam a transducdao do sinal nas células e vale
lembrar que a nao regulacao destas enzimas tem sido identificadas em
muitas doengas em humanos (Hunter, 2000). A PKC é uma familia de
serina-threonina cinase e regula um amplo expectro de funcoes
celulares e estao implicadas em diversas doengas (Olive e Messing,
2004, Parker e Murray- Rust, 2004). Os componentes da cascata MAPK
sdo abundantemente expressos em neuronios poés-mitéticos e a MAPK
esta localizada nos dendritos bem como no corpo celular neuronal, mas
nao nos terminais sinapticos. Vale lembrar que estudos confirmam que
a ativagdo da MAPK tem um importante papel na LTP na area CA1l do

hipocampo (Walz et al, 1999)
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O envolvimento da via da adenilato ciclase/AMPc/proteina cinase
A (protein kinase A, PKA) é controverso (Hellmich et al, 1999; Kim et
al, 2000). Por outro lado, ja estd estabelecido que as vias de
sinalizagao da PKC, MAPK e PKA estao envolvidas de forma crucial na
formacao da memoria emocional em ratos (Izquierdo et al, 2000;
McGaugh, 2000; McGaugh e Izquierdo, 2000; Walz et al, 2000;
Quevedo et al., 2004). Assim, € possivel que a ativacdao de receptores
GRP module a memoria através da ativacdao de uma ou mais dessas
vias. Também nado esta esclarecido de que forma o sistema de
receptores GRP estd relacionado a outros sistemas de
neurotransmissores e receptores (por exemplo, o0s sistemas
glutamatérgico, GABAérgico e dopaminérgico) que sabidamente estdo
envolvidos na consolidacdao da memoria (Izquierdo et al, 2000;
McGaugh, 2000; McGaugh e Izquierdo, 2000; Roesler et al., 2003b).
Alguns dados sugerem a existéncia de interagdes funcionais
importantes entre o sistema GRP e sinapses glutamatérgicas,
GABAérgicas e dopaminérgicas (Shumyatsky et al, 2002; Meller et al.,
2004).

No presente trabalho, propomos uma abordagem farmacolégica
de investigacdo, utilizando um modelo bem estabelecido de memoria
emocional em roedores para analisar as interagoes entre os receptores
GRP e os eventos bioldgicos que se seguem a ativacao do receptor, ou
seja, a ativacao das cascatas de sinalizacao neuronal mediadas por

proteinas cinases. Entendemos que essas informacbes sdo
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fundamentais para aprofundar o entendimento do papel do receptor

GRP na funcgao cerebral e seu potencial como alvo terapéutico.
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Objetivos

Objetivo Geral:

Avaliar os mecanismos de sinalizagao celular que medeiam a agao

da BB na consolidacdao da memboria.

Objetivos Especificos:

1. Avaliar os efeitos de micro-infusdes intracerebrais de um agonista

de receptores GRP (bombesina) no hipocampo dorsal sobre a

consolidacao da memoria aversiva em ratos.

2. Avaliar se os efeitos de micro-infusoes intracerebrais de bombesina

sobre a consolidagdo da memoéria sdao prevenidos pela administragao

de um antagonista seletivo de receptores GRP, o RC-3095.

3. Avaliar se os efeitos de micro-infusoes intracerebrais de bombesina

sobre a consolidacao da meméria sao prevenidos pela administracao

de um antagonista seletivo de receptores NMB, o BIM-23127.

4. Avaliar se os efeitos de micro-infusoes intracerebrais de bombesina

sobre a consolidacao da memoéria sao prevenidos pela administracao

de um inibidor da proteina cinase C (PKC), o Go7874;

5. Avaliar se os efeitos de micro-infusoes intracerebrais de bombesina

sobre a consolidacao da memoéria sao prevenidas pela co-
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administragcdo de um inibidor da proteina cinase ativada por

mitégeno (MAPK), o PD098059;

. Avaliar se os efeitos de micro-infusoes intracerebrais de bombesina
sobre a consolidacdo da memoria sao prevenidas pela co-
administracdao de um inibidor de proteina cinase A (PKA), o Rp-

CAMP.
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Materiais e métodos

3.1. Animais:

Foram wutilizados ratos Wistar machos adultos (220-315q)

provenientes da Fundacao Estadual de Pesquisa em Saude
(FEPPS/LACEN, RS).
Os animais foram divididos em grupos de cinco por caixa, mantidos em
uma sala com temperatura controlada, ciclo claro-escuro de 12 horas
(com luzes sendo acesas 7:00 AM), com agua e comida disponiveis ad
libitum.

Todos os precedimentos envolvendo animais foram realizados de
acordo com o NIH Guide for the Care and Use of Laboratory Animals
(NIH publicagcao N° 80-23, revisado 1996) e as recomendacgoes de
cuidado animal na Sociedade Brasileira de Neurociéncias e

Comportamento (SBNeC).

3.2.Procedimentos Cirargicos

Para o procedimento cirurgico, primeiramente os animais foram
anestesiados com tionembutal (30mg/kg, 1i.p.) e implantados
bilateralmente com canulas de 9.0mm, 23 que permitem a microinfusao
de drogas na area cerebral de interesse (hipocampo dorsal), através de
uma canula guia como descrito anteriormente de forma detalhada em
varios estudos de nosso grupo (Walz et al., 2000; Quevedo et al., 2004;
Roesler et al., 2003a; 2003b; 2004c) wusando as coordenadas

(anteroposterior, -4.3mm from bregma, mediolateral, +3.0mm from
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bregma, ventral, - 1.4 mm from dura) obtidos do Atlas Paxinos and

Watson (1997).

Figura 1 — Area de infusdo considerada correta para o procedimento.

(Modificado de Paxinos and Watson, 1997).

3.3. Drogas e procedimentos farmacoldgicos

As drogas foram dissolvidas em veiculo adequado e
administradas antes e apds o treinamento de esquiva inibitoria, através

das canulas implantadas cirurgicamente sendo que cada canula

recebeu 0,5 pl de infusao. No primeiro experimento, os animais
receberam infusao de solucao salina (NaCl 0,9%) ou bombesina (0,002;
0,01; 0,05 ou 0,25 mg) imediatamente apds o treino em esquiva
inibitéria. No segundo experimento, os animais receberam a primeira
infusdao 10 minutos pré-treino e a segunda infusao imediatamente apods
o treino de esquiva inibitéria. Os animais dos grupos controle
receberam infusoes de veiculo (DMSO 2%). Os animais receberam a

infusdo pré-treino, que variou de acordo com seu grupo em: veiculo
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(DMSO 2%), antagonista de receptores GRP (RC-3095 0,2ug),

antagonista de receptores NMB (BIM23127 0,1ug) inibidor de PKC (Go

7874 0,5pg), inibidor de MAPK (PD 098059 5,0ng) ou inibidir de PKA

(RpcAMPS, 0,02ug). Imediatamente apdés o treinamento, os animais

receberam uma nova infusao, do agonista de receptores GRP,

bombesina (0,01upg), ou salina (0,01pg). As doses utilizadas foram
baseadas em estudos anteriores (Izquierdo et al, 2000; Walz et al.,
2000; Quevedo et al., 2004; Roesler et al., 2003a; 2003b; 2004c) e

experimentos piloto.

3.4. Avaliacao da memoria

Os animais foram submetidos, entre 3 -7 dias apods os
procedimentos cirurgicos, ao treino e apés 24h, ao teste de retencao na
tarefa de esquiva inibitéria, um modelo animal de meméria motivada
emocionalmente de carater aversivo (Izquierdo et al., 2000; McGaugh,
2000; McGaugh e Izquierdo, 2000), conforme descrito em varios
estudos anteriores (Walz et al., 2000; Quevedo et al.,, 2004; Roesler et
al., 2003a; 2003b; 2004a; 2004c). Esse teste envolve a formacao de
uma memoria declarativa, no qual o animal aprende a inibir uma
resposta (Izquierdo, 2004) O aparato de treino em esquiva inibitdria
consiste de uma caixa de acrilico de 50 x 25 x 25-cm (Albarsch, Porto
Alegre) com uma grade de barras de aco paralelas de 1 mm de
diametro. Uma plataforma de 7 cm de largura e 2,5 cm de altura é

colocada junto a parede esquerda da caixa.
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Na sessao de treino, os animais foram colocados na plataforma e
sua laténcia de descida para o assoalho com a quatro patas foi medida
com um dispositivo automdtico, imediatamente apds descer a
plataforma, cada animal recebeu um choque de 0.4-mA nas patas. Em
sessOes de teste, realizadas 24 h apds o treino, os animais foram
recolocados na plataforma e suas laténcias de descida foram
registradas e usadas como uma medida de retencdo (memdria) da
tarefa (Walz et al.,, 2000; Quevedo et al., 2004; Roesler et al.,, 2003a;
2003b; 2004c).

A esquiva inibitoria é um tipo de condicionamento aversivo e que
depende do contexto (Roesler et al., 1998; 1999 Izquierdo et al. 1998;
1999). Nessa tarefa, o animal aprende a relacionar a descida de uma
plataforma com um leve choque nas patas (Izquierdo, 1989; Roesler et
al., 1998; 2000). Com isso, em uma segunda exposicao a caixa de
esquiva inibitoria ele evita um comportamento inato de descer da
plataforma para explorar a caixa. O aprendizado de esquiva inibitoria
envolve varios estimulos, incluindo percepgao espacial e visual,
sensibilidade a dor (Izquierdo, 1989; Izquierdo e Medina, 1997; Walz et

al., 2000).
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Figura 2 — Aparelho de treino e teste em esquiva inibitoria.

3.5. Histologia

Os ratos foram sacrificados apdés a conclusao dos experimentos
comportamentais, os cérebros foram retirados, armazenados em uma
solucdo de formalina por pelo menos 72 h e apds este periodo foram
seccionados e submetidos a verificagao da correta posicao das canulas,
como descrito em varios estudos anteriores (Walz et al., 2000; Quevedo
et al, 2004; Roesler et al, 2003a; 2003b; 2004c). Quando na

verificacao, foi observada a posicao incorreta, o animal foi descartado.

3.5. Analise estatistica

Os resultados estao expressos como media (intervalos
interquartis). As comparagoes entre o treino e o teste de retencao
entre os grupos foi foram feitas a partir da andlise de variancia de

Kruskal-Wallis seguidas por teste de Mann-Whitney U (Bevilaqua et al.,
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1997; Walz et al.,, 2000; Quevedo et al, 1999; Roesler et al, 2003;
Quevedo et al., 2004; Venturella et al., 2005). Comparagoes dentro do
mesmo grupo foram feitas com testes de Wilcoxon. Em todas as
comparacgoes, valores de P menores que 0,05 indicaram diferencas

significativas.
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4. Resultados e Discussao

No primeiro experimento 36 ratos foram utilizados para a
identificacao da dosagem mais adequada de BB para os experimentos
posteriores através da infusao intrahipocampal da mesma. Para este
teste, as doses de BB utilizadas foram de 0.002, 0.01, 0.05 e 0.25ug,
foram obtidos os seguintes resultados:

A dose mais baixa utilizada foi 0.002pg de BB, com esta dose, nao
obtivemos diferenca significativa, quando comparamos ao grupo
controle. Quando utilizada 0.0luyg de BB, obtivemos a maior
significancia na retencao da memoria nos animais, sendo um pouco
maior que a dose de 0.05pg, que também demonstrou resultados
significativos. A dose mais alta testada foi 0.25pg de BB, que
demonstrou um prejuizo significativo na retencao da memdria. Os
resultados deste experimento demonstraram que a BB quando em dose
0.01 e 0.05 pg induziu a um aumento significativo na retencao da
memoria, resultando, ambos, em ps < 0.05 quando comparados ao
grupo controle, por outro lado, quando utilizamos a dose 0.25 pg, a BB
prejudica a retencao da memoéria ( p < 0.01 quando comparados ao
grupo controle) (Fig. 2). Esses resultados indicam que a BB em altas
doses induz efeito oposto na consolidagdo da memoria na area CA1l do

hipocampo em testes com esquiva Inibitéria.
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Figura 3 - Modulagdo da consolidagdo da memodria no hipocampo induzida pela

Bombesina

4.1. A facilitacao da memoria no hipocampo induzida pela

bombesina é dependente de GRPRs, PKC, PKA e MAPK

Para examinar os mecanismos que agem na consolidacao da
memoria, os rats foram divididos em 12 grupos que receberam uma
infusdo 10 min pré-treino e outra imediatamente apds o treinamento de
esquiva inibitoria como descrito acima, os testes de retencao foram
feitos 24 horas apds o treinamento com a esquiva inibitéria e os

resultados estao demonstrados na figura 3.
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Figura 4 - A facilitagdo da consolidagdo da memoria no hipocampo requer a agdo dos

receptores GRP e proteinas cinases.

Pds-treino - SALINA

O primeiro grupo (SAL-DMSO) recebeu a infusao pré-treino de
veiculo (DMSO) e a pos-treino com salina. Os resultados deste

grupo foram comparados aos resultados dos grupos seguintes.

Os grupos que receberam respectivamente infusao pré-treino de
RC-3095, BIM23127, Go-7874, PD-098059, e pos-treino de salina

nao apresentaram diferencgas significativas quando comparados
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ao grupo controle, indicando que nao existe prejuizo na

consolidacao da memoria.

O grupo que recebeu a infusdao pré-treino de RpcAMPS e pods
treino de salina, apesar de demonstrar um aumento no tempo de
laténcia quando comparados ao grupo controle, nao apresentou

diferenca significativa.

Pds-treino BOMBESINA

O grupo que recebeu a infusao pré-treino de veiculo (DMSO) e a
pos-treino de bombesina (BB) demonstrou diferenca significativa
em relacao ao grupo controle, confirmando que a BB, em doses

baixas, age na facilitacao da memoria.

O grupo RC-3095, antagonista de receptores GRP, pré-treino e
BB e pos-treino, de acordo com os resultados, nao demonstrou
uma diferenca significativa em relagao ao grupo controle, o que
demonstra que o RC-3095 reverte o efeito de facilitacao

ocasionado pela BB.
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O grupo Go-7874 (inibidor de PKC) pré-treino e BB pés-treino nao
apresentou diferenca significativa em comparacao com o grupo
controle, indicando que a inibicdo da PKC também reverte o

efeito de facilitacao causado pela BB.

O grupo PD-098059 (inibidor de MAPKK) nao apresentou
diferenca significativa em comparacao ao grupo controle,

indicando que o PD-098059 reverte a acao da BB.

O grupo BIM23127 também demonstrou uma diferenca
significativa quando comparado ao resultado com os animais do
grupo controle, demonstrando que o antagonista do receptor da

Neuromedina nao reverte os efeitos da BB.

O grupo que recebeu a infusao pré-treino de RpcAMPS e pés
treino de bombesina, apesar de demonstrar um aumento no
tempo de laténcia quando comparado ao grupo controle, nao

apresentou diferenca significativa.
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Este trabalho teve como objetivo avaliar os mecanismos de
sinalizagao celular que medeiam a acao da BB na consolidacao da
memoria e os resultados sugerem que para a consolidacao da memoria
induzida pela BB na area CA1l do hipocampo ¢ necessaria a agao dos
receptores GRP, acao das proteinas cinases (PKA, PKC e MAPK), porém
nao é necessario a acao dos receptores de NMB, o que ja era esperado,
de acordo com Hhki-Hamazaki et al, (2005) GRP é extremamente mais
expressado em cérebro de ratos que a NMB, e os receptores GRP
possuem uma alta afinidade ao GRP e BB porém, baixa afinidade a
NMB, enquanto que os receptores NMB possuem alta afinidade a NMB
e baixa ao GRP e BB, o que indica que esses receptores sao
evolutivamente conservados e ndao sao necessarios no processo de
consolidacao da memoria. Os resultados destes experimentos
demonstram também que, dependendo da dose utilizada, a BB pode
facilitar ou prejudicar a consolidagdao da meméria no hipocampo.

Os experimentos aqui apresentados utilizaram  treino
comportamental com IA e infusOes intrahipocampais para examinar os
mecanismos de sinalizagao celular que medeiam os efeitos da BB na
consolidacao da memoéria no hipocampo. Estudos indicam que o
homologo mamifero da BB, o GRP, seja liberado juntamente com o
glutamato pelos neurdnios glutamatérgicos (Shumyatsky et al., 2002) e
age através da ligagcao com os receptores GRP nos sitios pds sinapticos.
Os GRPRs sdo expressos em todo o SNC dos mamiferos, inclusive na

area CA1l do hipocampo dorsal (Kamichi et al, 2005). A administragao
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sistémica de agonistas de GRPRs induzem a um aumento na retengao
de memoria em ratos e camundongos (Flood and Morley, 1988;
Rashidy-Pour and Razvani, 1998; Santo-Yamada et al, 2001) enquanto
antagonistas dos mesmos induzem ao prejuizo (Santo-Yamada et al.,
2003; Roesler et al, 2004b; Martins et al, 2005) isso também ocorre
quando essas drogas sao infundidas nas dreas cerebrais, inclusive no
hipocampo e amigdala basolateral. Essas descobertas sugerem que a
ativacdo dos receptores GRP tenha um papel estimulatorio na formacao
da memoria, embora outros estudos proponham que os receptores GRP
estejam localizados predominantemente em interneuronios inibitérios
responsaveis pela liberacdo de acido y-aminobutirico (GABA), e a
ativacao dos receptores GRP pode levar a um aumento na transmissao
GABAérgica, inibindo a plasticidade sinaptica e a memoria (Lee et al.,
1999; Shumyatsky et al., 2002). Segundo Lee et al, (1998), a BB induz a
despolarizagdao dos neurdonios GABAérgicos em areas diferentes do
hipocampo. Portanto, o papel dos GRPRs no hipocampo e na formacao
da memoria continua controverso, mas os resultados deste estudo
demonstram claramente que os GRPRs no hipocampo modulam a
consolidacao da memoria motivada emocionalmente.

Levando em consideragao que os resultados do experimento que
testou a acao das doses de BB demonstraram que altas doses causam
um prejuizo enquanto baixas dose aumentam a memoria, e que muitos
estudos sugerem que os GRPRs agem no sistema de inibicao, é possivel

que os GRPRs sejam expressos tanto em neuronios GABAérgicos,
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inibitorios, quanto em neurdnios glutamatérgicos, excitatérios, bem
como em outros neurbénios responsaveis pela liberacdao de outros
neurotransmissores, como serotonina e dopamina. Embora nao existam
evidéncias diretas sobre a expressao dos GRPRs em neuronios
excitatérios, recentes descobertas feitas por Kamichi et al (2005),
indicam que uma subpopulagdo de neurdonios GABAérgicos expressam
GRPRs na amidala basolateral, havendo assim a possibilidade dos
GRPRs serem expressos também por neuronios nao GABAérgicos

liberadores de glutamato ou outros neurotransmissores.
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Diferentes doses de antagonistas de GRPRs podem induzir a
diferentes efeitos sobre a transmissdao sindptica, estimulando ou
inibindo a plasticidade sinaptica e a memoéria (Dantas et al, 2006).
Além disso, baixas e altas doses de BB induzem efeitos opostos na
consolidacao da memoria. Evidencias indicam que as vias das cinases
PKC, PKA e MAPK medeiam a consolidagcdao da memoria no hipocampo
(Izquierdo et al, 2000) e estudos em células de cancer e
neuroenddcrinas sugerem que as respostas intracelulares da ativagao
dos GRPRs provoque uma queda nos niveis de Ca?* e a ativacdo da via
fosfolipase C (PLC)/PKC, ativando na volta a via MAPK/ERK. A resposta
celular dos GRPRs sao bloqueadas por inibidores de MAPK e PKC
(Hellmich et al.,, 1999). Consistente com esses achados, os resultados
deste estudo indicam claramente que a modulagcdao da memoria pelos
GRPRs no hipocampo necessitam de ambas PKC e MAPK ja que a
facilitagcao causada pelo efeito da BB foi blouqueado quando utilizados
os inibidores destas cinases, mas nao prejudicando a memoria.
Agonistas GRPRs ativam proteinas Gq induzindo a fosfolipase C
levando a um aumento da concentracao de Ca2+ e ativacao da PKC
(Kroog et al, 1995). As proteinas Gq, pertencente a familia das
proteinas G sao proteinas que ativam diretamente a via da PKC, mas
nao da PKA (Chan e Wong, 2005) e estudos mostram que a inibigcao de
PKA nao previne respostas celulares provocadas por GRPRs (Kim et al.,
2000). Porém um dos alvos da sinalizacao por MAPK é o fator CREB

(CAMP response element binding protein) que nao € diretamente
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fosoforilado por MAPK, mas ativado e transcrito por uma familia de
proteinas cinases ativadas pelo MAPK (Xing et al, 1996, Impey et al,
1998).
Muitos mecanismos envolvidos nas vias PKC MAPK e PKA podem
explicar a necessidade da PKA na consolidagdo da memoéria modulada
pela BB, como o fato de a atividade de MAPK/ERK ser aumentada pelo
Ca?*, ativando assim a via cAMP/PKA nos neur6nios do hipocampo
(Impey et al., 1998). Uma possibilidade seria que com o aumento de
[Ca?*] leve a um aumento na atividade de adenilato ciclase como
resposta, o que aumentaria os niveis de cAMP. Sabendo-se que CREB é
fosforilado por uma subunidade catalitica de PKA e responsavel pela
ativacao de genes induzidos por cAMP, a MAPK pode estar diretamente
ligada a cascata decorrente da acao de PKA, sendo de extrema
importancia para a consolidacao da memoria como demonstrado na
figura 4

Analisando esses dados, propomos um modelo de mecanismos de
sinalizacao celular mediadores da regulacao pelos GRPRs na
consolidacao da memodria na area CAl do hipocampo, onde o GRP
liberado dos terminaris sinapticos, associado a proteina Gq, ligam-se
aos GRPRs dos sitios pos-sinapticos. Em testes feitos com células de
neuroblastoma humano foi demonstrado que os receptores
dopaminérgicos D1 estao relacionados ao aumento da atividade de um
dos trés subtipos identificados de MAPK, JNK (c-Jun N-terminal cinase)

em cAMP e PKA dependentes de diferentes maneiras (Zhen et al,
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1998). Essa ativacao induz a um aumento nos niveis de Ca2+
intracelular provocando uma ativacao da via de sinalizagcao PLC/PKC
podendo assim ativar, na volta, via MAPK. O receptor dopaminérgico
D1R ¢é associado a proteina G e a ativacdao da adenilato ciclase. A
sinalizagao de cAMP induzido pelos D1R pode ser potencializado pela

aumento da concentracao de Ca?* levando a ativacdo da via da PKA.

MAPK<—=PKC PKA

bl

memory consolidation

Figura 4 - Esquema de modelo para um mecanismo de sinalizacdo celular mediando as

acoes regulatorias dos receptores GRP na consolidacao da memoria no hipocampo.
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5. Conclusao

Em conjunto, os resultados apresentados neste trabalho indicam
que o GRPR mocula a consolidagao da memoéria aversiva no hipocampo
dorsal por um mecanismo dependente das vias de sinalizagao celular

mediadas por PKC, MAPK e PKA
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Anexo

Anexo:

ROESLER, R., LUFT, T., OLIVEIRA, S.H.S., FARIAS, C.B., ALMEIDA,

V.R., QUEVEDQO, ]J., DAL PIZZOL, F., SCHODER, N., IZQUIERDO,
I., SCHWARTSMANN. G. (2006). Molecular mechanisms

mediating gastrin-releasing peptide receptor modulation of
memory  consolidation in the hippocampus.

Neuropharmacology, 51:350-357.

Observacao: As figuras 1, 2 e 3 deste artigo apresentam resultados

referentes a esta dissertagao. As demais figuras do artigo (4 e 5)
contém dados que serao apresentados em dissertacoes de

mestrado e teses de doutorado de outros autores
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