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Introducao

Por décadas, a inativacdo de regides especificas do cérebro tém sido uma ferramenta
importante para estudar suas funcbes®. Essa inativacdo pode ser temporaria, com drogas como
muscimol®*3* e lidocaina®®, ou permanente com cirurgia’.

A importancia do hipocampo na meméria é conhecida desde a metade do século XX, quando
foi observado que pacientes humanos com lesdes no hipocampo, devido a acidente ou
deliberada cirurgia, sofriam grandes efeitos de amnésia®. O famoso caso do paciente H.M., que
passou por uma cirurgia experimental de remocdo do hipocampo na tentativa de controlar sua
epilepsia severa, mostrou que esse paciente sofria amnésia para alguns tipos de memdria, mas
nao para outros. Por exemplo, ele era incapaz de lembrar o que havia comido apenas 30
minutos antes, mas conseguia lembrar vividamente de detalhes de sua vida de muitos anos
atras®. Esse caso extremo motivou um intenso interesse em estudar as fung¢des do hipocampo,
principalmente seu papel na formacdo e recordacao de diferentes tipos de memdria. Nas
décadas seguintes, o hipocampo foi extensivamente estudado, tanto em humanos quanto em
animais®®. Algumas das conclus®es importantes dessas décadas sdo que o hipocampo esta
envolvido em certos tipos de memaéria, como a memdoria declaratival?l, e ndo em outros; que o
hipocampo tem um papel importante na consolidacdo desses tipos de memdria®? e a ideia
geral dessa memodria vai ficando cada vez mais independente do hipocampo com o tempo®3.
Além da fungdo na consolida¢do da memaria, o hipocampo esta envolvido na integracdo de
varios aspectos de uma memdria, armazenados em diferentes regides* e através disso tem um
importante papel na generalizacdo de elementos de uma memdria®® que sdo aplicdveis a novas
situacBes e de atualizacio da memdria antiga®®, incorporando conceitos de novas
experiéncias!’ que sejam relevantes a experiéncia antiga®®.

O condicionamento aversivo cldssico é um modelo proeminente para investigar os processos
neuronais do aprendizado e meméria'®2°, No condicionamento aversivo, o rato é treinado para
associar um estimulo neutro, como um tom (estimulo explicito) ou um ambiente (estimulo
contextual) com algo naturalmente aversivo, como a dor de um choque elétrico nas patas. O
tom, inicialmente neutros, torna-se um estimulo condicionado aversivo, relacionado ao choque
e, portanto, causa uma reagao comportamental de medo. No caso no rato, essa reagao é
conhecida como freezing, um estado de imobilidade, apenas com movimentos de respiracao,
normalmente observado quando o rato encontra uma ameaca imediata, como um predador?..

O estudo do papel do hipocampo na memadria formada pelo condicionamento aversivo classico
sugere papéis distintos das regiGes dorsal e ventral do hipocampo. A parte dorsal do
hipocampo recebe mais informacdes derivadas dos cértices sensoriais?? (com excecdo do
olfatério) e dos cdrtices entorrinal e perirrinal®, e isso parece estar relacionado
funcionalmente? a aspectos espaciais e visuais de uma memdéria®, enquanto a parte ventral
esta fortemente conectada a amidala? #e a outras estruturas associadas ao eixo hipotalamico-
pituitario-adrenal® % e parece estar mais envolvida em aspectos olfatérios*® e emocionais®!

da memoria.

A inativacdo de regibes inteiras do cérebro permite relacionar processos e comportamentos
amplos a certas regiGes, mas permanece a questdo importante de como uma memoria



especifica é formada e armazenada. Estudos recentes mostram que apenas uma pequena
fracdo de menos 5% dos neurdnios do hipocampo estdo ativos no momento de aquisi¢ao de
uma memoria aversiva® e que a sua destruicdo resulta em supress3o da resposta de medo®4,
demonstrando a necessidade dessas células especificas para essa meméria. Também foi
demonstrado que a ativacdo seletiva dessas mesmas células leva a expressdo da resposta de
medo, mesmo sem o estimulo ou contexto, indicando sua suficiéncia®*. Em ambos os casos, a
inativagdo ou ativacdo da mesma quantidade de células aleatdrias do hipocampo ndo levava a
supressdo ou inducdo da resposta de medo, indicando que memdrias especificas estao
relacionadas a populacbes especificas de neurénios. Essas populacdes de neurdnios
relacionados a uma certa memdria foram chamadas de “engramas”’ 37,

A quimiogenetica € um termo geral para o uso de técnicas quimicas e genéticas para modificar
certas proteinas para que sejam moduladas por um farmaco especifico®. No contexto da
neurociéncia, as proteinas em questdo sdo neuroreceptores que causem ativacao ou inibicdo
do neurénio afetado® e s3o conhecidas como DREADDs (Designer Receptors Exclusively
Activated by Designer Drugs). O mais utilizado consiste em um receptor muscarinico acoplado
a proteina G*, modificado para ndo ser mais sensivel ao seu ligante original (acetilcolina) e
para ser ativado por clozapina®’. Dependendo do tipo de proteina G utilizada, esse sistema
pode induzir um prolongado silenciamento ou ativacdo dos neurdnios afetados*?. Podemos
escolher em quais neurénios o DREADD serd expresso através da escolha de promotor. Um
promotor como o da sinapsina humana (hSyn) afeta tanto neurénios excitatdrios quanto
inibitérios*; outros promotores poderiam ser usados para afetar apenas neurdnios excitatérios
(promotor CaMKIl) ou apenas inibitérios (promotor PV). Também existem promotores
dependentes de atividade neuronal, que afetariam apenas neurénios ativos em certo
momento. Para afetar células especificas de um potencial engrama, podemos usar uma técnica
recente chamada TRAP*(Targeted Recombination in Active Populations), que combina um
promotor dependente de atividade, com o sistema de recombinase Cre-loxP* dependente de
tamoxifeno. Células que estavam ativas no momento do efeito do tamoxifeno terdo o cassete
do DREADD modificado para a orientagao correta, e partir dai terdo expressdo permanente.
Isso permite selecionar células de um engrama *¢, o que n3o é possivel com muscimol ou
lidocaina.

Neste trabalho investigamos o efeito da inibicdo ou excitacdo dos neurénios do hipocampo
dorsal através de DREADDs durante os experimentos comportamentais de reconhecimento de
objeto e condicionamento aversivo ao tom.

Materiais e métodos

Animais e cirurgia estereotaxica

Ratos Wistar (350g-450g) foram anestesiados com xilasina e cetamina e submetidos a cirurgia
estereotaxica. 0,5 uL de virus (ou salina, para os controles) foram infundidos no hipocampo
dorsal (coordenadas AP: -4,0mm; ML:+3,0mm; DV:-2,6mm).

Para os experimentos de Reconhecimento de Objeto e Condicionamento Aversivo, foram
utilizados 8 animais que receberam o DREADD inibitdrio, 8 que receberam o DREADD
excitatério e 5 animais controle que receberam cirurgia, mas com apenas solucdo salina
injetada.

Para o experimento de atividade locomotora em campo aberto, foram utilizados 5 ratos Wistar
naive por grupo, que ndao passaram por nenhum procedimento antes do teste.
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Figura 1: llustragdo do processo de quimiogenética usando vetor viral*’

Vetor viral

O vetor viral utilizado, AAV2, é derivado de um virus Adeno-Associado® n3o-patogénico da
familia dos Parvovirus*, que tem um DNA de fita simples, mas com hairpin loops® nas duas
pontas, que criam uma pequena regido de fita dupla que também tem a caracteristica de servir
como seu proprio primer para replicagao do genoma. Originalmente, o virus tem 2 genes, que
com splicings alternativos e multiplos ORFs acabam gerando 8 produtos finais®’. Um desses
genes, o VP (também chamado de cap), é responsavel por toda a parte estrutural do
capsideo®, e todas as func¢des que dependem da interac3o desse capsideo com a célula
hospedeira®?, que definem seu o tropismo>3, como interacdo com receptores na membrana
celular para entrada na célula, capacidade de interagir com dineinas e cinesinas para chegar
até o nucleo, entrada no nucleo e desempacotamento do DNA dentro do nucleo®. O segundo
gene, o Rep, gera proteinas com caracteristica principal de interacdo direta com DNA®, que s3o
responsaveis por diversas funcdes relacionadas a regulacio de express3o génica®®, tanto do
virus quanto de genes da célula hospedeira, e replicacdo do DNA viral. A replicacdo usa uma
variante do sistema de rolling circle replication, muito comum em virus, aqui chamado rolling
hairpin replication®”, que cria uma grande molécula de DNA com vérias cdpias do genoma viral,
que sdo depois cortadas em genomas individuais pela Rep no momento de empacotar esse
genoma dentro do capsideo® — nesse momento uma Unica cépia da enzima Rep fica ligada
covalentemente ao DNA viral e é empacotada dentro do capsideo®®. Para a transformacdo
desse virus natural em um vetor viral incapaz de formar novos virus, ambos os genes foram
removidos do genoma e em seu lugar é inserido o gene de interesse (de até 4.7kb), mantendo
apenas a parte de hairpins nas duas pontas do genoma, que permitem a esse genoma ser seu
proprio primer e replicar-se dentro do nucleo da célula hospedeira. Como na célula hospedeira
nao existem enzimas Rep, o genoma inicia o rolling hairpin replication, mas em vez da grande
molécula geradas ser cortada em varios genomas individuais, ela forma uma molécula de DNA
circular contendo centenas de cdpias do gene de interesse, chamada de concatdmero®, que é
responsavel pela alta express3o prolongada do gene de interesse®. Como também n3o existe
mais o gene VP responsavel por formar novos capsideos, ndo sdo gerados mais novos virus, o
que faz o vetor infectar a célula hospedeira e ser capaz de expressdo prolongada do gene de
interesse, mas incapaz de continuar se reproduzindo e infectando novas células.

No nosso caso, o gene de interesse é todo o cassete de quimiogenética descrito a seguir.
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Figura 2: llustragdo do processo de transdugdo, expresséo e ativacdo do DREADDS!

Quimiogenética
DREADD excitatério: AAV2-hSyn-HA-hM3D(Gq)-IRES-mCitrine

DREADD inibitério: AAV2-hSyn-HA-hM4D(Gi)-IRES-mCitrine

Utilizamos uma ferramenta chamada de DREADD*® que consiste em um neuro receptor
muscarinico, modificado para ser ativado por clozapina®* ao invés do ligante original
acetilcolina, acoplado a uma proteina G que é responsavel por seu efeito: dependendo da
proteina G utilizada podemos ter um efeito excitatdrio no neurénio (Gq)®? *® ou inibitdrio (Gi)®.

O promotor utilizado € o da sinapsina humana (hSyn), que é um promotor de expressao forte
em neurdnios, tanto excitatdrios quanto inibitdrios, mas sem expressdo em astrdcitos®®. Outros
elementos do construto utilizado sdo dois tipos diferentes de repdrteres: um gene de proteina
fluorescente mCitrine, que é uma variante da GFP modificada para ter uma emissdao mais para
o lado amarelo do espectro® (15nm de diferenca entre os picos de emissdo de mCitrine e GFP),
e hemaglutinina (HA), que é usada como um antigeno para imuno-histoquimica. A mCitrine é
precedida por um elemento IRES®’, que permite ao ribossomo iniciar a traduc3o diretamente
por esse elemento IRES em vez de pela ponta do mRNA®8, o que faz a mCitrine ser produzida
como uma proteina separada, ndo fundida fisicamente ao DREADD (o que poderia alterar sua
funcdo®), mas sua presenca indica que o DREADD foi pelo menos transcrito, ja que os dois
partem do mesmo mRNA. J4 o elemento HA esta sim fundido ao DREADD na parte C-terminal
do receptor muscarinico’, que fica para dentro da célula’®, e pode ser usado para determinar
sua presenca e localizacdo por imuno-histoquimica®.



Para ativa¢do dos DREADDSs, os animais receberam uma injec¢do intraperitoneal de 0.5mg/kg de
clozapina (ou veiculo: 20% DMSO, 80% salina), 1 hora antes do experimento comportamental.
A clozapina é um farmaco antipsicotico muito utilizado na psiquiatria, que tem efeitos em um
grande numero de neuro receptores. O DREADD tem uma afinidade pela clozapina muito maior
que a dos receptores enddgenos’?, entdo é necessario usar uma dose de clozapina que possa
ativar suficientemente o DREADD, mas nao grande o suficiente para causar efeitos colaterais
através da ativacdo de outros receptores. Por isso, fizemos um experimento piloto usando uma
dose de 1mg/kg de clozapina no experimento de atividade locomotora, que é o experimento
comportamental onde o efeito da clozapina é mais evidente e seria o primeiro efeito a ser
notado em doses baixas. Também incluimos no experimento principal um grupo controle sem
DREADD, mas com clozapina, para garantir que o efeito observado é de fato causado pelo
DREADD e ndo um efeito colateral da clozapina.

Experimentos comportamentais

Atividade locomotora em campo aberto

Para avaliar possiveis efeitos colaterais da clozapina, animais naive foram utilizados. Os animais
foram habituados a arena por 10 minutos, um dia antes do teste. Um grupo recebeu 1mg/kg
de clozapina i.p. e o grupo controle recebeu o mesmo volume de veiculo i.p., 30 minutos antes
do teste.

Os animais foram colocados na arena por 5 minutos e sua atividade locomotora medida pelo
nuimero de quadrantes percorridos nesse tempo.

Reconhecimento de Objeto

Os animais foram habituados a uma arena do teste em duas sessdes de 10 minutos em dias
consecutivos. A arena consiste em uma caixa de madeira escura, 60cm x 60 cm x 60cm, com
diferentes padrées em cada parede para permitir aos animais diferenciar as 4 paredes.

No terceiro dia, dia do treino, foram colocados na mesma arena, agora com 2 objetos idénticos,
e deixados 10 minutos para explorar os objetos.

No quarto dia, dia do teste, um dos objetos foi substituido por um novo objeto e os animais
foram colocados por 5 minutos na arena de teste para explorar livremente os objetos.

Os primeiros 30 segundos de exploragdo ativa (ndo contando o tempo em que o animal ndo
estava explorando nenhum dos objetos) foram contados e a porcentagem de tempo
explorando o objeto novo foram calculados para cada animal. Consideramos exploragao
guando o animal estava cheirando o objeto ou tocando com suas vibrissas.

A diferencga entre os grupos foi calculada utilizando ANOVA.

Condicionamento aversivo ao tom.

Duas sessdes de habituacdo de 10 minutos cada no contexto B

3 choques de 0,5mA, 3 tons de 30 segundos no contexto A

Extingdo: 24 tons de 30 segundos com 1 minuto de intervalo entre um tom e outro, contexto B.
Clozapina i.p. injetada 1 hora antes nos grupos Controle e Dreadd inibitério.

Renewal. 3 tons de 30 segundos com 1 minuto de intervalo entre tons. Contexto A.

Reteste. 3 tons de 30 segundos com 1 minuto de intervalo entre tons. Contexto B.

Perfusao transcardiaca
Os animais receberam uma inje¢do de 1mg/kg de clozapina para ativacdo dos DREADDS, entre



1 e 4 horas antes da perfusdo transcardiaca com 300ml de PBS seguido de 300mL de
paraformaldeido 4%.
Os encéfalos foram removidos e guardados em uma solugdo de PFA 4% por 24 horas.
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Figura 3. A) Protocolo de Reconhecimento de Objeto. B) Coordenadas e virus utilizados nas cirurgias. i1l
Em C e D, um resultado foi considerado estatisticamente nao significativo quando p>0.05. Colunas representam
as médias dos grupos e as barras representam o erro padrao da média. C) Resultado do Reconhecimento de
Objeto. D) Resultado da atividade locomotora em campo aberto. A distdncia percorrida estd representada como
a quantidade de se¢bes de 15cm da arena de teste percorridas durante 5 minutos. Teste t de Student, ndo
pareado, bicaudal.
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Figura 4. Protocolo de condicionamento aversivo ao tom. Um grupo recebeu DREADD inibitdrio e clozapina; um
grupo controle recebeu DREADD, mas sem clozapina; um segundo grupo controle recebeu clozapina, mas sem
DREADD.



Microscopia de fluorescéncia

Para crioprotecao, os encéfalos foram colocados em uma solucdo tamponada de 15% sacarose
por 24 horas, e entdo em uma solugdo de 30% sacarose. Em seguida, foram congelados em
nitrogénio liquido e cortados com um criostato em fatias coronais de 30 uM.

Para visualizar a fluorescéncia do repdrter mCitrine, as amostras foram visualizadas em um
microscépio confocal, excitadas com luz de comprimento de onda 468nm e observada a
fluorescéncia no comprimento de onda 525nm.

Resultados

Efeito da clozapina na atividade locomotora

Médias dos grupos clozapina 1mg/kg e controle foram, respectivamente, 121,4 e 125. Ndo
houve diferenca significativa (p=0.7925) entre a atividade locomotora de ratos injetados com
1mg/kg de clozapina ou 0 mesmo volume de veiculo. Como a diminuicdo da atividade
locomotora é o efeito comportamental da clozapina mais notavel em ratos, isso indica que as
doses de clozapina utilizadas para a ativagdo dos DREADDs ndo sdo altas o suficiente para
causar efeitos colaterais.

Reconhecimento de Objeto

Médias dos grupos Excitatdrio, Inibitdrio e Controle foram, respectivamente, 80,8%, 85,8% e
82,7%. Nao houve diferenca significativa de preferéncia pelo objeto novo entre os trés grupos
de animais (Inibitorio vs Excitatorio p= 0,5058. Inibitdrio vs Controle p= 0,8055. Excitatorio vs
Controle p=0,9295)

Apesar de a preferéncia pelo objeto novo ndo poder ser atribuida com certeza a memdria,
seria esperado encontrar alguma diferenca entre os grupos controle e DREADDs se o protocolo
de inibicdo/excitacdo do hipocampo fosse bem sucedido.

Condicionamento aversivo ao tom

O resultado da comparacgdo entre os valores de freezing o pré-EC no Teste e na Renovacgdo
indicam que ndo houve nenhum efeito dos tratamentos com DREADD inibitdrio ativado por
clozapina, nem efeitos colaterais da clozapina em si, nem efeitos colaterais do processo de
infeccdo pelo virus e expressdo do DREADD. Também ndo houve diferenga entre o freezing
provocado pelo Estimulo Condicionado em um contexto ou em outro.
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Figura 5. Renovacdo. Pré-EC: Freezing antes do tom (pré estimulo condicionado). EC: Freezing durante o tom. Teste t
bicaudal ndo-pareado. *: p<0.05
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Figura 6. Teste do condicionamento aversivo. Pré-EC: Freezing antes do tom. EC: Freezing durante o tom. Teste t
bicaudal ndo pareado. *p<0.05; **p<0.01

Discussao

Por algum motivo, a extingdo falhou em todos os 3 grupos. Esse motivo ndo pode ter sido os
DREADDs, nem a clozapina, porque estavam presentes apenas em 2 dos 3 grupos, mas algo
sistematico que tenha afetado igualmente animais de todos os grupos.

Houve diferenca significativa entre o freezing antes ou durante o tom nos grupos
DREADD+clozapina e no controle DREADD sem clozapina. No grupo controle que recebeu
cirurgia sham foi observada uma tendéncia (p-0.08) na mesma direcdo durante o Teste. Isso é
explicado em parte pelo fato de terem sobrevivido apenas 5 dos 8 animais originalmente desse

grupo.



Isso indica que os animais de todos os 3 grupos continuaram a relacionar o tom ao choque, em
ambos Teste e Renovagao, mesmo depois do processo de exting¢ao.

A hipotese dependia da inativacdo do hipocampo durante a extingdo, mas a extingao nao
funcionou em nenhum grupo. Também queriamos ver a influéncia dessa inativacdo quando o
animal estava em contextos distintos: o do choque ou outro da habituagdo e teste. Mas
nenhum grupo apresentou diferenca significativa de freezing relacionada ao contexto.

N3do podemos dizer com certeza se a inativacdo do hipocampo foi bem-sucedida ou ndo apenas

com esse resultado comportamental.

Préximos passos

Para descobrir se a ativacdo ou inibicdo do hipocampo foi bem-sucedida ou ndo, faremos

imuno-histoquimica de cFos.

Para descobrir se houve expressdao dos DREADDs, faremos microscopia de fluorescéncia em
andamento. Imunohistoquimica de HA (hemaglutinina), antigeno repérter do construto viral do

DREADD, também seria uma possibilidade.

Caso ndo haja fluorescéncia, faremos PCR para distinguir entre falha na infusdo do virus ou

baixa expressao.
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