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RESUMO

Existem varias evidéncias do efeito benéfico que as dihidropiridinas,
bloqueadores dos canais de célcio voltagem-dependentes do tipo L, tém sobre a
capacidade cognitiva de individuos que sofreram desordens do sistema nervoso
central como isquemia , doengas degenerativas, lesdes e ainda aqueles que
apresentam déficites de meméria decorrentes da velhice. Por outro lado, os
efeitos destas drogas sobre a capacidade cognitiva de animais neurologicamente
intactos é bastante contraditéria. Varias hipdteses tentam explicar o mecanismo
de agdo que suporta estes efeitos, embora nenhum trabalho até agora tenha sido
capaz de apontar uma resposta definitiva para a base de tais efeitos.

O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito da administragac
intrahipocampal de Nifedipina, uma dihidropiridina, sobre a memdria de ratos
adultos neurologicamente intactos na tarefa de esquiva inibitéria. Para isto ratos
wistar fémeas foram bilateralmente canulados na regido CA1 do hipocampo
dorsal. Através das canulas os animais receberam microinfusdes de 0,5ul de
Nifedipina nas concentragoes de 28ng ou 280ng ou seu veiculo (20%
dimetilsuféxido em salina). Os animais foram submetidos a sessdes de treino e de
teste na tarefa de esquiva inibitéria, com um intervalo de 24 horas, e o efeito das
drogas sobre a memdria desta tarefa foi avaliada com administracbes em
diferentes tempos: 10 minutos antes do treino, imediatamente apés ou ainda trinta
minutos apos o treino.

Os resultados obtidos confirmaram o efeito nootrépico das dihidropiridinas
anteriormente descrito em animais adultos normais (Levy, 1991; McMonagle-
Strucko, 1993; Quatermain, 1993), pois quando injetada imediatamente apés a
sessao de aprendizado a dose mais alta de nifedipina facilitou significativamente
a memdria dos animais em relacao a seus controles.

Embora o mecanismo responsavel por este efeito continue desconhecido,
nossos resultados contribuem para delimitar os possiveis processos envolvidos.
Devido as dimensdes da area atingida pela microinfusio e a restrita
vascularizagdo presente no local, é extremamente improvavel que o efeito
vasodilatador, no qual baseia-se uma das atuais propostas de mecanismo, seja
responsavel por uma resposta tao intensa.

Outros estudos que busquem elucidar o mecanismo de agdo destas drogas
serdo de grande importancia devido ao grande potencial terapéutico que estas
apresentam.
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1- INTRODUCAO

1.1 MEMORIA
1.1.1 Conceituagao

“Dentre os varios mecanismos de adaptagdao, um dos mais importantes € a
capacidade que os organismos tém de aprender.” (McGaugh, 1971)

A capacidade de armazenar experiéncias decorre da necessidade dos
individuos comportarem-se adequadamente frente a situagdes relevantes para
suas sobrevivéncias quando apresentadas pelo ambiente. Tal adaptacao requer,
portanto, que 0s organismos sejam capazes nao apenas de adquirir e armazenar,
mas também de evocar as informagdes quando necessario.

Desta forma podemos definir meméria como o trago duradouro deixado
no cérebro de um animal por uma experiéncia (McGaugh, 1971).

Este trago deverda ser tdo intenso quanto relevante for a
experiéncia/informagdo adquirida, pois ndao faz sentido do ponto de vista
econédmico ou adaptativo que qualquer nova informacao a qual o animal for
exposto seja armazenada. Ao contrario de algumas experiéncias de extrema
importancia para sua sobrevivéncia, que nao devem ser esquecidas. Porisso
sistemas que modulem o armazenamento da memdria sdo tdo importantes
quanto aqueles mecanismos que realmente armazenem a informacao.

O conceito de modulagao da meméria tem sido objeto de interesse de
muitos pesquisadores nas Ultimas trés décadas, ao longo das quais muitas
descobertas relevantes foram feitas. O fato de memérias recém formadas serem
extremamente labeis e passiveis de serem “aumentadas” ou “diminuidas” com
tratamentos de diferentes naturezas logo apds ter ocorrido o aprendizado,
apontam para sistemas endégenos capazes de influenciar os processos de

consolidacao da memdria.



Descobertas relativamente recentes tém confirmado isto, e um grande
nimero de sistemas modulatérios, tanto centrais quanto periféricos tém sido
descritos capazes de alterar a formagao de memérias em intervalos recentes apds
o apréndizado. Dentre estes sistemas, os horménios relacionados com o estresse,
o complexo amigdaldide e sistemas de neurotransmissores como dopaminérgico,
colinérgico, serotoninérgico, opidide, adrenérgico e outros ja tiveram sua
participagdo como moduladores caracterizada (McGaugh, 1996; Aigner, 1995;

Izquierdo, 1995).

1.1.2 As fases da memoria

O processo que envolve desde o aprendizado até a evocacdo de uma
memoria pode ser dividido em fases, que também apresentam caracteristicas
bioquimicas, anatdmicas e fisiolégicas distingtiveis (McGaugh, 1971; Izquierdo,
1995; Quillfeldt, 1994). Estas fases sao a aquisicdo e a consolidacao do traco (que
juntas compreendem o que chamamos de formacdo da memédria), o
armazenamento, que pode ser simultineo a consolidacdo, e a evocacio
(caracterizada pela alteracdao de um comportamento, Unica maneira pela qual
pode-se confirmar que houve o aprendizado e que foi estabelecida a meméria). A

figura 1 apresenta um esquema disto

Figura 1 Representacdo Esquemadtica das Etapas do Processamento da Memdria

AQUISICAO  CONSOLIDACAO/ ARMAZENAMENTO ~ EVOCACAO
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Embora tenha estagios caracterizados, a meméria é passivel de constante
transformacdo, seja por estimulos diretamente relacionados com o episédio de
aprendizado, como a repeticio da mesma situagdo, seja por associacdes de
outras informacdes aprendidas.

O conteido de uma determinada experiéncia pode ser grandemente
alterado, das mais variadas formas, caso algumas destas etapas sejam
manipuladas. Pode-se, por exemplo, afetar a memodria de uma experiéncia
atuando sobre as diferentes fases, de acordo com o momento em que ocorrer a
manipulacdo. A aquisicdo pode ser afetada por tratamentos dados antes da
exposicdo a situacdo de aprendizado, a consolidagao pode ser manipulada nos
primeiros momentos depois do aprendizado e, por fim, a evocacdo pode ser até
bloqueada com a interferéncia minutos antes da sessao na qual o animal devera
lembrar.

Estratégias como estas, utilizando manipulacdes farmacolégicas, sio muito
lteis para estabelecermos quais os componentes bioquimicos que atuam em cada

etapa do processo.

1.1.3 Caracteristicas anatémicas

O tema da localizagdo do trago mneménico também tém sido objeto de
estudo hd muitas décadas. Devido a heterogeneidade das memérias, ndo apenas
em parametros como os descritos anteriormente, mas também em relacdo ao
contetido de cada uma, dificilmente estariam permanentemente localizados em
uma Unica estrutura do cérebro.

A busca pela localizacdo fisica da memoéria, o engrama, existe ha mais de
um século.

Na virada do século passado o famoso fisidlogo russo Ivan Pavlov,
descobridor do reflexo condicionado, afirmava que os processos cognitivos
estavam, todos, restritos ao neocértex. Ja na década de 20 Karl Lashley tentava

descobrir a contribuicdo de diferentes regides do cértex para o aprendizado



fazendo lesdes seletivas no neocértex de ratos, e postulou o principio da
equipotencialidade, defendendo que todas as areas corticais contribuiam para a
formacdo da meméria. Algumas décadas depois, Hebb, aluno de Lashley,
propunha que o trago de uma meméria podia estar localizado nas conexdes entre
células nervosas associadas, e que a amnésia observada por Lashley com suas
lesdes devia-se ao rompimento da associagcdo entre elas.

Apenas algl."ns anos mais tarde surgiam indicios da importancia do Lobo
Temporal para a méméria, com o caso do paciente H.M., na década de 50 e 60.
Devido a epilep;:ia H.M. foi submetido a uma cirurgia na qual parte do cértex,
hipocampo e amigdala foram removidos, resultando em uma severa amnésica
anterégrada. Contudo, pouco de sua meméria dos anos que precederam a
cirurgia foi afetado. Este paciente, um dos casos mais famosos e bem descritos de
déficites cognitivos resultantes da remogao dos lobos temporais mediais de ambos
hemisférios, serviu como base para muitos estudos realizados desde entao.

Estudos subsequientes identificaram estruturas como do Lobo Temporal
(como hipocampo e cortex entorrinal) e outras regides com estas intimamente
conectadas, como o cértex parietal, como cruciais para a formagao, manutencao
e expressao de memorias declarativas (Izquierdo, 1996). Porém, as contribuicdes
de tais estruturas e regides especificas, que interconectam-se por diferentes vias
aferentes e eferentes, ndo sdo idénticas, desempenhando papéis diversos e em
diferentes etapas do aprendizado e da meméria.

A amigdala atua principalmente no processamento do componente
emocional da memoéria (Gallagher & Chiba, 1996; Cahill, 1996)
predominantemente aversivo, e também alerta. O septo medial, por sua vez,
contribui com o processamento de memérias espacias (junto com o hipocampo) e
aversivas (junto com a amigdala). Esta regidao, aliada a demais regides do
neocortex com as quais se comunica, tém papel importante no processamentc de
memorias do tipo memdria de trabalho.

O cértex entorrinal, que junto com o hipocampo é uma das éreas iniciais e
de maior actimulo das placas neurofibrilares que caracterizam doencas

neurodegenerativas como a Doenga de Alzheimer (que é acompanhada por



grande perda cognitiva), € uma regido de grande importancia para o
processamento de variados tipos de memdrias, e intimamente conectado ao
complexo hipocampal (Kandel, 1991).

'O Hipocampo, que acredita-se ser a estrutura-chave para a memdria, é
crucial para o processamento de memorias dos mais diversos tipos, desde
informacdes espaciais e contextuais, até aquelas memérias que envolvem
reflexdes conscientes em humanos (Eichenbaum, 1996a; Eichenbaum, 1996b)

Lesdes no hipocampo em humanos resgltam em amnésia para todos os
tipos de informagdes, tanto declarativas quanto proceduais. Atualmente também
é aceito que esta estrutura temporal em animais processe memdrias nao apenas
de carater espacial, como acreditou-se por muito tempo. A nocdo de que o
hipocampo tinha papel restrito a memodria espacial devia-se, especialmente, a
algumas caracteristicas surpreendentes dos neurdnios hipocampais identificadas
por Jonh O’Keefe e outros pesquisadores. Com estudos que iniciaram-se na
década de 70 O’Keefe demonstrou que muitos neurdnios do hipocampo
respondem seletivamente de acordo com a localizagdo do rato no ambiente.

Outras regides do neocdrtex, como Cortex Parietal, Cingulado e Pré-frontal
e algumas regides subcorticais, como o Ndcleo Caudado, tém sido apontadas
como estruturas que também contribuem no processamento e armazenamento de
memorias. A prépria coluna vertebral é essencial para o aprendizado e evocagido
de reflexos condicionados.

Estes e outros argumentos suportam o conceito atual de que a memaria é
um fendmeno plastico que, ao longo das diferentes fases de seu processamento,
envolve tanto regides do neocértex, como acreditava-se no inicio do século, e

também estruturas subcorticais.



Figura 2 - Desenho esquematico do hipocampo
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Fonte: Bear, Connors & Paradiso, 1995.

1.1.4 Bases moleculares da memoaria

Na busca do mecanismo fisiolégico da memédria algumas teorias foram
propostas ao longo dos anos, tentando explicar como os individuos armazenam
novas informagdes. Muitos acreditam que esta busca esteja encerrada desde que
a descri¢ao, ha mais de 20 anos atras, de um fenémeno chamado Potenciacio de
Longa Duracao, ou LTP (do inglés “Long-Term potentiation”).

A LTP, descaberta por Bliss e Lomo em 1966 e descrita com detalhe pelos
mesmos autores em 1973 como um aumento nas respostas excitatérias pés-
sinapticas do hipocampo, adequa-se perfeitamente ao tipo de modificacdo que o
aprendizado deve produzir no cérebro de um animal. A LTP, assim como a
memodria, estd relacionada com a atividade hipocampal, é rapidamente induzida
e dura por um longo perfodo, podendo ser novamente expressa em resposta a

reiteragdo do estimulo inicial (Bliss & Collingridge, 1993).




Nos anos que seguiram a sua descricdo muitas outras caracteristicas
comuns aos dois processos — LTP e meméria — foram estabelecidas (Bliss e
Cliingridge, 1993; Eichenbaum‘, 1995; Izquierdo, 1995; lzquierdo, 1996).

.Algumas das mais fortes evidéncias de ligagdo entre LTP e memdria vém
de trabalhos nos quais o bloqueio da LTP resulta em severo prejuizo para a
meméria. Além disto, as propriedades que caracterizam a LTP, como a
cooperatividade, a associatividade e o fato de ser um fendmeno sinapse-
especifico tornam-na um modelo extremamente adequado (Bliss & Collingridge,
1993).

Atualmente a idéia inicial de que a LTP seria a representagdo da meméria
a nivel celular foi superada, mas resta a nocdo de que estes dois fendmenos
plasticos tém muito em comum e que, ao menos para alguns tipos de memdria,
podem depender dos mesmos mecanismos.

Embora a natureza do engrama esteja apenas comegando a ser conhecida,
muito componentes envolvidos no processo de aprendizado ja foram
caracterizados, como os sistemas de neurotransmissores, as cascatas de segundos
mensageiros envolvidos, as enzimas que sdo ativadas e elementos que
possivelmente s3o os responsaveis pela manutengdo da memodria a longo prazo.

Desde que Morris e colaboradores demonstraram, em 1986, que a
administracdo intracerebro-ventricular de D-2-amino-5-fosfonevalerato (AP5),
um antagonista dos receptores glutamatérgicos do tipo N-metil-D-aspartato
(NMDA), também capaz de bloquear a inducdo da LTP, impedia o aprendizado
de ratos na tarefa de labirinto aquético, varios outros autores confirmaram o
envolvimento do sistema de receptores glutamatérgicos no aprendizado. Em
realidade a transmissdao sinaptica excitatéria no hipocampo é mediada por
receptores glutamatérgicos, e a ativagcdo dos receptores do tipo Alfa-amino-3-
hidroxi-5-metil-4 isoxazola acido propinico (AMPA) em resposta ao estimulo do
neurdénio pos-sindptico é o passo desencadeador do processo. A ativacdo dos
receptores AMPA permite a entrada de fons Na* no terminal pés-sinéptico, e a
despolarizagdo resultante, junto as moléculas de glutamato liberadas do terminal

pré-sindptico atuam ativando também os receptores do tipo NMDA. Os
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receptores NMDA, por sua vez, quando ativados por estes dois fatores permitem a
entrada de célcio no neurénio pés-sinaptico.

A elevacdo das concentragdes de calcio intracelular mediadas por este

mecanismo é suficiente para a indugdo da LTP, assim como para a ativagao de
proteinas quinases e outras enzimas que serdo responsaveis pela durabilidade do
processo (Ghosh, 1995; Simpson, 1995).
i Os eventos desencadeados pela entrada massiva de célcio no terminal pés-
sindptico vao ainda além, atuando positivamente também sobre o terminal pré-
sindptico, via mensageiros sinapticos, estimulando a liberagao de mais
neurotransmissores (Ghosh, 1995; Izquierdo, 1995).

Porém a manutencao de um fendmeno tio duradouro como sabemos ser a
memdria ndo seria possivel apenas pelo aumento da atividade de proteinas
citoplasméticas. Recentemente foi confirmado o aumento também da atividade
nuclear, com a ativagdo de fatores de transcricao, “early genes” e a transcricao
de novas proteinas, estes sim fatores capazes de explicar a manutencdo da
memoria por longos periodos (Cole, 1989; Ghosh, 1995, Izquierdo, 1994,
|zquierdo, 1995).

1.2 CANAIS DE CALCIO VOLTAGEM-DEPENDENTES

1.2.1 O ion célcio

fons calcio servem como importantes segundos mensageiros em todas as
células eucariéticas, também desempenhando funcdes mais elaboradas em
células excitaveis, como as musculares e neuronais.

Em condicdes de repouso a concetracdo intracelular do ion célcio é
mantida em niveis extremamente baixos (107M), cerca de ;:]uatro ordens de

magnitude menores do que no meio extracelular (10°M). Concentracoes idnicas



tado baixas sdao obtidas gragas a agao de bombas de célcio (célcio adenosina
trifosfatases) ou pela atividade do trocador idnico de Na*/Ca™, que bombeiam
fons calcio para dois espagos, o extracelular e os reservatérios intracelulares.

Quando as células nervosas s3o ativadas ocorrem alteracdes na
concentracio de célcio citoplasmatica, pela entrada através de canais presentes
na membrana plasmatica e pela liberagéo dos estoques internos. O aumento do
célcio citosélico permite que c'jste fon atue como segundo mensageiro, mediando
um enorme ndmero de respostas celulares, como excitabilidade, liberacao de
neurotransmissores, plasticidade sinaptica, transcricdo génica, crescimento do
cone axonal e sobrevivéncia celular, entre outras (Ghosh, 1995; Simpson, 1995).

As oscilacdes de célcio iénico, contudo, sio rapidamente revertidas por
varios mecanismos celulares que removem o célcio do citosol, seja pelo
seqliestro para organelas internas ou pela extrusao para o meio celular (Michaelis,
1994; Simpson, 1995).

De qualquer maneira, estas alteragbes momentaneas na concentracao sao
suficientes para ativar cascatas de transducdo do sinal, responsaveis pela
mediagdo de inGmeras funcdes, como algumas anteriormente citadas. A
manutencao do seu efeito, mesmo quando ja removido do citosol, - déa-se pela
acdo que o calcio desempenha sobre muitas proteinas. A principal delas é a
calmodulina, uma proteina a qual o fon se liga e que é capaz de modular a
atividade de inGmeras outras proteinas, como quinases, fosfatases e adenilato
ciclases (Ghosh, 1995; Disterhoft, 1994).

Estas enzimas, por sua vez, podem atuar ao nivel da sinapse, sobre a
atividade de proteinas presentes no terminal sinéptico, ou mediando respostas
mais duradouras, ativando moléculas envolvidas com a transcricdo génica
(Ghosh, 1995).

Esta acdo abrangente explica a importancia do calcio como mediador
central de respostas adaptativas no sistema nervoso, como a plasticidade
sindptica, a diferenciagdo e a meméria. Como ja foi citado, tanto o aprendizado
quanto a inducao da LTP sao fendémenos plasticos dependenfes da entrada de

calcio na célula nervosa.



Porém, efeitos tio diversos quanto os que o calcio desempenha nio
podem ser iniciados por um mesmo padrdo de estimulo, e a heterogeneidade das
respostas obtidas por sua agao da-se por multiplas rotas, com diferentes padrdes
espaciais e temporais de oscilacdes de concentragio. Modos distintos de entrada
de calcio podem levar a ativagdo de diferentes rotas intracelulares e atualmente
sabe-se que sdo duas as principais vias de entrada de célcio extracelular em
neurdnios: os receptores glutamatérgicos do tipo NMDA, gentrais na inducdo da
LTP e que ndo estudaremos aqui, e os canais de célcio voltagem-dependentes

(Ghosh, 1995). ‘

1.2.2. Canais de célcio voltagem-dependentes

Os canais de céalcio voltagem-dependente correspondem a via de entrada
de calcio na célula melhor caracterizada do ponto de vista eletrofisiologico. Estes
canais ativados por voltagem desempenham um papel crucial na associagdo dos
potenciais de membrana com as respostas celulares, sendo a via de entrada
daqueles fons envolvidos em muitas das fungoes anteriormente enderecadas ao
calcio, como a excitabilidade da membrana, a transmissdo sindptica, a
neurossecrecao e a diferenciagao celular. (Tsien, 1983; Hofmann, 1994).

Os canais de calcio voltagem-dependentes, que pertencem a mesma
familia de canais de membrana dos canais de sédio e potassio, podem ser
classificados em diferentes tipos segundo suas propriedades funcionais, tais como
condutincia, cinética voltagem e tempo-dependentes, farmacologia,
eletrofisiologia e ainda distribuigao celular (Tsien, 1991).

Os avancos de técnicas de clonagem molecular recentemente revelaram
uma diversidade ainda maior do que aquela conhecida para este tipo de canal,
resultante da transcricdo de maltiplos genes e de mecanismos pés-transcricionais
como o “splicing alternativo” (Tsien, 1991; Smith, 1996).

Os canais de calcio sdo classificados, em uma primeira etapa, de acordo

com suas sensibilidades as varicacdes nos potenciais de mebrana, como aqueles
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canais ativados/inativados por potenciais de membrana pequenos -ativados por
baixa voltagem- ou ativados/inativados por grandes potenciais de membrana -

ativados por alta voltagem.

1.2.2.1- Canais ativados por pequenas variagées de voltagem

O principal canal de calcio ativado e desativado por baixa voltagem,
resultante de potenciais de repouso relativamente pequenos (-70 a <40 mV), até
hoje caracterizado, é o canal do tipo T, do inglés “tiny”, também é chamado
rapido, por ser rapidamente inativado (Snutch, 1997).

Os canais do tipo T estao presentes em varios tipos celulares, excitaveis ou
nao, embora também sejam completamente ausentes em algumas linhagens
celulares, como neurdnios simpaticos. Sua principal funcao é promover a entrada
de célcio durante potenciais de membrana negativos, mantendo o equilibrio

idbnico (Tsien, 1991; Hofman, 1994).

1.2.2.2 — Canais ativados por grandes variagées de voltagem

Em contraste, os canais de célcio dependentes de grandes variacdes de
voltagem foram subdivididos em quatro classes, de acordo com suas propriedades
farmacolégicas e cinéticas. Os subtipos B, L, N e P, integrantes desta classe, sio
ativados por potenciais de membrana de cerca de -30mV e geralmente
permanecem bastante tempo ativados (Tsien, 1991; Hofman, 1994).

O subtipo B, do inglés “brain”, recebeu este nome devido 3 sua
localizagdo, restrita ao sistema nervoso. Experimentos de clonagem
demonstraram que este é o mais abundante subtipo de canais de calcio(Tsien,
1991; Hofman, 1994),

O tipo N distribui-se preferencialmente em neurénios, embora sua
presenca entre células de diferentes estruturas ou fungdes possa variar bastante.
Estes canais sao proeminentes entre neurdnios corticais, sensorios e simpatéticos,
embora estejam pouco presentes nas células de Purkinje. Os canais N

distinguem-se farmacologicamente por serem bloqueados por -conotoxina
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GVIA, e por terem grande tendéncia a inativagao em potenciais despolarizados.
Estes canais sdo apontados como os principais envolvidos na liberacao de
vesiculas de neurotransmissores e podem ter sua atividade modulada pela toxina
Pertussis. Estas funcdes podem explicar o bloqueio da meméria em animais que
recebem -conotoxina GVIA durante o aprendizado (Tsien, 1991; Hofman,
1994).

Os canais de tipo L (L de “long-lasting”), por sua vez, sao chamados assim
devido ao longo tempo que permanecem ativados, permitindo uma grande
entrada de calcio na célula. Sao farmacologicamente distintos dos demais canais
ativados por alta voltagem por serem seletivos a classe de farmacos chamada 1,4
Dihidropiridinas (dihidropiridinas), também bloqueados por fenilalquilaminas,
como o Verapamil, e por benzotiazepinas, como Diltiazepam. Estes canais,
primeiramente descritos em células cardiacas e em neurbnios periféricos,
encontram-se amplamente distribuidos em células nervosas, enddcrinas,
musculares, renais e em fibroblastos (Tsien, 1991; Hofman, 1994).

Nas células musculares os canais do tipo L desempenham um papel
essencial na associacdo da excitagdo com a contragao da célula, enquanto no
coragao sao necessarios para a geracao e propagacao dos impulsos elétricos e
também para o inicio da contragdo dos musculos atriais e ventriculares. Devido a
estas agoes, drogas como as dihidropiridinas tém amplo uso clinico, em doencas
cardiovasculares, como sera discutido mais adiante.

Embora tenha outras fungdes nas diversas linhagens celulares em que sio
expressos, 0s canais do tipo L ndo sdo essenciais para a liberacao das vesiculas de
neurotransmissores das células nervosas e neuroendécrinas, funcio
desempenhada principalmente por canais do tipo N. Em contrapartida, foi
demonstrado que os canais do tipo L, ao concentrarem-se em regides especificas
do cone de crescimento axonal de um neurénio durante a sinaptogénese, sio
capazes de promover alteracdes bastante especificas e localizadas nas
concentragdes de calcio intracelular, cruciais para o estabelecimento dos padroes

de conexdo neural durante a ontogenia do SNC (Silver, 1990; Stuart, 1997).
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O canal de tipo P recebeu este nome por estar presente nas células de
Purkinje do cerebelo, mas também é encontrado em outras células nervosas e
neuroenddcrinas. Foram identificados também no tdbulo contorcido de rim de
ratos. Canais deste tipo sdo ‘sensiveis ao bloqueio pelo veneno da aranha
Agelenopsis aperta, chamado toxina w-Aga-IVA. S3o ativados com potenciais
menos negativos do que ~50mV, e sofrem inativago bastante lentamente (Tsien,
1991; Hofman, 1994).

Recentemente as técnicas de biologia molecular permitiram a identificacao
de outros dois tipos de canais de calcio voltagem-dependentes, o tipo Q e o tipo

R, sobre os quais ndo nos deteremos devido ainda pouca informagao disponivel.

1.2.2.3 - Estrutura Molecular e composi¢ao dos canais de calcio voltagem-
dependente - especialmente dos Canais do tipo L

Os canais de calcio voltagem-dependentes sdo associagbes protéicas
hetero-oligoméricas de diferentes subunidades que contribuem de maneira
distinta para a formagao do canal.

Foram identificadas até agora cinco diferentes subunidades a1, 02, 8, B, e
v. Contudo, estas subunidades nao contribuem igualmente na formagao de todos
os tipos de canais descritos anteriormente, e algumas tém sua expressao restrita a
tecidos especificos (Tsien, 1991; Hofman, 1994; Westenbroek, 1990; Mills,
1994).

Além da existéncia de cinco subunidades diferentes outros fatores
contribuem para a grande diversidade de canais de célcio ativados por voltagem,
entre elas os multiplos genes que codificam as subunidades, o splicing alternativo
nos transcritos de um mesmo gene e até a combinagao preferencial de isoformas
variantes das subunidades (Tsien, 1991).

Restringiremos nossa descricdao aos canais do tipo L, que, além de serem
melhor descritos, serdo o objeto de nosso estudo.

Os canais do tipo L presentes em musculos esqueléticos sdo compostos por

duas subunidades de grande massa molecular , a1 e «2, -associadas a trés
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subunidades menores, B (57 kDA), v (25kDa) e § (que forma um dimero de 125

kDa ao unir-se com a2 , através de ligagdes disulfito) (Hofman, 1994 e Smith,

1996), como mostra a figura 4. Em células nervosas os canais L ndo incluem a

subunidade ¥, sendo formados apenas por a.1, 2-8 e B (Starr, 1991).

Figura 4 - Representacdo da
estrutura molecular do canal do
tipo L na membrana plasmética de
uma célula muscular.

A subunidade «l, que esta
representada  em  amarelo €.
responsavel pelo poro através do
qual passam os fons célcio (em azul
claro). A subunidade B fica na parte
intracelular do canal (em laranja)
enquanto a subunidade y (em
vermelho) e o complexo a2-8 (em
azul escuro) contém porgdes

g e

transmembrana. )

Em rosa estio representados )

grupamentos glicidicos

extracelulares associados as cadeias

polipeptidicas das subunidades a1 O O
e a2-6. '

Adaptado de Snutch, 1997.

A elaboracdo de cDNAs da subunidade a1 a partir de diversos tecidos,
como os musculos esquelético, cardiaco e liso, glandulas endécrinas e cérebro,
demonstrou que pode haver variagdo das massa de 212 a 273 kDa , com
homologia variavel (Hofman, 1994).

Trabalhos de clonagem demonstraram que a subunidade a1 destes canais
tém grande homologia com outros canais ativados por voltagem, especialmente
os canais de sédio(Tsien, 1991). Sabe-se que esta subunidade é a responsével
pela formagio do poro através do qual passam cétions (Tsien, 1991; Hofman,

1994),
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Embora haja controvérsias entre os autores quanto ao numero de
segmentos hidrofébicos a-hélices (de 6 a 8) aceita-se a existéncia de um
segmento anfipatico (S4) em cada um dos quatro dominios homélogos que
formam a subunidade 1. Este segmento S4, acreditam os pesquisadores, é o sitio
responsavel pela deteccao da voltagem, responsavel pela indugdo da alteragao
conformacional que o potencial de membrana acarretara no canal e que permitird
a abertura do poro (Tsien, 1991; Hofman, 1994; Starr, 1991). ;

A subunidade a1 ainda contém os sitios de modulagio sobre os quais
podem agir diferentes fatores celulares, como as proteinés quinase A (AMP.-
dependente) e C (célcio-dependente) e diversos subtipos de proteinas G (Hille,
1994; Pearson, 1994; Liu, 1994; Skattebol, 1989).

Também estdo localizados na subunidade a1 os sitios de ligacdo daquelas
drogas que alteram a atividade do cannal, como as dihidropiridinas,
fenilalquilaminas e benzotiazepinas (para revisao ver Tsien, 19910

Embora estudos empregando ligantes marcados tenham apontado as
sequéncias de aminoicidos que fazem parte do sitio de ligacdo das
dihidropiridinas, existem diferentes modelos para a localizacdo deste sitio na
estrutura do canal. Nakayma e colaboradores (1991) propéem gque as
dihidropiridinas liguem-se a um sitio acessivel pelo lado externo da membrana,
enquanto outrsos grupos (Tsien 1991; Hofman,1994) propdem que o sitio
localize-se em um “loop” intracelular do segmento quatro, perto da regido
carbono terminal.

A subunidade B, que associa-se com grande afinidade por um segmento
altamente conservado da subunidade o1, é capaz de alterar muitas das
propriedades do canal, como taxas de ativacdo/inativacdo, alteracdes na
dependéncia de voltagem para ativacio/inativacio, aumentar a probabilidade de
abertura do canal e a afinidade por ligantes (Snutch, 1997)

As subunidades o2 e §, por sua vez, sio resultado da transcricio e

traducdo de um mesmo gene, cujo produto posteriormente sofre clivagem
(hofman, 1994).
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1.2.3 As 1,4-Dihidropiridinas

As dihidropiridinas sdo uma classe de moléculas extremamente seletivas
aos canais de calcio do tipo L. Estas moléculas, ao ligarem-se ao sitio receptor
presente na estrutura protéica do canal modulam sua atividade, podendo
bloquear completamente a passagem de fons célcio através do poro do canal (no
caso dos antagonistas) ou potenciar sua atividade (no caso do ativador Bav% k
8644) (Skattebol, 1989).

Muitos antagonistas desta classe foram desenvolvidos e encontram-se
disponiveis atualmente, como Nimodipina, Nitrendipina, Nisodipina, Nifedipina,

Amlodipina (Morén, 1990).

Figura 3 — (a) Estrutura basica das dihidropiridinas

R,
R,0,C CO,R
e -
H,C ~ R,
R3
(a) Nifedipina
3 -NO,-CH,
H3C 02C | C02CH3
™ -
H3C / CH3
H

Baseado em: Morén, 1990 e Disterhoft, 1994.



As dihidropiridinas tém sido amplamente utilizadas no tratamento de
doencas cardiovasculares como hipertensao e angina, devido a sua habilidade de
relaxar vasos sanguineos e inibir arritmias cardiacas Moron, 1990; Scriabine,
1989).

Devido a sua agao como potentes vasodilatadores os bloqueadores da
classe das dihidropiridinas também sao utilizados no tratamento de problemas
cerebrovasculares, como o espasmo apés hemorragia subaracnoidea, isquemia e
outras patologias relacionadas (Scriabine, 1989).

Foi também amplamente demonstrado o efeito anticonvulsivante das
drogas desta classe. A Nimodipina, comumente utilizada nestes estudos devido a
sua capacidade de cruzar a barreira hemato-encefélica alcangando concentragoes
ativas no tecido cerebral, mostrou-se efetiva no bloqueio de convulsdes induzidas
por eletrochoque, isquemia, reperfusao, bicuculina, pentilenotetrazol e muitos
outros agentes utilizados artificialmente para a inducdo de crises convulsivas em
animais (Morén, 1990). Além da Nimodipina, todas a dihidropiridinas até hoje
testadas demonstraram © mesmo efeito anticonvulsivante, ainda que com
diferentes poténcias, o que se atribui a diferencas de afinidade com o sitio de
ligacdo. Atualmente acredita-se que o mecanismo da acdo anticonvulsivante das
dihidropiridinas seja o bloqueio dos canais de célcio voltagem-dependentes,
embora alguns autores acreditem que parte de sua atividade anticonvulsivante
deva-se possa dever-se a outros sitios de agao.

Ainda foi sugerida a acdo efetiva da nimodipina no tratamento de
desordens afetivas como mania e hipomania , embora o mecanismo de acao nao
seja claro (Zupan, 1996).

Recentemente estes antagonistas dos canais de célcio passaram a ter seus
efeitos no tratamento de déficites sensorimotores, comportamentais e cognitivos
grandemente ‘estudados em animais idosos, e os resultados que vém
apresentando apontam um grande potencial terapéutico na melhoria de prejuizos

relacionados com o envelhecimento em humanos (Scriabine, 1989).



Entre as drogas desta classe disponiveis no mercado, e ja comercializadas
para o tratamento de doencgas cardiovasculares, algumas sao mais conhecidas, e
suas caracteristicas melhor descritas: Nimodipina, Nifedipina, Amlodipina,

‘Estudos de diversos grupos demonstraram que Nimodipina, em doses nio
muitos altas, facilitam o aprendizado e a meméria (Mc-Monagle-Strucko, 1993;
Isaacson, 1988; Deyo, 1989), sendo ainda capazes de reverter a amnésia
induzida por choque eletroconvulsivo (Zupan, 1996) e hipéxia (Zupan, 1993).
Resultados semelhantes foram encontrados para Nifedipina, outra dihidropiridina
estruturalmente bastante semelhante a Nimodipina, quando administrada em
animais igualmente idosos (Zupan, 1993).

Embora apresente diferencas estruturais bastante significantes, e capazes
de alterar varios parametros funcionais, estudos utilizando Amlodipina, um
derivado das dihidropiridinas, também apontaram para efeitos facilitadores na
consolidagdo e evocacao da memoaria.

Estas evidéncias apontam para a agao facilitadora das dihidropiridinas
sobre a capacidade cognitiva de animais com déficites neurolégicos, sejam
decorrentes do envelhecimento, abuso de drogas (alcool, maconha, cocaina e
heroina) (Herning, 1994), deméncia ou a danos neurais acarretados por episédios
isquémicos ou lesdes.

Entretanto, ainda ndo se conhece o mecanismo responsavel pela acao das
dihidropiridinas, embora algumas especulacées ja sejam feitas.

Existem varias evidéncias de que os mecanismos normais do metabolismo
do célcio sdo alterados com o envelhecimento, o que resultaria em um aumento
inadequado das concentragdes intracelulares deste fon (Michaelis, 1994;
Verkhratsky, 1994). Lanfield (1994) d& evidéncias eletrofisiolégicas destas
alteragdes em fatias de hipocampos de ratos velhos, nas quais foi identificado um
aumento excessivo da entrada de calcio através de canais voltagem-dependentes,
Outros trabalhos apontam, ainda, para déficites nos processo de extrusdo,
sequestro e tamponamento dos ions célcio em sinaptossomas obtidos do tecido

cerebral de animais idosos (Mochaelis, 1994).
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Estas alteracdes na homeostase do calcio sao apontadas como um dos
fatores responsaveis pelos prejuizos neurais associados com a velhice, pois
levariam, entre outras coisas, a atrofia de dendritos e morte celular,
interrompendo a circuitaria neural (Anderson, 1996).

Embora os mecanismos responsaveis pela agdo nootrépica das
dihidropiridinas ndo sejam, ainda, conhecidos, a deteccdo de tais alteracdes na
homeostase do céalcio nos animais idosos suportam a hipétese de que a agio
nootrépica destas drogas dé-se pelo reestabelecimento dos niveis basais de
calcio. Alguns trabalhos, como o de Mervis e colaboradores (1994), que
demonstraram que a Nimodipina era capaz de melhorar a meméria em coelhos
idosos e ainda reverter a atrofia dendritica neocortical, ajudam a fortalecer esta
teoria.

Porém, enquanto em animais que apresentam danos neurais os resultados
facilitador das dihidropiridinas sugerem um efeito consistente, os trabalhos com
animais adultos normais e neurologicamente intactos sdo bastante discrepantes,
variando do bloqueio total da aquisicdo (Lee, 1991) a facilitagdo da meméria em
diversas tarefas comportamentais (Levy, 1991; McMonagle-Strucko, 1993;
Quatermain, 1993).

Esta constatagao levou muitos pesquisadores a defenderem a teoria de que
a acao das drogas da classe das dihidropiridinas sobre a capacidade cognitiva
tanto de animais com prejuizos neural quanto intactos devia-se a agdo vascular
destas drogas. Esta teoria é apoiada pelo fato de grande parte dos experimentos
utilizar injegdes intra-peritoneais como meio de administracdo das drogas. Além
disso, algumas das drogas da classe das dihidropiridinas ndo sdo capazes de
cruzar a barreira hemato-encefélica, como a Nifedipina (Conceicao, 19940.

A variagdo nos resultados obtidos com animais intactos também poderia
dever-se ao fato de as dihidropiridinas apresentarem uma curva dose-resposta em
forma de U invertido, como ja foi constatado para algumas drogas desta classe,
como a Nimodipina (Deyo, 1990). |

Os resultados ja obtidos com as drogas da classe das dihidropiridinas

demonstram grande potencial como agentes terapéuticos. Porém, serdo
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necessirios estudos capazes de estabelecer o mecanismo de acao destas drogas
para que seu potencial possa ser aproveitado no tratamento de déficites neurais,
Para que se esclarega a base de sua acdo é necessério que se conhega ndo apenas
0 mecanismo em animais com prejuizos neurais, mas também que se possa

explicar sua agdo em animais jovens e intactos.

~
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2 - OBJETIVOS

Baseados nos dados anteriormente apresentados, esta dissertacio tem
como objetivo

Avaliar o efeito da administracdo de Nifedipina, injetada imediatamente ou
trinta minutos apés, ou, ainda, dez minutos antes do aprendizado, diretamente
sobre a iiegido CA1 do Hipocampo de ratos adultos, sobre a meméria da tarefa de

esquiva inibitéria.



3- MATERIAL E METODOS

3.1- ANIMAIS COMPORTAMENTAIS:

Foram utilizados cento e oito ratas Wistar albinas provenientes do Biotério
do Instituto de Bi(iciéncias da Universidade Federal do Rio Grande do Sul. Os
animais tinham ‘en'fre dois e trés meses de vida e pesavam de 210 a 300 g.

Segundo Cuomo (1987) o sistema nervoso central de ratos atinge a
completa maturagao aos 60 dias e devido a isto animais desta idade tém sido
utilizados em varios estudos que objetivam avaliar o efeito de drogas
psicotrépicas em adultos. Como nosso objetivo foi avaliar o efeito da droga sobre
animais adultos jovens, a idade escolhida foi 60-90 dias de vida.

Os animais foram mantidos em caixas plasticas de dimensdes 65 x 25 x 15
cm, em ntimero de quatro a cince animais por caixa. Eram submetidos a um ciclo
claro/escuro de 12 horas, em temperatura constante de 23°C e dispunham de

agua e comida “ad libitum”.

3.2- CIRURGIA PARA IMPLANTACAO DE CANULAS-GUIAS:

Antes do inicios dos procedimentos comportamentais os animais foram
submetidos a cirurgia estereotéxica, na qual eram implantadas bilateralmente
canulas guias intracerebrais de calibre 27.

Para isto os animais foram previamente anestesiados com tiopental
monossédico (Thionembutal, de fabricagdo Abbot), na dose de 50mg/kg,
podendo ser suplementada em até um quarto da dose.

Apds a implantacdo as canulas ficavam 1mm acima da regido CA1 do
hipocampo dorsal, de acordo com Paxinos e Watson (1986). As coordenadas, a
partir do bregma, eram as seguintes: A{antero-poster'ior):—4.3, L(latero-

lateral:*_4.0, DV(dorso-ventral):2,0.



3.3- PROCEDIMENTOS COMPORTAMENTAIS:

Uma vez que a Gnica maneira de aferirmos a meméria dos animais ¢
medindo uma alteracio comportamental, utilizamos tarefas comportamentais ja
padronizadas nas quais quantificamos algum aspecto que possa demonstrar o
aprendizado do animal.

Nestas tarefas o animaé é exposto a mesma situagdo duas vezes. Na
primeira vez, que chamamos de sessao de treino, o animal adquire a informagao,
isto é, aprende um novo comportamento. Depois de certo intervalo, que pode
variar de algumas horas até meses, o animal é recolocado no local de
aprendizado e reexposto a situagao. Neste segundo momento, chamado sessdo
de teste, sio novamente avaliados os parametros escolhidos e que também
haviam sido medidos na primeira exposicao.

A diferenca entre os indices obtidos na sessdo de treino e de teste é a
medida da meméria do animal.

Neste trabalho foi utilizada a tarefa de esquiva inibitéria, que desenvolve-
se em uma caixa operada automaticamente (Figura 4).

A caixa na qual foi realizada a tarefa é de acrilico, com dimensdes de 50
cm de largura, 25 cm de altura e 25 cm de profundidade. A parede voltada para o
experimentador era de acrilico transparente. Dentro da caixa uma pequena
lampada permanecia acesa durante todo o procedimento, tornando a caixa
extremamente clara.

O assoalho da caixa era formado por uma grade de barras de bronze
paralelas, de 0,1 cm de calibre e separadas por 1 cm , passivel de receber uma
diferenca de potencial elétrico. A extremidade esquerda da caixa era ocupada por
uma plataforma de madeira revestida de férmica, com 7 cm de largura e 5 cm de
altura. _

Depois de recuperados da cirurgia (entre 48 e 72 horas), os animais eram
submetidos as sessdes de treino e teste da tarefa.

Na sessdo de treino os animais eram gentilmente colocados sobre a

plataforma , com a cabeca voltada para o canto superior esquerdo da caixa. O
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tempo de descida do animal da plataforma era cronometrado. Quando o animal
colocava as quatro patas sobre a grade, recebia um choque com intensidade de
0,45 mA e duracdo de trés segundos. Em seguida os animais eram retirados da
caixa e recolocados em suas caixas moradia.

Na sessao de teste, realizada 24 h depois, os animais eram recolocados na
caixa da tarefa, sobre a plataforma, na mesma posicdo. Novamente era
cronometrado o tempo que o animal demorava para descer com as quatro patas
na grade do assoalho. Nesta segunda eiposigéo nao havia choque e os animais
dispunham de um tempo méximo de 300 s para descer da plataforma. Caso nio
descessem eram retirados e computados com o valor de 300 segundos.

A diferenca entre as laténcias de descida da plataforma na sessao de treino-

e na sessao de teste eram tomados como os indices de memadria da tarefa.

Figura 4: Representacdo da Esquiva Inibitéria
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3.4- PREPARACAO E ADMINISTRACAO DAS DROGAS:

Nifedipina foi dissolvida em solugéo veiculo (20% dimetilsulféxido em
salina) nas concentragdes de 56ng/ul e 560ng/ul. As solugdes foram mantidas em
“eppendorfs” protegidas da luz, armazenadas em local escuro ou envoltas em
papel aluminio durante a utilizagao.

Os animais dos grupos controle receberam apenas a solugao veiculo (20%
dimetilsulfoxido em salina). 5

No momento da administragdo das drogas uma agulha de microinfusao de
calibre 30 (mizzy) era colocada dentro da canula guia. Através dela os animais
recebiam bilateralmente infusdes de 0,5ul de droga ou veiculo, bombeadas
lentamente durante 1,5 min. A agulha de infusdo era 1 mm mais longa do que a
canula guia, atingindo a formagdo hipocampal extamente na regido desejada
(CA1).

Foram realizados trés experimentos nos quais os animais foram divididos
em grupos de acordo com a droga, concentracao e tempo de administracao: (Fig
5)

- Os animais do primeiro experimento foram divididos em trés grupos: O
primeiro grupo recebeu injecoes de Nifedipina na dose de 28 ng/0,5ul, o segundo
recebeu a mesma droga na dose de 280 ng/0,5ul, e o terceiro recebeu apenas
veiculo. Todas as injegdes foram realizadas imediatamente apés a sessio de
treino.

- O segundo experimento também incluiu trés grupos, que receberam as
mesmas injegdes que os animais do primeiro experimento, porém 30 min apés a
sessao de treino.

- O terceiro e Ultimo experimento incluiu apenas dois grupos, um que
recebeu a dose mais alta de Nifedipina (280 ng/O,5ul) e o grupo controle, que

recebeu veiculo, ambos 10 min antes da sessio de treino.
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Figura 5:

Sessao Sessao
de de
_10! Treino 0’ ’ 30’ (24 horas) Teste
- —-1 _>
Nife :
Nife 3
Veic.

3.5- ANALISE MESOSCOPICA:

Para nos certificarmos de a droga havia atingido a regidao desejada com
preciséo, foi realizado um exame mesoscopico para verificagio da correta
localizagdo das cénulas-guia. Para isto, apds o término dos procedimentos
comportamentais, 0s animais eram mortos por decapitagdo em guilhotina e
imediatamente recebiam microinfusdes de 0,5ul de azul de metileno através das
canulas guias.

Os cérebros eram entdo dissecados e colocados em solucdo de formaol
10%, onde permaneciam por uma semana. Apds este periodo era feita a andlise
histolégica utilizando uma lupa, na qual os animais que ndo apresentavam a
marca com azul no local correto eram descartados.

Do total de cento e oito animais utilizados 99 foram aproveitados e
incluidos nos dados para a anélise estatistica, o que corresponde a um

aproveitamento de mais de noventa porcento.
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3.6- ANALISE ESTATISTICA DOS DADOS:

Todos os dados obtidos neste trabalho serdo expressos em mediana e
intervalos interquartis.

As diferencas entre as laténcias de descida da plataforma no treino e no
teste de cada grupo foram avaliadas, para nos certificarmos de que os animais
haviam aprendido. Esta avaliagao foi feita utilizando o teste H de Kruskal-Wallis
para variaveis independentes, ou o teste U de Mann-Whitney para duas variaveis
independentes, quando apenas uma dose da droga havia sido utilizada (caso da
injecdo 10 pré-treino).

Os dados entdo eram avaliados pela reiteracao do teste U de Mann
Whitney para compararmos os efeitos da administragao das drogas em relacdo a
seus veiculos.

Neste trabalho utilizamos estatistica nao-paramétrica, uma vez que na
sessao de teste havia um tempo méaximo estabelecido, a partir do qual os animais
eram retirados da caixa e computados com o valor maximo. Este procedimento
impossibilita 0 uso de estatistica paramétrica devido a possivel alteragdo que

acarreta na distribuicao dos dados.
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4- RESULTADOS

O resultado da analise dos dados obtidos na tarefa de esquiva inibitéria,
para os grupos tratados com as drogas em diferentes tempos em relacio a seus
controles, serdo utilizados como modelos de medicao de memoéria.

Desta maneira, comparando-se cada grupo com seu respectivo controle, os
resultados indicarao o efeito da droga sobre a meméria. Caso os animais tratados
apresentem uma performance melhor do que seu controle, serd considerado um
efeito facilitador da droga sobre a meméria. Caso ocorra o oposto, um prejuizo
no desempenho do grupo de animais tratados, isto serd interpretado como um
efeito negativo da droga sobre a meméria dos animais.

Os valores serdo expressos por medianas e intervalos interquartis por ter

sido utilizada estatistica nao-paramétrica.

4.1- AVALIACAO DO APRENDIZADOS DOS ANIMAIS:

Em uma primeira etapa foi avaliado o aprendizado dos animais de todos os
grupos, para que nos certificdssemos de que todos haviam sido capazes de
aprender de maneira uniforme, pressuposto basico para realizarmos a
comparagao de seus testes.

A tabela | compara os valores de treino e teste e mostra os valores de
significancia desta comparagao, evidenciando o aprendizado de todos os grupos.

valor de p para cada grupo

Tabela 1:Comparégéo dos Treinos e Testes de cada grupo:
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Grupo Tempo de Laténcia de descida (s) Valor de p
injecao Treino Teste

Controle 0’ pés-treino. 6,25 31,95 0,0012
(DMSO) (4,50/9,60) (17,60/216,70)

Nife 28 ng/lado 0’ pds-treino 6,45 105,85 0,0051
(4,10/9,20) (48,90/300,00)

Nife 280 ng/lado 0’ pds-treino 11,10 300,00 0,0077
(4,40/13,20)  (122,60/300,00)

Controle 30’ pés-treino 6,80 38,80 0,0030
(DMSQO) (2,40/12,50) (21,50/205,00)

Nife 28 ng/lado 30’ pés-treino 6,60 33,90 0,0019
(3,60/14,40) (13,00/211,00)

Nife 280 ng/lado 30’ pés-treino 5,60 300,00 0,0047
(3,80/7,70) (28,00/300,00)

Controle 10’ pré-treino 7,50 27,50 0,0159

(DMSQO) (4,60/15,80) (7,00/61,20)

Nife 280 10’ pré-treino 6,20 35,30 0,0045

ng/Olado (3,80/15,00) (16,40/155,80)

Também comparamos entre os grupos os valores obtidos na sessio de
treino de cada um (Kruskal-Wallis), para nos certificarmos que a administracao
pré-treino ndo havia afetado o desempenho dos animais durante a sesssdo de

aprendizado. O valor de p =0,7798 confirma que ndo houve diferenca.

4.2 EFEITO DA ADMINISTRACAO DE NIFEDIPINA IMEDIATAMENTE APOS O
TREINO:

Quando a administragdo das drogas foi realizada imediatamente apés o
aprendizado, isto é, apés a sessdo de treino, houve um efeito facilitador da
Nifedipina. Os animais que receberam a microinfusiao de 280ug de nifedipina por
cénula apresentaram retencdo, na sessao de teste, estatisticamente melhor do que
os animais controle (p=0,0264).

O aumento observado no grupo que recebeu a dose menor, de 28 ng/lado
nao foi significativo em relagao ao grupo controle (p=0,753).

Os resultados sdo mostrados na figura 5.

29




4.3- EFEITO DA ADMINISTRACAO DE NIFEDIPINA TRINTA MINUTOS APOS A
SESSAO DE TREINO: '

Apés obtermos os resultados da administracio de Nifedipina
imediatamente apds o aprendizado, decidimos avaliar a contribuicdo dos canais
voltagem-dependentes do tipo L em um periodo mais tardio da consolidacio da
meméria, administrando as mesmas duas doses de Nifedipina trinta minutos apés
a aquisicao da tarefa.

Neste tempo apenas a dose mais alta apresentou efeito facilitador , mas
este efeito ndo foi estaticamente significativo (p=0,2869). A dose mais baixa nio
teve efeito (p=0,8911).

Estes dados estao representados graficamente na figura 6.

4.4- EFEITO FACILITADOR DA ADMINISTRACAO DA DOSE MAIS ALTA DE
NIFEDIPINA ANTES DA SESSAO DE TREINO:

Na Gltima etapa do trabalho passamos a avaliar o efeito da administracio
da dose mais alta, por ser esta a (nica que havia apresentado efeito significativo
em outros tempos de administracdo, quando administrada dez minutos antes do
aprendizado.

A administragdo de farmacos antes de procedimentos pode acarretar
efeitos indesejaveis, prejudicando a aquisicdo da tarefa e assim impossibilitando
uma avaliagdo isenta de seu efeito sobre a meméria. Neste caso, porém, nio
houve prejuizo, uma vez que o desempenho na sessao de treino dos animais
deste grupo foi semelhante ao dos animais que receberam apenas vefculo.
Contudo, ndo realizamos outros testes para aferir outros pardmetros mais

especificos.
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Neste tempo também ndo houve efeito do tratamento com a droga em

relacdo a performance dos animais controle (p=0,4956) (Figura 7).

Figura 7 - Administragao imediatamente ap&s s.sessdo de treino.
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Figura 8 - Administragdo trinta minutos apds o treino
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Figura 9 - Administragdo dez minutos antes da sessdo de treino
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5- DISCUSSAO

" Neste trabalho estudamos o efeito da Nifedipina, um  bloqueador
especifico dos canais de calcio voltagem-dependentes do tipo L, sobre a meméria
de ratos adultos jovens. Com isto procurdvamos levantar evidéncias que
ajudéf‘.?em a determinar o mecanismo de acdo do efeito nootrépico que esta e
outras' drogas da classe das 1,4-Dihidropiridinas tém sobre a meméria de animais
de diferentes idades e estados fisiopatolégicos.

Como ja foi descrito, uma grande variedade de sistemas esta envolvida no
processamento da memdria, tanto em sua base qﬁanto em sua modulagac. Foi
visto também que os periodos iniciais que seguem o aprendizado de determinada
informacdo sdo extremamente |abeis e passiveis de sofrer alteracdes, levando
tanto ao aumento da memdria quanto a sua supressao (McGaugh & Dawson,
1971).

Efeitos como estes sugerem que as drogas facilitam o aprendizado por
influenciarem os processos neurobiolégicos envolvidos com esta memdria, o que
nos permite determinar, muitas vezes, quais os mecanismos envolvidos no
processamento natural da meméria.

Os resultados que obtivemos nestes experimentos sugerem que os canais
de célcio do tipo L sdo capazes de influenciar o processo de consolidacdo da
memoéria, sobre os quais provavelmente atuam como moduladores negativos.
Contudo, nossos resultados ndo nos permitem afirmar que este seja um
mecanismo de modulagado endégeno.

Como vimos na introducdo, existe um significativo nimero de trabalhos
que demonstram os efeitos positivos das dihidropiridinas sobre a memdria (Levy,
1991; Mervis, 1994), capacidade de processamento de informagdes (Herning,
1994) e recuperacdo da amnésia induzida (Zupan, 1993; McMonagle-Strucko,
1993; Zupan, 1996) em individuos cujo sistema nervoso encontra-se alterado

devido a velhice ou a condigdes patolégicas. Contudo, os resultados acerca do
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efeito das mesmas drogas sobre o desempenho de individuos adultos e cujo
sistema nervoso encontra-se intacto é bastante contraditério.

Enquanto Deyo e colaboradores (1992) observaram um efeito amnésico
de Nifedipina quando administrada intracerebroventricularmente em pintos
jovens, o mesmo grupo encontrou efeitos facilitadores  da nimodipina nos
mesmos animais (Deyo, 1990). Deyo (1989) também demonstrou facilitagao em
coelhos jovens e velhos, nos quais a administracao de Nimodipina acelerou o
aprendizado.

Lee & “Lin (1991), utilizando uma metodologia bastante semelhante a
empregada neste trabalho, encontraram um efeito bloqueador da memaria em
ratos que receberam Nifedipina na regido do giro denteado do hipocampo.
Contudo, podemos sugerir alguns fatores responsaveis pela discrepancia entre os
resultados deste trabalho e aqueles obtidos por nés. Provavelmente o principal
fator seja a diferenca nas doses de Nifedipina empregadas, uma vez que a dose
administrada por Lee & Lin para encontrar o efeito amnésico foi de 8ug,
enquanto em nosso trabalho a dose que ocasionou facilitagdo do aprendizado foi
de 280ng. Isto é congruente com o fato de, como sugerido pelos préprios autores,
serem efeitos dose-dependentes ocasionados por uma curva dose-resposta em
forma de “U” invertido. Este tipo de curva dose-resposta ja foi demonstrado para
outras dihidropiridinas, como a Nimodipina (Deyo, 1990). De acordo com
|zquierdo (1990), a maior parte das drogas nootrépicas apresentam este tipo de
curva. Porfim , as diferencas em relagdo a regido atingida pela droga poderiam
contribuir para a diferenca dos resultados.

Qutros trabalhos utilizando andministracdo subcutdea de bloqueadores da
classe das dihidropiridinas encontraram um efeito facilitador sobre a meméria de
animais jovens e normais. McMonagle-Strucko (1993) utilizaram Nimodipina em
ratos de vérias idades e observaram o efeito facilitador da droga em todos os
grupos tratados. Levy e colaboradores (1991) utilizando um procedimento
bastante semelhante obtiveram o mesmo resultado em animais adultos. Por fim,
Quatermain e colaboradores (1993) estudaram o efeitd da administracao

subcutanea de Amlodipina sobre a meméria de duas tarefas e observaram um
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efeito facilitador da droga nos dois procedimentos quando administrada
imediatamente ap6s a sessao de aprendizado.

Algumas hipdteses sao propostas para explicar o mecanismo de agao das
drogas da classe das dihidropiridinas, embora existam autores que acreditem que
o efeito nootrépico observado em animais idosos ou com défices decorrentes de
lesdes ou doengas degenerativas possa dever-se a mecanismos diferentes
daqueles que medeiam o m2smo efeito em animais neurologicamente intactos
(Mcmonafle-Strucko, 1993). ‘Acreditamos que, embora existam significativas
diferencas entre o sistema nervoso intacto e aquele lesionado, o mecanismo de
acdo que leva a um mesmo efeito destas drogas nos diferentes grupos de animais
deva ser, no minimo, muito semelhante.

Uma possibilidade de mecanismo de acdo das DHP é vascular. Devido ao
fato de as drogas desta classe serem potentes vasodilatadores muitos autores
apontam um aumento no fluxo sangtiineo cerebral como responsavel pelo efeito
das dihidropiridinas na memdria. Esta proposta explicaria os resultados tanto em
animais jovens e intactos, quanto em idosos e lesionados (Zupan, 1993).

Como ja foi citado, o fato de a maior parte dos experimentos utilizarem
meios de administracdo periféricos, como injecdes intra-peritoneais ou “pelets”
subcutaneos de liberagdo prolongada, impossibilita que se descarte o efeito
vascular. Embora muitos sejam favoraveis a esta hipétese, um efeito cerebral mais
especifico ndo pode ser descartado, devido ao fato de mesmo quando a
administracdo € periférica, o farmaco utilizado ser capaz de cruzar a barreira
hemato-encefalica alcangando o sistema nervoso central.

Em nosso estudo utilizamos microinfusdes de droga diretamente sobre uma
estrutura reconhecidamente envolvida com o aprendizado, o que, devido as
dimensdes da &rea atingida e sua vascularizagdo limitada, nos possibilita
considerar extremamente improvavel que o efeito vascular seja responsavel pelos
resultados obtidos.

Uma segunda hipétese é a de os bloqueadores de canais de célcio sejam
capazes de restabelecer a homeostase celular deste fon, perdida devido a velhice

e aos danos ocasinados por lesdes, processos isquémicos ou alteracdes como as
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induzidas pelo choque eletroconvulsivo. Embora esta hipdteses seja capaz de
explicar os efeitos em situagdes patolégicas ndo se mostra adequada para os
resultados positivos observados em animais intactos. Trabalhos como os de
McMonagle-Strucko (1993) e Deyo (1989), nos quais a mesma metodologia é
empregada para avaliar o efeito da administragdo de nimodipina em animais
jovens, de meia idade e idosos, e os resultados obtidos sao de facilitacdo em
todos os grupos, contradizem hipoteses que% postulem um mecanismo restrito
como esta. '

Embora ndo haja muitos dados disi;onfveis, recentemente outros efeitos
tem sido atribuidos as dihidropiridinas e podem levar-nos a postular outros
mecanismos de acado responsaveis pelos efeitos facilitadores observados.

Levy e colaboradores, trabalhando com animais jovens, demonstraram que
a administragdo subcutanea cronica de nimodipina, além de melhorar a
performance dos animais em uma tarefa de memdria espacial, o labirinto
aquético, induz uma aumento na liberacido de acetilcolina na regido do
hipocampo (Levy, 1991). Sabendo que o sistema colinérgico, atuando através de
receptores muscarinicos, € um importante sistema modulador de memoéria
(Izquierdo & Chaves), podemos supor uma acdo das dihidropiridinas como
moduladores indiretos dos processos de aprendizado e meméria. Nordstrom e
colaboradores (1986), cujo trabalho é citado por Levy, obtiveram resultados
opostos, onde a Nimodipina foi capaz de inibir a liberacdo de acetilcolina em
fatias de tecido cerebral enquanto induziu um aumento na liberacio de
Dopamina, outro neurotransmissor sabidamente envolvido com a modulacao dos
processos de memobria.

Outros trabalhos, como de O’regan e colaboradores (1991) citado em
Mcmonagle-Strucko, demonstraram uma aumento da transmissdo sinaptica por
dihidropiridinas detectado por medigdes de potenciais intracelulares em fatias de
hipocampo de ratos normais.

Embora ainda sejam necessarios trabalhos mais detalhados acerca destes

efeitos das dihidropiridinas sobre a transmissao sinaptica, tais resultados nos



permitem vislumbrar mecanismos alternativos para explicar o efeito nootrépico
destas drogas nos animais dos diferentes grupos.

Outro ponto a ser discutido € como um bloqueador da entrada de célcio
pode resultar na facilitagao do aprendizado quando este ion € essencial tanto
para a indugdao da LTP quanto para as primeiras etapas do processamento da
memoria.

Em primeiro lugar é necessério analisarmossa contribuicdo dos canais de
calcio para a indugdo da LTP. Como discutido por Nicoll e Malenka (1995}, os
canais de calcio voltagem-dependentes ndo sio essenciais na indugao da LTP na
regido CA1 do hipocampo, onde os receptores do tipo NMDA s&o os principais
responsaveis pelo influxo de célcio no terminal pés-sinéptico. Outros trabalhos
ainda apontam uma contribuicao significativa dos canais de calcio na inducao da
LTP, embora esta ndo seja essencial a ponto de a administragdo de Nifedipina
bloquear a indugado do fenémeno (Huber, 1995).

Outro aspecto importante € a localizagdo dos canais do tipo L nos
neurdnios. Foi demonstrado que este tipo de canal localiza-se em regides densas
preferencialmente no soma e nos dendritos proximais (Huber, 1995), tornando
estes canais pouco adequados da mediagdo de fendmenos sinapse-especificos
como a LTP. Em um trabalho detalhado Westenbroek e colaboradores (1990)
demonstraram que os canais do tipo L localizam-se abundantemente nos
dendritos proximais dos neurdnios piramidais do hipocampo, na base de
dendritos maiores e na regido do corpo celular. Neste trabalho os autores
sugerem que enquanto os receptores do tipo NMDA medeiam a entrada de calcio
na regido da sinapse e dendritos proximais, os canais do tipo L poderiam mediar
respostas ao mesmo estimulo nos dendritos proximais e no soma, iniciando outros
eventos regulatdrios intracelulares. Com isto os canais do tipo L teriam um papel
crucial na integragdo neural e no processamento dos sinais a nivel celular, O
resultado da atividade destes canais seria a ativacio de eventos como fosforilacdo
de proteinas e regulagio génica, e isso poderia ocorrer somando-se aos efeitos da
estimulacdo na sinapse ou atuando como um mecanismo de regulacdo negativa,

contrapondo parte do efeito que o estimulo teve na sinapse. Esta segunda
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hipétese explicaria o fato de o bloqueio destes canais por nifedipina, como
fizemos, facilitar a memoria, pois o mecanismo de autoregulagdo negativa do
estimulo estaria contraposto.

Outra hipéteses que poderia ser justificada por sua localizagdo € que a
presenca destes canais no soma torna-os primeiramente envolvidos com a
toxicidade decorrente de um aumento exagerado nos niveis intracelulares de
calcio, o que poderia explicar o efeito benéfico de seu bloq.}eio (Fanelli, 1994).

Embora sua localizacao os torne inadequados para a regulacao local de
fenébmenos sindpticos, trabalhos recentes tém demonstrado outras propriedades
funcionais das células piramidais do hipocampo que poderiam envolver a
atividade dos canais de célcio do tipo L (Jonhston et al, 1996). Foi demonstrado
que a atividade elétrica originada no soma e nos dendritos proximais, onde
localizam-se predominantemente estes canais, pode sofrer retropropagacao em
direcdo aos dendritos distais (Jonhston et al, 1996; Stuart et al, 1997). Desta
maneira um estimulo retrégrado oriundo de regides mais centrais do corpo
neuronal poderia influenciar padrGes especificos de alteragdes plasticas a nivel
sinaptico, como aquelas decorrentes do aprendizado (Jonhston et al, 1996; Stuart
et al, 1997). Este fenémeno poderia explicar o envolvimento dos canais de calcio
voltagem-dependentes do tipo L em fendémenos plasticos, como sugerem nossos

resultados.



6- CONCLUSOES

Os resultados que obtivemos nos permitem concluir que:

(1) = Quando administrada imediatamente apés o aprendizado a Nifedipina é
capaz de proporcionar um melhor desempenho dos animais da sessio de
teste, indicando um efeito facilitador da droga. Este efeito é maior e
estatisticamente significativo na dose mais alta (280ng/lado). \

(2) — Os efeitos facilitadores observados quando a administragao da droga ocorre
imediatamente apds o aprendizado jd ndo s3o estatisticamente *signir’icativos
quando a administracdo é realizada trinta minutos ap6s o treino.

(3) — A Nifedipina ndo tem efeito quando administrada antes da sessio de treino,

na dose estudada.

Nossos resultados nao permitem selecionar apenas uma dentre vérias
hipéteses para explicar o efeito encontrado e outros trabalhos que busquem
definir o mecanismo de acao do efeito nootrépico das dihidropiridinas serao de

grande interesse devido ao potencial terapéutico destes farmacos.
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