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1- INTRODUCAO



1.1- Memoria

1.1.1- Aspectos gerais

As neurociéncias buscam elucidar diversos aspectos do funcionamento cerebral,
sendo um deles a memoéria. Desde que o homem atribuiu ao sistema nervoso central (SNC)
a capacidade de regulacdo e manutencdo da memdria, até os dias atuais, muitos estudos t€ém

sido realizados com o objetivo de investigar a fisiologia da cognicao.

William James (1890) foi um dos pioneiros nestes estudos, classificando memorias
quanto ao tempo de retencdo em memorias de curta e de longa duragdo. Donald Hebb, em
1949, ja com uma abordagem neurobioldgica, propds uma das mais importantes hipdteses
para explicar como informacgdes sdo armazenadas no cérebro. Ele propds que os neurdnios
deveriam ser modificados pela experiéncia, o que causaria alteragdes no comportamento.
Assim, se uma sinapse fosse ativada repetidamente a0 mesmo tempo em que o neurénio pré
e pos-sindptico disparassem potenciais de ac¢do, mudancas estruturais e bioquimicas
ocorreriam nas sinapses (revisado por Carlson 2002). Estas mudancas poderiam resultar no
fortalecimento sindptico, porém na época nio foi possivel confirmar esta hipdtese por

métodos experimentais.

A memodria € representada por um nimero de sistemas neuronais distintos que
podem interagir entre si, o que torna possivel a utilizacdo do conhecimento adquirido e
retido apés um evento especifico (revisado por Schater 1994). Assim, podemos distinguir
diferentes etapas durante o processamento da memodria. A aquisicdo ou aprendizagem
consiste na obtencdo de uma informacdo ou evento pelos sistemas neurais ligados a
memoria. Por evento entendemos qualquer fato memoridvel: um objeto, um som, um
acontecimento, um pensamento, uma emog¢do, uma seqii€éncia de movimentos. Durante a
aquisicdo ocorre uma selecao: como os eventos sdo geralmente multiplos e complexos, os
sistemas de memoria s6 permitem a aquisicdo de alguns aspectos mais relevantes para a
cognicdo. Guia-se para tragos emocionalmente mais marcantes, mais focalizadas pela nossa
atencdo, mais fortes sensorialmente, ou simplesmente priorizados por critérios
desconhecidos. Neurotransmissores, tais como a acetilcolina (ACh), podem exercer acdo

modulatéria nos mecanismos atencionais. Assim, pelo seu papel fisioldgico, a reducio de



ACh em seus terminais pode gerar um déficit atencional, como demonstrado em pacientes
com neurodegeneracao colinérgica por doenca de Alzheimer (DA) (revisado por Humby e

cols., 1999).

A consolidagdo, ou seja, o armazenamento (retencdo) de uma informagao adquirida
(aprendida) € o processo que estabiliza as memorias (Muller e Pilzecker, 1900- revisado por
McGaught, 2000). Sabe-se que inicialmente esta consolidacdo é vulnerdvel, mas que ao
longo do tempo, ela se torna resistente e que este fortalecimento do trago mnemonico
ocorre em nivel celular e molecular (McGaugh, 2000; Dudai, 2006). A codificacido e
conseqiiente evocacdo da memoria em humanos tem sido associada a estruturas como o
cortex pré-frontal e o hipocampo (revisado por Buckner, 1996). Durante a reten¢do da
memoria, os aspectos selecionados de cada evento ficam de algum modo disponiveis para
serem lembrados. Com o passar do tempo, alguns desses aspectos ou mesmo todos eles

podem desaparecer ou permanecer na memoria.

A dltima etapa dd-se o nome de evocacdo ou lembranca. Embora algumas
evocagdes de memoria ocorram de forma espontianea, como resultados de flutuacdes nos
modelos de atividade neural, a evocacdo usualmente ocorre como resultado da integracao
entre a chegada da informa¢do do meio ambiente com a rede de memorias j4 existente. A
evocacdo da memodria leva a formacdo de novas memdrias combinadas com as memorias

anteriores (Izquierdo e McGaugh, 2000; Izquierdo e Medina, 1997).

Como resultado das acdes conjuntas destas trés etapas (aquisi¢ao,
consolidacdo e evocagdo) ocorre aprendizagem e formacdo de um novo comportamento ou
modificacdo de um pré-existente. Segundo Carlson (2002 - revisdo), algumas alteracdes nos
circuitos neurais promovem diferenciacdes bioquimicas e estruturais nas sinapses. Desta
forma, a memodria pode promover mudangas na execuc¢do de comportamentos, nas formas
de planejamento e percepcao de um individuo, favorecendo-o a se a ajustar a um ambiente

que muda constantemente.



1.1.2- Classificacao das Meméorias

As memorias podem ser classificadas de acordo com seu contetido e sua duracdo
(Tulving 1982; Izquierdo 1999). Quanto ao seu conteido, podemos classificd-las como
ndo-declarativa (procedural) ou declarativa. A memoria procedural associa-se ao
aprendizado de habilidades motoras e sensoriais, além dos hdbitos e condicionamentos a
respostas emocionais. Ela pode ser adquirida de forma imperceptivel e, nesta, o
aprendizado € lento e gradual, porém, pode durar por toda a vida (revisado por Bear e cols.,
2002; Izquierdo 2002). J4 a memoria declarativa é genuinamente humana desde que somos
capazes de declarar, ou seja, verbalizar o que aprendemos assim como o periodo e o local
onde determinado aprendizado ocorreu. Este tipo de memoria, ao contrdrio da memdria
nao-declarativa, € de aprendizagem mais rdpida, porém € muito mais instavel e sujeita a

interferéncias na manuten¢do da informagao (revisado por Izquierdo, 2002).

Quanto ao tempo de durag@o, as memorias podem ser classificadas como memoria
de trabalho, de curta duragcdo ou de longa duracao (revisado por McGaugh, 2000; Izquierdo,

2002) (ver figura 1).

Short-term memory
(seconds 1o hours)

Long-term memory
(hours to manths)

Memory strength

Long-lasting mem
(months ta liftetime)

Log time

Figura 1- Classificacdo das memdrias quanto ao tempo de duracdo - Estudos de

Muller e Pilzecker hipotetizando a dependéncia temporal da consolidacdo das memorias. llustra também os
dados de Izquierdo e cols. (1998 e 1999) mostrando que os mecanismos de armazenamento sdo, tanto em

LTM quanto STM, paralelos e independentes. Retirado de McGaugh (2000).



1.1.2.1.- Memoria de trabalho

A memodria de trabalho (MT) tem como principal caracteristica a capacidade de
associar nova informagdo a uma j4 existente processando-as comparativamente (Goldman-
Rakic 1991; revisado por Baddley, 1996). Devido a sua forma e tempo de atuagcdo —
segundos, no maximo minutos — ela é considerada um tipo de memoria imediata (Barros e
cols., 2001; Izquierdo e cols., 1998). Assim, atua com minimas conseqiiéncias bioquimicas
decorrentes da atividade elétrica neuronal momentanea. Grande parte das informacdes nela
contidas se perde por completo. A MT € uma das principais responsaveis pela definicio e
determinagdo do tipo e da quantidade de informagdo que serd mantida em curto prazo e

consolidada no sistema de longa duragao (Izquierdo 2002).

1.1.2.2.- Memoria de curta durac¢ao

Nos primeiros minutos apds a aquisi¢do de um aprendizado, o traco mnemodnico
mantém-se instavel por algumas horas. Quando testado em animais, este tempo pode variar
de acordo com o paradigma comportamental utilizado. Esse tipo de memdria susceptivel é
denominado memoria de curta duragao ou STM (do inglés, short-term memory) (McGaugh,
1966; revisado por Izquierdo e cols., 1999; revisado por McGaugh 2000). Isto se deve
provavelmente ao fato de que, nesta fase, ndo ocorre expressao génica nem sintese protéica,
tornando essa memoria susceptivel a acdo de muitas varidveis (Izquierdo 1998, 1999; Viana
e cols., 1999). O dlcool, por exemplo, quando administrado em pequenas doses, tem efeito
agudo duplo, pode estimular a formacido de STM em tarefa de condicionamento associativo
e contextual, porém, em grande quantidade a inibe (Gulick e Gould, 2007). Basicamente a
funcdo da STM € a de manter as informagdes disponiveis até que estas se consolidem. Para
isso, recruta principalmente a regido CAl do hipocampo e suas projecdes para o cortex

entorrinal (Izquierdo, 2002; Izquierdo e cols., 1998; Medina e cols., 1999).

1.1.2.3- Memoria de longa duracao

O processo de estabilizacdo e retencdo de uma informacdo é descrito como o

processo de consolidagdo. A estabilizacdo de uma informacdo € importante para que a

aprendizagem se torne eficaz, e a memoria de longa duracdo (LTM, do inglés long-term



memory) tem como propriedade fundamental a manuten¢do da informacdo estavel. Para
isso, utiliza-se de sintese protéica, o que permite o armazenamento da informacgdo por
periodos mais prolongados em comparacdo a STM. Assim, apesar de compartilhar as
mesmas estruturas neurais e possuir basicamente o mesmo conteido de informagdo que
STM, a LTM possui mecanismos bioquimicos completamente distintos (Izquierdo, 2002;
McGaugh 2000). Além disso, tanto STM quanto LTM ocorrem independentemente e de

forma paralela (Izquierdo e cols., 1998; Izquierdo e cols., 1999).

Durante os tltimos 40 anos, inimeros pesquisadores t€ém se dedicado a descrever os
mecanismos bioquimicos que contribuem para a estabilizacao de um traco labil. Dentre os
eventos neuronais, os que parecem ser universalmente requeridos para a LTM sdo a
transcri¢do e tradugdo, além da fosforilagcao da proteina ligante de elemento responsivo ao
AMPc (CREB). Além disso, a consolidacdo de uma nova informagdo no hipocampo ¢é
muito sensivel a vias dopaminérgicas, noradrenérgicas e serotoninérgicas. Isto demonstra
que as memodrias emocionalmente ricas, portanto moduladas por estes sistemas de

neurotransmissao, podem ser mais bem consolidadas (Izquierdo e cols., 2006).

A teoria da consolidagdo propde que as memdrias, uma vez consolidadas, sdo
permanentes e imodificdveis (revisado por McGaugh, 2000). No entanto, dados da
literatura t€m mostrado que a reativacdo de uma memoria consolidada proporciona
novamente um estado 14bil e dependente de sintese protéica (Nader e cols., 2000; Dudai,
2006). Além disso, outros dados indicam que a evocacdo ou lembranga de uma memdria
pode induzir uma fase 1abil adicional que requer um processo ativo que estabiliza memorias
ap6s a evocacdo. Logo, a reativagdo de uma memoria induz um segundo processo de

consolida¢do denominado reconsolidacao (Nader e cols., 2000; Sara, 2000; Dudai, 2006).

A reconsolidacdo é um processo complexo e para demonstra-lo experimentalmente
ou identificar a participagdo de uma molécula em particular, uma memoria precisa,
primeiramente, ser consolidada, e, posteriormente, reativada (evocada). E em um udltimo
estdgio, a modificacdo de uma memoria precisa ser observada (Tronson e Taylor, 2007).
Quando repetidamente evocamos uma informagdo consolidada, ela, novamente e
temporariamente, torna-se 14bil e sujeita a alteracdes. Consequentemente, a reconsolidacao

pode requerer novamente um novo processo de estabilizacdo para se tornar disponivel a



uma nova evocacdo (revisado por Durvaci e Nader, 2004). Assim, no processo de
reconsolidagdo, pode haver perda e conseqiiente substituicdo de uma informacdo original,
podendo formar memdrias remotas que durem por toda a vida (revisado por McGaugh,

2000; Izquierdo, 2002).

O contetudo final, apesar de diferir-se do original, possui novas informagdes da
reconsolida¢do, o que pode ser responsavel por refinar o conhecimento especifico de uma
dada informacdo retida. E, apesar de existir uma conseqiiente diminui¢do na quantidade de
neur6nios no SNC ao longo da vida do ser humano, ocorre um aumento no nimero de
informacdes por este retidas. Este processo é devido a um refinamento neuronal na
reconsolidagdo e ocorre para que informagdes importantes retidas ao se atualizarem, se
estabelecam. Este refinamento do circuito neural ocorre através de um processo
denominado competicdo neuronal que participa da codificagdo das memorias no adulto.
Jin-Hee Han e colaboradores (2007) demonstraram que neurdnios in vitro expressando
constitutivamente CREB ativado, apresentaram maior facilidade para formagdo de
potenciacdo de longa duracdo (LTP). Além disso, estes neurOnios também mostraram
elevado nimero de sinapses silenciosas em relagcdo as células controle, mostrando que pode
haver um direcionamento sindptico sobre uma determinada via. Esta competicdo entre
neuroénios no cérebro adulto associada a CREB mostra que apenas neurdnios elegiveis
participam em uma dada memoria (Wilson e McNaughton, 1993; Guzowski e cols., 1999;

Repa e cols., 2001; Rumpel e cols., 2005).

Na busca de bases bioquimicas para a consolida¢do das memdrias, muitas hipoteses
foram geradas e algumas comprovadas. Em 1973, Bliss e colaboradores mostraram que, em
terminais glutamatérgicos, uma coincidéncia da atividade de elementos pré e pds
sindpticos, causada por uma estimulacdo elétrica de alta freqiiéncia, causava uma
facilitacdo na transmissdo quimica. Essa facilitacdo in vitro durava horas e, in vivo, meses.
Esse fenomeno foi denominado como potenciacdo de longa duracdo (LTP). A partir deste
fato, alguns estudos sugerem que a LTP seja um dos principais substratos neurais para a
consolidagdo da memodria (Izquierdo e McGaugh, 2000, Izquierdo e Medina, 1997;
Izquierdo e cols. 2006). O conhecimento detalhado da plasticidade neuronal,
principalmente da LTP no hipocampo, proporcionou modelos uteis para abordar os

mecanismos de formag¢do de memorias declarativas. Na regido CA1l do hipocampo, as



cascatas moleculares envolvidas na forma¢dao de memorias simples e de aquisi¢do ripida,
como a esquiva inibitdria, sdo semelhantes aquelas ativadas pela LTP (Izquierdo e Medina,
1997, revisado por Izquierdo e cols., 2006; Whitlock e cols., 2006; Pastalkova e cols.,
2006). Assim, LTP € considerada como um tipo de plasticidade sindptica que pode estar
associada ao armazenamento de memorias no cérebro. Bliss (2006) revisa estudos que
associam LTP no hipocampo como substrato necessdrio para a formacdo da memodria

episddica pelo aprendizado espacial tanto em camundongos quanto em humanos.

1.1.2.4.- Memoria declarativa

A memoria declarativa pode ser associada ao armazenamento de fatos ou de eventos
ocorridos, sendo o conceito mais proximo de memdria que usamos no dia a dia. Um dos
principais componentes da memoria declarativa é a memoria de eventos, denominada
episodica. Esta foi descrita por Tulving em 1972, que a considerou o componente que
diferencia o lembrar do conhecer (revisado por Clayton e cols., 2007). A Memdria
episddica € tida como um dos principais sistemas de memdarias neurocognitivas, pois prové
informacdes sobre o que e quando ocorreu um evento especifico ou ainda mais sobre onde

ele aconteceu.

A memoria episddica ja foi descrita como um tipo de memoria estritamente humana
(revisado por Tulving e Markowitsch,1998; Conway e cols., 1995; Suddendorf e Corballis,
1997;). Entretanto, Suddendorf e Corballis (1997) sugeriram que este tipo especifico de
memoria poderia ser descrito também em primatas ndo humanos, porém, sem resultados
confirmatdrios. Somente Clayton (1998) descreveu evidéncias claras nas quais os animais
possuiam caracteristicas deste tipo especifico de memoéria humana, porém a descreveu
como uma memdoria semelhante a episodica (episodic-like memory). Embora o estudo
morfologico possa diferenciar cérebros humanos de animais, o estudo cognitivo
comparativo perfeito ndo € possivel. Assim, a memoria declarativa em animais €&
considerada memoria “semelhante” a episddica por ndo existirem formas de identificar se

esta lembrancga €, conscientemente, acompanhada de recordacdo (revisado por Clayton e

cols., 2007, Griffiths e cols., 1999; Clayton e cols., 1998).



1.1.3- Reconhecimento de objeto

Uma das formas de se investigar o processamento de uma informacdo do tipo
episddica em animais € através da tarefa de reconhecimento de objeto. Em roedores, esta
tarefa foi descrita por Ennaceur e Delacour (1988) como um teste de memoria baseado na
exploracdo diferencial de um objeto familiar e outro ndo familiar. Assim possui uma
caracteristica interessante, pois, baseia-se em um comportamento espontaneo. Desta forma
¢ livre de componentes como repeticdes condicionais de refor¢co e associacdo de estimulos-
resposta. Pode também ser considerado como um teste sem uso de memoria de trabalho, ja
que € livre de componentes de memoria com referenciais prévios (Ennaceur e Delacour

1988, revisado por Dere e cols., 2007).

O estimulo de reconhecimento é uma forma bésica de memoria que depende da
interacdo entre os sistemas corticais € o limbico, que processam os estimulos de forma
qualitativa (Murray, 1984; Mishkin, 1990; Otto 1992; Suzuki e cols., 1993). Virios autores
tém se dedicado a caracterizar os substratos neurais recrutados no reconhecimento de objeto
em ratos e camundongos. Para isso, utilizam intervengdes farmacoldgicas sist€micas ou
intra-cerebrais (Ennaucer e Delacour, 1987; Ennaucer e cols., 1989; Ennaucer 1991;
Mickley e cols., 1984; Scali e cols., 1994; Cobb e cols., 1995, Giovanneli e cols., 1995;
Ennaceur, 1997; Izquierdo 2002). Diferentes sistemas de neurotransmissao parecem
modular o paradigma do reconhecimento de objetos, entre eles destacaremos o sistema

colinérgico (Bussey e cols., 2005; Wolf, 1996; Wang e cols., 2007).
1.2- Sistema colinérgico

1.2.1- Aspectos Gerais

A Acetilcolina (ACh) foi primeiramente isolada por O. Loewi e colaboradores. Seu
grupo demonstrou que a ACh é uma substancia liberada quando o nervo vago € estimulado,
causando a diminui¢do dos batimentos cardiacos. Estudos também de Dale e colaboradores,
iniciados em 1914, detectaram dois tipos de acdo da ACh, uma nicotinica e outra
muscarinica. Dale e colaboradores determinaram, em uma série de experimentos de 1929 a

1936, que o mecanismo quimico da transmissdo diz respeito ndo apenas aos efeitos dos



nervos autondmicos, mas também com a totalidade das atividades eferentes do sistema

nervoso periférico (revisado por Brown, 2006).

1.2.2- Neurotransmissao colinérgica

O processo de transmissdo sindptica cldssica, independente do tipo de
neurotransmissor, obedece as seguintes etapas: (1) sintese no terminal pré-sinaptico, (2)
armazenamento em vesiculas sindpticas, (3) liberagdo na fenda sindptica, (4) interacdo com
receptores pds-sindpticos e (5) inativacdo por hidrélise ou recaptacdo. Cada uma destas
etapas pode sofrer interferéncia de farmacos distintos, que podem potenciar ou inibir a

transmissdo sindptica (Cooper e cols., 1996 ; revisado Valtorta e cols., 1990).

A ACh, como um neurotransmissor cldssico, segue estas etapas (ver figura 2). A
manutencdo do toénus colinérgico no terminal sindptico estd associada a sua eficaz sintese e
liberacdo (Ribeiro e cols., 2006). Sua sintese ocorre em um unico passo € a enzima
responsdvel € a Colina Acetil Transferase (ChAT). A ChAT catalisa a reacdo entre a
molécula de acetato, proveniente da Acetil-CoA, e colina. Os niveis de acetato sdo
mantidos a partir do metabolismo da glicose, que € sustentada pela a¢do da enzima ATP-
citrato liase no metabolismo basal (Beigneux e cols., 2004). A colina € proveniente da
quebra enzimatica da ACh em acetato e colina. Devido a incapacidade neuronal em
sintetizar colina (Fernstrom 1981), a manutencdo fisiolégica de seus niveis estd vinculada a
ingestdo dietética. E, na manutencdo dos niveis de colina intracelulares, a captacdo da
colina extracelular € realizada por um transportador de colina de alta afinidade s6dio-
dependente (CHTI1) (Okuda e cols., 2000). O CHTI pode sofrer endocitose,
consequentemente, sua localizacdo na membrana plasmdtica € transiente. Assim, a
internalizac@o do transportador pode ser associada como um fator de regulacdo da sintese
de ACh por regular a funcao do transportador (Ribeiro e cols., 2005). Especificamente, a
captacdo de colina por CHT1 se torna um fator limitante na sintese de ACh, associada a

uma maior recaptacido da colina, ja4 que a ChAT ndo € fator limitante, se encontrado em

excesso cinético (Haga, 1971; Yakamura e Snyder, 1972; Kuhar e Murrin; 1978).

O transporte da molécula de ACh para o interior de vesiculas sindpticas € feito pelo

transportador vesicular de acetilcolina (VAChT), uma proteina com 12 dominios
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transmembrana. O VAChT transporta a acetilcolina para o interior da vesicula através de
um gradiente eletroquimico gerado por uma bomba de préton-ATPase vacuolar que
bombeia prétons H para dentro das vesiculas (Parsons, 2000; Prado e cols., 2002). A troca
de dois fons H' intravesiculares por uma molécula de ACh citosdlica pelo VACHT,
preenche as vesiculas com o neurotransmissor (Nguyen e cols., 1998; Prado e cols., 2002).
Assim, VAChT exerce um papel importante no preenchimento colinérgico vesicular do
terminal pré-sindptico para eficiente exocitose da ACh. Apds exocitose célcio dependente,
a ACh interage com seus receptores pds-sindpticos e também € degradada pela
acetilcolinesterase (AChE) em acetato e colina, como mostra a figura 2 (Valtorta e cols.,
1990).

acetylcholine .
nerve terminal

acetyl-CoA

choline
acetyltransferase

E \ choline

carrier

CoA
acetylcholine

VAChT

choline

synaptic
cleft

acetylcholinesterase
\ acetate

acetylcholine choline
receptor

© CNSforum.

Figura 2- Neurotransmissiao colinérgica. Biosintese, estocagem, liberacdo, degradacdo e

recaptagdo da ACh (fonte: www.cnsforum.com,).
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A acetilcolina € o principal neurotransmissor secretado por axdnios eferentes do
SNC. A neurotransmissdo colinérgica atua em todas as sinapses pré-ganglionares do
sistema nervoso autdonomo (SNA), nos neuronios pds-ganglionares do SNA parassimpatico
e nas jungdes neuromusculares (Hoffman e Taylor, 2001; Birks, 1961; Misgeld e cols.,
2002). Sendo a ACh de importincia fisioldgica clara, ndo seria surpreendente que
alteragcdes na transmissio colinérgica interferissem na homeostase de um organismo e até
mesmo promovessem situacdes fisiopatoldgicas. A presenca de agonistas ou antagonistas
de receptores colinérgicos podem tanto prejudicar quanto melhorar o desempenho de
animais em tarefas de memoria (Boess e cols., 2007; Wang e cols., 2007). Além dos
receptores colinérgicos, uma proteina componente do sistema colinérgico que também € um

potencial alvo farmacoldgico é a AChE.

1.2.3 - Acetilcolinesterase (AChE) e seus inibidores (anti-AChE)

Sabe-se que a funcdo das moléculas de AChE nas sinapses e jung¢des neuro-
musculares €, por meio de hidrélise, degradar a ACh em acetato e colina, finalizando a ag¢ao
do neurotransmissor. Farmacos que inibem a acdo da AChE sdo denominados
anticolinesterdsicos (anti- AChE) e podem ser classificados como reversiveis ou
irreversiveis. Dentre os mecanismos de acdo utilizados, podem: alterar quantitativamente a
taxa de deacilacdo da enzima, interferir no sitio de ligagdo da ACh ou modificar a
conformagdo da enzima AChE propriamente dita. Além disso, algumas anti-AChE agem
como substrato e s@o hidrolisadas no lugar da ACh (Hoffman e cols., 2000). Independente
de sua acdo, os anti-AChE t€m sido utilizados no tratamento de diferentes doencas, dentre

elas a doenga de Alzheimer (DA).

O déficit de aprendizado e cognicdo normalmente observado em pacientes idosos
com doenga de Alzheimer € associado a degeneracdo colinérgica inicialmente no
prosencéfalo basal (Bartus e cols., 1982; Whitehouse e cols., 1981). Esse déficit, de uma
forma geral, tem sido relacionado com receptores colinérgicos principalmente
muscarinicos, porém, os receptores nicotinicos estao significativamente reduzidos no cortex
e hipocampo de pacientes com DA (Araujo e cols., 1988; London e cols., 1989). Os
inibidores de AChE s@o os principais agentes farmacoldgicos usados para combater os

sintomas da DA, apesar de existirem estudos de outros agentes, porém, com Uuso
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controverso (Akhondzadeh e cols., 2002; Bullock, 2002; Stip e cols., 2007). Estudo com
inibidores da AChE em animais tém sido eficazes no tratamento cronico de ratos idosos
com déficit colinérgico e de memoria. Todavia, o uso de inibidores de AChE tem
apresentado efeitos colaterais como ndusea, anorexia, vomito e diarréia em pacientes com
DA (Akhondzadeh e Abbasi, 2006). Dentre os farmacos aprovados para utilizacdo do
tratamento da DA podemos destacar galantamina, donepezil e rivastigmina (Greenblatt,

1999; Gustav, 2005).

Baseada em substincias naturais, a galantamina (Figura 3A), uma terceira geracao
de inibidores de acetilcolinesterase e modulador de receptores nicotinicos, € um alcaléide
capaz de ultrapassar a barreira hemato-encefalica (Fulton e Benfield, 1996). Atua de forma
que sua inibicdo € considerada do tipo reversivel, pela baixa afinidade com a AChE
(Greenblatt, 1999). Além disso, € um agonista de receptores nicotinicos pds-sindpticos,
porém, de baixa eficicia por se ligar somente alostericamente neste receptor (Pereira e
cols., 2002, Gustav Akk, 2005; Greenblatt, 1999). Em tratamentos clinicos, tem sido eficaz
por aliviar os sintomas da DA (Raskind e cols., 2000; Tariot e cols., 2000; Yuede e cols.,
2007). Tem meia vida de cinco a seis horas, sendo metabolizada pela enzima hepética
citocromo oxidase P-450 (CYP-450). Em ensaios clinicos, sua utilizagdo ndo tem sido
associada com hepatotoxicidade (Akhondzadeh e cols., 2002; Akhondzadeh e Abbasi,
2006; Raskind e cols., 2000). Em coelhos idosos € relacionada por melhorar o aprendizado
de tarefas de condicionamento (Weible e cols., 2004; Woodruff-Pak e cols., 2001; revisado
por Oh e cols., 2006). Este referido farmaco também tem sido eficaz no combate a

deméncia e a memorizagao dependente do hipocampo em roedores (Yuede e cols., 2007).

Donepezil (ver figura 4B) € também um inibidor reversivel de AChE e de atuacdo
central, mas que, ao contrario da galantamina, possui maior afinidade pela AChE e maior
disponibilidade no organismo quando ingerido oralmente (Geerts, 2005; Murai, 2007).
Assim como a galantamina, donepezil é metabolizado pela CYP-450 (Akhondzadeh e
Abbasi, 2006). Este farmaco também € utilizado para reduzir os déficits de aprendizagem e
sintomas gerados pela DA (Yuede e cols., 2007), além de ser utilizado em pessoas com
impedimento cognitivo vascular médio ou moderado, melhorando a funcdo cognitiva destas

ap6s 6 meses de tratamento (Malouf e Birks; 2007).
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Figura 3- Inibidores da Acetilcolinesterase.

A) Galantamina, alcaloide da flor Galanthus nivalis da familia Amaryllidaceae descoberto em 1950
(Greenblatt, 1999). B) Donepezil possui uma biodisponibilidade oral de 100% quando ingerido; tem meia
vida de 70 horas (Geerts, 2005).

De fato, a prescri¢ao de anti-AChE se deve ao fato de que sua administragdo € capaz

de melhorar alguns dos sintomas cognitivos apresentados na DA (Cummings, 2004).

1.2.3- Transmissao colinérgica e memdria

Os terminais colinérgicos sao amplamente distribuidos ao longo do cérebro (ver
figura 4). Desta forma, eles podem ser classificados em sistemas tais como o originado na
regido dorso lateral da ponte, no prosencéfalo basal e nos niicleos do septo medial e basal
de Meynert. Os neurdnios colinérgicos estdo difundidos nas regides dorsal e ventral do
estriado, todas as regides do sistema de projecdo do prosencéfalo basal, os nicleos
peddnculo pontino e os nucleos tegmentais litero-dorsais das proje¢des mesopontinas, da
subdivisdo motora esquelética e autondmica nos nicleos nervosos craniais parassimpaticos,

e na medula espinhal (Carlson, 2002).

Na regido dorso-lateral da ponte, existe uma rede neuronal associada a regulacdo
colinérgica do sono, especificamente na fase REM. A destrui¢do de neurdnios colinérgicos
na regido dorsal lateral da ponte resultou na perda tanto do sono REM quanto do tonus
muscular (Webster e Jones, 1988; Indian, 2007) enquanto a estimulacdo elétrica destes
neurdnios foi responsavel pelo aumento do sono (Thakkar e cols., 1996; Indian, 2007). O
septo medial é responsdvel pelo controle do ritmo elétrico do hipocampo e atuam na
modulacdo de suas fun¢des na memorizagdo. O nicleo basal de Meynert prové a inervagao

colinérgica para o neocértex (Wolf, 1991; Carlson 2002; Bear e cols., 2002).
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A ACh pode exercer efeitos especificos sobre o comportamento (Cooper e cols.,
1996, Hoffman e cols.; 2000, Izquierdo e cols., 2002). Ela € responsdvel por modular
também a eficécia geral do processamento cortical ou sensdrio associativo. Exerce, in vivo,
efeito de modificacdo da resposta celular e modulacdo de fungdes tais como a auditiva e
somatosensoOria, além de participar nas fungdes cognitivas superiores através de
modelamento de redes neurais (Miranda e cols., 2003; Weinberger e Bakin, 1998; Myers e

cols., 1996; Metherate e Ashe, 1993; Dykes e cols., 1990).
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Figura 4- Um corte esquemdtico mediossagital de um cérebro de rato, mostrando a localizagcdo dos
grupos mais importantes de neurénios colinérgicos e a distribuicdo de seus axonios e botdes terminais

(adaptado de Wool, 1991).

A transmissdo colinérgica parece ser importante na tarefa de reconhecimento de
objeto, pois tanto escopolamina quanto atropina — antagonistas de receptores muscarinicos
colinérgicos — administrados sistemicamente, impedem o reconhecimento visual em
mamiferos (Jones e Higgins, 1995; Robbins e cols., 1997, Penetar e McDonough, 1983;
Aigner e Mishkin, 1986; Aigner e cols., 1991; Huston e Aggleton, 1987; Bartolini e cols.,
1996; Vannucchi e cols., 1997; Pitsikas e cols., 2001). Em humanos, o déficit do
reconhecimento visual € revertido pelo uso de inibidores de AChE (Wezenberg e cols.,

2005). A administragcdo sistémica de escopolamina (0,2-1 mg/kg) impede a aquisicdo da
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memoria espacial no reconhecimento de objetos, mostrando que os receptores colinérgicos
muscarinicos estdo envolvidos neste tipo de memoria espacial episodica (Linstow Roloff e

cols., 2007).

Dentre as estruturas cerebrais estudadas, o cértex perirrinal tem sido relatado como
fundamental na tarefa de reconhecimento de objeto. A administragdo de escopolamina
intra-perirrinal promove prejuizos na tarefa de reconhecimento visual em primatas nao
humanos (Tang e cols., 1997; Warburton e cols., 2003; Abe e cols.,, 2004). A
administracdo, no cortex perirrinal, de imunotoxinas inativadoras de vias colinérgica
prejudicou o desempenho dos animais na tarefa de reconhecimento de objeto (Warburton e
cols., 2003). Lesoes seletivas de projecdes colinérgicas do prosencéfalo basal para o cértex
perirrinal impedem a tarefa de reconhecimento de objetos (Bussey, 2005). Assim, é
possivel associar ao sistema colinérgico do cortex perirrinal uma contribui¢do para o

aprendizado na tarefa de reconhecimento de objeto.

Durante a tarefa de reconhecimento de objetos ndo podemos excluir o componente
atencional inerente a este paradigma. Capacidades atencionais sdo mediadas por circuitos
parietais e pré-frontais (Posner and Dehaene, 1994; Coull, 1998; Corbetta and Shulman,
2002). Neurdnios colinérgicos provenientes do prosencéfalo basal que se projetam para
estas regides corticais representam um componente crucial para os processos atencionais
(Robbins e cols., 1997; Sarter e cols., 2005). Bensadoun e colaboradores (2004)
demonstraram que o pretratamento com escopolamina, atagonista colinérgico, diminui a
habilidade de camundongos numa tarefa de discriminagdo visual, a qual exige a eficiéncia

dos cirucuitos atencionais.

Além da abordagem comportamental associada com a farmacoldgica, estudos
recentes tém utilizado como ferramenta modelos animais geneticamente modificados
(Oddo e cols., 2003; Gainetdinov e cols., 2003; Young e cols., 2006; Myslivecek e cols.,
2007; Prado e cols., 2006). Estes modelos sdo bastante uteis para avaliar alteracdes
comportamentais decorrentes de modificagcdes pldsticas dependentes de proteinas
especificas, que podem ser abolidas totalmente ou ter sua expressdo diminuida,

principalmente quando se trata de proteinas essenciais a sobrevivéncia.

16



1.3- Modelo animal de hipofuncao colinérgica

A manipulagdo biomolecular de componentes genéticos do sistema de
neurotransmissdo tem sido uma das formas para avaliar e investigar as funcdes
neuroquimicas e suas associagdes através do comportamento. Quando proteinas
componentes do sistema colinérgico tém sua expressdo abolida completamente, como por
exemplo dele¢des dos genes para ChAT (Brandon e cols., 2003; Misgeld e cols., 2002),
CHT1 (Ferguson e cols., 2004) e VAChT (Prado e cols., ndo publicado), geram animais
natimortos. Entretanto, animais heterozigotos para delecao induzida de genes para ChAT
(Brandon e cols., 2004) ou CHT1 (Bazalakova e cols., 2007) sobrevivem e sdo aptos a
estudos de funcdes cognitivas. Camundongos com reduc¢do de expressdo do transportador
vesicular de acetilcolina (VAChT KD) sdo vidveis para estudar as fungdes cognitivas em
um modelo de hipofuncdo colinérgica (Prado e cols., 2006). Nestes animais, VAChT
KD" T (knockdown heterozigotos), assim denominados por expressarem apenas 55% (% 4)
dos niveis normais da proteina VAChT, apresentaram déficits de memodria de

. . . 2 . . HOM
reconhecimento social e de objetos. J4 os animais KD ©

(knockdown homozigotos),
assim denominados por expressarem apenas de 30-35% dos niveis normais da proteina
VAChT, apresentaram pronunciadas altera¢des neuromusculares. Estes animais possuem
tonus colinérgico reduzido e conseqiientemente dificuldades na aprendizagem de uma
atividade motora. Embora os camundongos mutantes possam aprender as tarefas motoras,

eles precisam de mais treinamento para alcangar a performance maxima atingida pelos

animais normais (de Castro e cols., em anexo).

Os camundongos KD, portanto, vém sendo estudados para avaliar como a
diminui¢do da liberacdo de acetilcolina no cérebro afeta funcdes cognitivas. J4 que a
memoria tipo episodica em animais, assim como a episodica em humanos, apresenta
componentes espaciais e temporais, avaliamos a memoria de reconhecimento de objetos

enfatizando estes dois componentes em camundongos VAChT KD"F'.
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2- OBJETIVOS



2.1- Objetivo Geral

Investigar o processamento da memoria, especificamente do tipo episddica, em

camundongos deficientes do transportador vesicular de acetilcolina (VAChT KD).
2.2- Objetivos especificos

2.2.1. Avaliar o componente espacial e o temporal da tarefa de reconhecimento de objetos

em animais VAChT KD.

2.2.2. Avaliar o efeito de inibidores de acetilcolinesterase sobre a aprendizagem do

componente temporal da tarefa de reconhecimento de objetos em animais VAChT

KD.

2.2.3. Avaliar o efeito de inibidores de acetilcolinesterase sobre a evocagdo do componente

temporal da tarefa de reconhecimento de objetos em animais VAChT KD.
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3- METODOLOGIA



3.1- Metodologia

Utilizamos camundongos adultos machos (3-5 meses), cujo genétipo wild-type
(WT) (selvagens), heterozigotos (VAChT KDHET) ou homozigotos (VAChT KDHOM), foi
determinado por reacdo em cadeia da polimerase (PCR). Sempre que possivel, foram
utilizados animais da mesma ninhada (littermates) e foram feitos todos os esforcos
possiveis para a utilizacdo otimizada de animais. Os camundongos foram mantidos em
gaiolas com, no méaximo, cinco individuos. Estes foram acondicionadas em estante
climatizada, com temperatura controlada 22+1 °C e ciclo claro-escuro de 12h. A
alimentacdo e dgua foram oferecidas ad libitum. Todos os experimentos foram aprovados
pelo Comité de Etica em Experimentacio Animal (CETEA) e estiveram de acordo com as
normas dos “Principles of laboratory animal care” NIH publication N° 85-23, revisado em

1996.
3.1.1- Protocolo de reconhecimento de objeto

O reconhecimento de objetos pode ser avaliado utilizando-se diferentes protocolos
que acessam diferentes componentes da memoria tipo-episddica. Em todos os paradigmas
realizados neste trabalho, utilizamos como contexto uma caixa branca retangular (30 cm de
largura por 50 cm de comprimento), igualmente iluminada. Todos os animais passaram por
uma sessdo de habituacdo ao contexto de 10 min, 24h antes dos experimentos de memoria.
Em todos os protocolos, tanto as sessdes de treino quanto as de teste foram de 10 minutos, e
os intervalos entre as sessdes foram de 1 hora. Utilizamos objetos plasticos (legos) os quais
eram limpos pds-exploracdo com dlcool 70%, concomitantemente com a limpeza do
contexto. Consideramos como tempo de exploracdo quando o animal tocava, cheirava ou
encostava suas vibrissas no objeto ou mantinha sua cabeca voltada ao objeto dentro de um
raio de dois centimetros. Os tempos de exploracdo para cada objeto foram contabilizados
manualmente com o uso de crondmetro digital graduado em centésimo de segundo. Além
disso, todos os experimentos foram filmados, e realizamos, sempre que necessario, a
confirmacao off-line dos dados. Em todos os experimentos o experimentador desconhecia o

genétipo dos animais.
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3.1.2- Protocolo de preferéncia pelo objeto novo — componente novidade

Durante a sessdo de treino os animais foram expostos a dois objetos idénticos e
durante a sessdo de teste, um dos objetos foi trocado por um objeto novo, mantendo a
mesma localiza¢do espacial dentro da caixa. Durante a sessdo de treino, espera-se que o
animal explore igualmente os objetos, j4 que sdo idénticos. Na sessdo de teste, espera-se
que o animal seja capaz de distinguir um objeto familiar de um desconhecido, assim, passe

a maior parte do tempo explorando o objeto novo.

3.1.3- Protocolo de localizacdo espacial do objeto — componente espacial

Durante a sessdo de treino os animais exploraram dois objetos idénticos e, apds o
intervalo de uma hora, na sessdo de teste, um dos objetos teve sua localizagdo espacial
modificada. Espera-se que um animal capaz de identificar a alteragdo espacial do objeto

explore por mais tempo o objeto que teve sua posi¢ao modificada.

3.1.4- Protocolo de ordem temporal de objetos — componente temporal

Esta tarefa de identificacdo temporal (Mitchell e Laiacona, 1998) € constituida de
trés partes e avalia a capacidade do animal discernir entre um objeto antigo € o mais
recente. Na primeira sessdo de treino foram apresentados dois objetos idénticos,
denominados antigos. Na segunda sessao de treino foram apresentados outros dois objetos
idénticos, denominados recentes. No terceiro momento, durante a sessdo teste, foi
apresentado um objeto idéntico ao antigo e um objeto idéntico ao recente. Espera-se que o

animal explore por mais tempo o objeto antigo do que o recente.

3.1.5- Intervencgdo farmacologica
Todas as intervencdes farmacoldgicas relacionadas ao processamento da memoria

foram realizadas utilizando o protocolo de ordem temporal de objetos. Utilizamos os
inibidores de acetilcolinesterase, galantamina e donepezil. A via de administracdo foi
intraperitonial. Para o cdlculo do volume a ser injetado foi feito uma média entre os
camundongos de massas semelhantes e utilizado um volume aproximadamente de 100 pl

por animal. Além disso, em todos os experimentos que exigiram intervengao
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farmacoldgica, foram realizados testes controles com aplicacdo de 24 horas antes de cada
experimento. Isto foi necessario para uma avaliagdo controlada do efeito, por si s6, desta

intervencdo em ocasionar alguma alteracdo comportamental.

Para avaliar o efeito da galantamina na aprendizagem, administramos as doses de
0,5 mg/kg; 1,0 mg/kg; 3,0 mglkg e 10 mg/kg, trinta minutos antes da primeira sessao de
treino. Para avaliar o efeito da galantamina na evocagdo, administramos somente a dose de

1,0 mg/kg, trinta minutos antes da sessdo de teste.

Para avaliar o efeito do donepezil na aprendizagem, administramos a dose de 0,5

mg/kg, trinta minutos antes da primeira sessao de treino.
3.1.6- Campo aberto (open field)

Para avaliar se os efeitos promnésicos da galantamina foram decorrentes de
alteragdes na atividade locomotora, utilizamos um Sistema Computadorizado de
Monitoramento de Atividade Animal Digiscan (Omnitech Disgiscan). Este sistema registra
a atividade horizontal percorrida em uma caixa (20 x 20 x 30,5 cm) rodeada por feixes de
sensores internos de infra-vermelho horizontais e verticais. As caixas foram conectadas ao
Analisador Digiscan, que trabalhava diretamente associado por interface ao computador,
para interpretar as interrupg¢des dos feixes de luz. Com este sistema foram medidos apenas
os valores de atividade horizontal, expressos em um nimero de interrup¢des dos sensores
horizontais em intervalos de 5 min. Camundongos WT e VAChT KD exploraram o
campo aberto por 60 min para habituarem a caixa e entdo receberam salina i.p. € medimos a
atividade locomotora por mais 120min. No dia seguinte, novos animais exploraram o
campo aberto 60 min, para garantir que todos os animais habituassem a caixa e entdo foi
administrado galantamina (i.p.) na dose de 1,0 mg/kg e a atividade locomotora foi

monitorada por mais 120 min.
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3.2- Anadlise estatistica

Os resultados referentes aos protocolos de reconhecimento de objetos foram
expressos como porcentagem de tempo de exploracdo de cada objeto. Para comparar os
tempos de exploracdo de cada objeto numa unica sessdo (treino ou teste) utilizamos teste t
de Student. Para verificar se havia diferenca entre os gendtipos, utilizamos ANOVA de
uma via seguida pelo post-hoc de Bonferroni. Na andlise dos resultados provenientes dos
experimentos de atividade locomotora, utilizamos ANOVA de duas vias seguida pelo post-

hoc de Bonferroni.
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4- RESULTADOS



4-1 Resultados

4.1.1- Protocolo de identificagcdo temporal dos objetos — componente temporal

Para identificar se o animal distingue, dentre dois objetos ja vistos, qual o mais
recente, foi realizado o teste de memoria temporal (Mitchell e Laiacona, 1998). A figura 5
nos mostra que, apds 2 horas, e, diferentemente do grupo controle (figura SA), os animais
VAChT KD" " (Figura 5B) e VAChT KDHM (Figura 5C) ndo distinguem, entre dois

objetos previamente vistos, qual deles € o mais recente.

Como previamente mostrado, os animais VAChT KD apresentam déficits
cognitivos em relacdo a identificacdo, entre dois objetos, qual o mais recente. Assim,
administramos inibidores da acetilcolinesterase tais como donepezil e galantamina para ver
se o déficit € revertido com o aumento do tdnus colinérgico. Desde que os dois genotipos

DET nesta

VACHhT KD apresentam o mesmo déficit, nés utilizamos apenas VAChT K
administracdo, por estes serem menos suscetiveis a fadiga muscular. Administracdo de
salina i.p. também nao tem efeito (ver griafico 6A). O cdlculo da dose foi realizado a partir
de grupos de animais com pesos semelhantes, porém, com solucdo diluida sempre para um
volume final de 100 pl de salina administrada intraperitonialmente. Inicialmente, a
aplicacao da dose de 0,5 mg/kg de galantamina intraperitonial (i.p.) trinta minutos antes do
treino, nao foi capaz de reverter o déficit fenotipico apresentado por animais VAChT
KD ™. O grifico 6B mostra que os animais VAChT KD"*" nio foram capazes de fazer

distin¢do entre os objetos, explorando-os aproximadamente em tempos iguais durante o

periodo de test (T).
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Figura 5- Camungongos VAChT KD" " (B) e VAChT KD"*™ (C) niio distinguem um objeto recente de
um objeto velho apresentado em relacdo a um grupo controle (A). Resultados sdo apresentados como
MEDIA + EPM [animais selvagens, F(2,5) = 18.27, p<0,05 n=7; camundongo VAChT KD"" F(2,6) =
0.1633, p = 0.8504 n=8] com ANOVA de uma via seguida com teste post-hoc de Bonferroni. Durante as

sessoes de treino (S) todos os genétipos exploraram igualmente os objetos.
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Figura 6. (A)- Administracao (i.p.) de salina 100 pl pré-treino nio altera a exploracao — Injecio de salina
ndo teve efeito em ambos os gendtipos . A andlise apresenta MEDIA + EPM [WT, barras brancas, F(2,4) =
15.03, *p<0.05 n=8; camundongos VAChT KD" ', barras cinza, F(2,4)= 0.9116 p=0.2295, n = 8] com
ANOVA de uma via e teste post hoc de Bonferroni. (B)- Galantamina 0,5mg/kg (i.p.) administrada trinta
minutos antes da aquisiciio ndo reverte o déficite nos animais VAChT KD"*" (barras cinza). A anilise
apresenta MEDIA + EPM [animais selvagens, F(2,6) = 8,538, P < 0,05 n=8; camundongos VAChT KD"*' F
(2,6) =0,8987 p = 0,4909 n = 8] com ANOVA de uma via e com teste post-hoc de Bonferroni.
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Também foi realizada, trinta minutos antes do treino, administracao de galantamina
1.p. nas dosagens de 1,0 mg/kg, 3,0 mg/kg e 10,0 mg/kg tanto no grupo controle como nos
animais VAChT KD"'. Desta forma, foi possivel perceber, pela andlise das figuras 7 e 8,

HET
D

que as duas primeiras doses administradas nos animais VAChT K proporcionaram a

reversao do déficit. Logo apds a administracao pré-treino da dose de 10 mg/kg do referido
farmaco, os animais apresentaram inimeros efeitos colaterais pelo excesso de estimulagdo
parassimpdtica, o que impossibilitou a exploragdo dos objetos na caixa, e assim inviabilizou
a utilizacdo do farmaco nesta concentra¢do. Tendo em vista a dose minima de galantamina

HET
D

administrada i.p. capaz de reverter o fenétipo nos animais VAChT K ser de 1,0 mg/kg,

a mesma dosagem foi aplicada i.p. novamente, porém agora, 30 minutos antes do “teste”. A
administracdo de Galantamina 1,0 mg/kg no periodo pré-teste, ndo reverteu o déficit

apresentado pelos animais VAChT KD (figura 9).
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Figura 7- Galantamina 1,0 mg/kg (i.p.) administrada trinta minutos antes da aquisicdo reverteu o
déficite observado nos camundongos VAChT KDYET, A anilise apresenta MEDIA + EPM [WT, barras
brancas, F(2,4) = 9.260, *p<0.05 n=8; camundongos VAChT KD barras cinza, F(2,4)=14.82, *p<0.05, n

= 8] com ANOVA de uma via e teste post hoc de Bonferroni.
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Figura 8. -Galantamina 3,0 mg/kg (i.p.) administrada trinta minutos antes da aquisicio reverteu o
déficite observado nos camundongos VAChT KD"*".A anilise apresenta MEDIA + EPM [WT, barras
brancas, F(2,9) = 16.36, *p<0,05 n=10; camundongos VAChT KD"", barras cinza, F(2,8)= 12.62 p<0.05, n

= 9] por ANOVA de uma via com teste post-hoc de Bonferroni.
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Figura 9- Galantamina 1,0 mg/kg (i.p.) administrada trinta minutos antes da evocacao
nio reverteu o déficite nos animais VAChT KD"F" | A anilise apresenta MEDIA + EPM
[WT, barras brancas, F(2,6) = 38.78; *p<0.05 n=8; camundongos VAChT KD"ET , barras
cinza, F(2,6) = 1.773, p = 0.19 n =8] com ANOVA de uma via e com teste post-hoc de

Bonferroni.
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A partir destes resultados ja demonstrados com galantamina, utilizou-se outro
inibidor de acetilcolinesterase, donepezil. Este foi administrado i.p. na dosagem unica de
0,5 mg/kg pré-treino nos animais VAChT KD e no grupo controle (figura 10). Esta dose

D"ET na tarefa de

foi suficiente para reverter o déficit envontrado em animais VAChT K
diferenciacdo temporal. Esta dose foi escolhida a partir da metodologia utilizada para

galantamina, e baseada em estudos de Barnes e colaboradores (2000).
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Figura 10 - Donepezil 0,5 mg/kg (i.p.) administrada trinta minutos antes da aquisicao
reverteu o déficite nos animais VAChT KD"*". A anilise apresenta MEDIA + EPM
[animais selvagens, F(2,5) = 20.81, p<0.05 n=7; camundongos VAChT KDMET F 2,5) =
3,007, p<0,05 n =7] com ANOVA de uma via e com teste post-hoc de Bonferroni.
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4.1.2- Protocolo de reconhecimento de um novo objeto

Para verificar se os camundongos VAChT KD eram capazes de distinguir um objeto
novo de um previamente conhecido, utilizamos o protocolo de reconhecimento de um novo
objeto. Os animais de todos os genétipos exploraram igualmente os dois objetos idénticos
(A) durante a sess@o de treino (S). Na sessao de teste (T), uma hora pds-treino, os animais
WT foram capazes de reconhecer o novo objeto, ja que exploraram mais tempo o objeto
novo (B) (figura 11A). Os animais VAChT KD ndo foram capazes de diferenciar o novo
objeto (B) do visto inicialmente (A), ja que exploraram pela mesma porcentagem de tempo

os dois objetos.

Quando realizamos o teste 24 horas apds a sessdo de treino, apenas os animais WT
reconheceram o novo objeto, uma vez que passaram mais tempo explorando o objeto novo

HET
D

(24h apdés o primeiro treino). J4 os animais VAChT K apresentaram déficit de

reconhecimento a longo prazo de um novo objeto.
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FIGURA 11. (A)- Camundongos VAChT KD possuem déficit na tarefa de reconhecimento a
curto-prazo de um novo objeto. As barras brancas (WT, n = 7), cinza (VAChT KD"T n=28)e pretas
(VAChT KD"M n=8) representam média + erro padrio da média da porcentagem do tempo de exploragio de
cada objeto (letras A e B no interior de cada barra). Durante as sessdes de treino (S) todos os gendtipos
exploraram igualmente os objetos. Na sessdo de teste (T), realizada 1h apds a sessdo de treino, os animais
VAChT KD (F(2,6) = 0.1633, p = 0.8504) ¢ VAChT KD"™° (F(2,6) = 0.1463, p=0.1828) nio foram
capazes de distinguir os dois objetos, apenas os animais WT (F(2,5) = 18.27, *p<0.05). (B) - Camundongos
VACHhT KD" " (barras cinza) nio distinguiram entre um objeto ji visto e um novo objeto apresentado
apos vinte e quatro horas. O grifico apresenta MEDIA + EPM; camundongo selvagem F(2,5) = 18.27,
p<0,05; camundongo VAChT KDHET F(2,6) = 0.1633, p = 0.8504 n=15; por ANOVA de uma via com teste

post-hoc de Bonferroni
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4.1.3- Protocolo de localizacdo espacial do objeto — componente espacial

Sabendo que animais com reduc¢do colinérgica t€m um déficit na identificacdo de
um novo objeto, buscamos agora conhecer mais sobre uma outra propriedade da memoria
episddica, o componente espacial. Os animais do grupo controle podem identificar um
objeto que € movido de seu lugar como visto pelo grafico da figura 12 (Ennaceur, Neave, e
Aggleton, 1997). O mesmo procedimento foi realizado para os animais VAChT KD"®"
(figura 12). A partir deste grafico podemos perceber que tanto camundongos selvagens
quanto animais VAChT KD exploram mais, apés intervalo de 60 minutos, o objeto que

foi movido para um novo lugar.
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Figura 12- Camundongos VAChT KD nio possuem déficit na tarefa de localizacdo espacial do
objeto. As barras brancas (WT, n = 7) e cinza (VAChT KD"" | n = 8) representam média + erro padrdo da
média da porcentagem do tempo de exploragdo de cada objeto (letras A e A’ no interior de cada barra).
Durante as sessdes de treino (S) todos os genétipos exploraram igualmente os objetos. Na sessdo de teste (T),
realizada 1h apGs a sessdo de treino, tanto os animais VAChT KD"*" (em teste de Student, *p<0.05) quanto

animais WT (em teste de Student, *p<0.05), foram capazes de distinguir a nova localizacéo do objeto A’.
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4.1.4- Campo aberto

O campo aberto foi realizado para avaliar os efeitos da galantamina sobre a
atividade locomotora. No campo aberto, apés uma hora de exploracdo dos grupos de
animais selvagens e VAChT KD"*", foi administrada galantamina intraperitonial na dose
de 1,0 mg/kg. A partir da aplica¢do do farmaco (seta da figura 13), os animais exploraram o
campo aberto por um periodo de 120 minutos, e ndao houve diferenca, estatisticamente

significativa, de exploracdo entre os grupos como mostra a figura 13.
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Figura 13 — Atividade locomotora em resposta a galantamina. Injecio de galantamina
1,0mg/Kg (i.p.) ndo afetou a atividade locomotora dos camundongos VAChT KD""'no

campo aberto. A anélise apresenta MEDIA + EPM [ ANOVA de duas vias seguida pelo
teste de Bonferroni post hoc, F(35,504) = 18.69]. Linhas brancas (WT - gal. 1,0 mg/kg i.p.);
Linhas pretas (VAChT KD " gal.1,0mg/kg i.p.); Linhas verdes (WT Salina i.p. 100ul );

Linhas azuis (VAChT KD Salina i.p. 100ul).
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5- DISCUSSAO



5.1- Discussao

O presente estudo revela interacdes importantes entre 0 armazenamento vesicular
sindptico e o aprendizado na tarefa de reconhecimento de objeto envolvendo memdria
declarativa tipo episddica em camundongos. Os resultados sugerem que a acetilcolina
contribui para a formagdo dos processos cognitivos relacionados a2 memoria declarativa
episddica, e mais, que a habilidade em sustentar um transporte eficiente do
neurotransmissor nas vesiculas sindpticas colinérgicas € fundamental para este tipo de

aprendizado.

A memoria episddica é um “fragil” tipo de memoria declarativa e que, durante a
infancia, € o ultimo tipo de memdria a ser adquirido, porém na velhice, € o primeiro a ser
perdido. Possui um tipo de processamento que se torna muito suscetivel a doencas
neurodegenerativas tais como esquizofrenia e a doenca de Alzheimer (DA) (Griffiths e
Clayton, 2001; Clayton e cols., 2007; Achim e cols., 2007). Durante o desenvolvimento da
DA, as estruturas cerebrais sofrem mudangas degenerativas tais como atrofia ou disfungao
celular comprometendo os mecanismos neurais relacionados a fungdes cognitivas
superiores (McGeer e cols., 1984; DeKosky e cols., 1990; Mann, 1994; revisado por Barnes
e cols., 2000). Assim, o declinio funcional dos neurdnios colinérgicos pode ser responsavel
por alguns dos impedimentos cognitivos e progressivos associados a DA. Estes déficits
apresentam-se, inicialmente, sobre o aprendizado e a memoria declarativa (revisado por
Sarter e Bruno, 1997). Especificamente, os neurdnios colinérgicos do nucleo basal de
Meynert se relacionam com estas alteragdes, pois sdo os neurdnios que se projetam do
prosencéfalo basal para o cértex cerebral e amigdala (McGeer e cols., 1984; Allen e cols.,

1988; Rinne e cols., 1987; Vogels e cols., 1990; revisado por Barnes e cols., 2000).

z

A memoria de reconhecimento de objetos € um tipo de memdria associada a
declarativa episddica. Esta confere a habilidade de distincdo entre entidades novas e
familiares sem a necessidade de puni¢do ou mesmo privagdo da alimentagdo. Além disso,
este tipo de memoria integra informagdes baseadas diretamente nos objetos, na localiza¢ao
espacial ou na distincdo da ordem temporal destes. Existem associagdes entre circuitos
neuroquimicos € as regides anatdmicas envolvidas na memodria de reconhecimento de

objeto (Winters e Bussey, 2005; Dere e cols.,, 2007 - revisdo). Os substratos para o
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processamento do aprendizado desse mecanismo de memoria eram inicialmente focados
nas dreas hipocampais (Milner e cols., 1998; Albright e cols., 2000). O hipocampo ¢é
relacionado com a evocag¢ao da memoria episddica (Samsonovich e Ascoli, 2005), porém, o
envolvimento das vias neurais diretamente associadas a aquisi¢cao nesta estrutura tem sido
controverso (Forwood e cols., 2005). O coértex perirrinal tem sido focado como uma
possivel estrutura envolvida neste tipo de tarefa desde demonstracdes por Warbuton e cols,
2003. Atualmente, sabe-se também que, nesta estrutura, a transmissdo glutamatérgica atua
como a principal via neuromoduladora para a tarefa de reconhecimento de um novo objeto
(Barker e cols., 2006). Assim, o papel das vias colinérgicas sobre a estrutura, fungdo e vias
de processamento deste tipo de memoria declarativa tem sido controverso. Warburton e
colaboradores (2003) demonstraram e Boyer e colaboradores (2005) confirmaram a
importancia da neurotransmissao colinérgica para a memoaria de reconhecimento associada
principalmente ao cortex perirrinal, no lobo temporal. J4 Hasselmo e Giocomo (2006),
demonstraram que o tonus colinérgico influencia o aprendizado e a plasticidade por
multiplos mecanismos no coértex. (Hasselmo and Giocomo, 2006). Porém, outros estudos
contradizem o envolvimento do sistema colinérgico com tarefa de reconhecimento de

objeto (Paban e cols., 2005; Ennaceur, 1998).

Prado (2006) e colaboradores demonstraram que camundongos heterozigotos com
hipofuncido colinérgica, VAChT KD, apresentam niveis de ACh reduzidos quando
comparados aos niveis do grupo controle. Estes niveis foram medidos por microdidlise nas
regides frontal e estriado dos animais VAChT KD"E". Esta reduco foi significativa mesmo
quando comparados os niveis colinérgicos apds exocitose induzida por uma despolarizagao
gerada pela aplicagdo de 60mM de solucdo de KCI. Estes animais, além de déficit no
reconhecimento de objeto e social (Prado e cols., 2006), possuem déficit no aprendizado de
memoria de procedimento (de Castro e cols., em anexo). Apesar de conseguirem aprender
uma tarefa motora, VAChT KD demoram mais tempo para alcancar os niveis maximos do
que animais WT (de Castro e cols., em anexo). Isto mostra que o tonus colinérgico €
importante para facilitar este tipo de memoria de procedimento. Assim, nosso trabalho se
investiga se estes camundongos teriam algum déficit relacionado a memoria declarativa,
especificamente, tipo-episddica. Quando testado o componente temporal da memdria

declarativa, nds encontramos que, diferentemente de camundongos WT, camundongos
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VACKT KD" nio fazem distingdo do objeto mais recente da tarefa de reconhecimento de
objeto quanto ao tempo. Este resultado mostra que o aumento da atividade colinérgica, que
demanda armazenamento eficiente de ACh nas vesiculas sindpticas, regula a memdria

reconhecimento de objetos de ordem temporal.

Para verificar se o déficit apresentado nestes animais poderia ser revertido
aumentando a disponibilidade colinérgica, utilizamos inibidores da AChE. Em ensaios
clinicos, inibidores da AChE mostram uma alternativa para a elevag¢do do tdnus colinérgico
na tentativa de reduzir os danos em pacientes com doengas neurodegenerativas como a DA.
Tanto galantamina quanto donepezil, farmacos anti-AChE com mesmo tipo de neuroagao
inibitéria enzimatica, sao muito utilizados para combater os déficits cognitivos primarios
recorrentes na DA (Wilkinson, 1998; Wilcock e cols., 1993; Thomsen e cols., 1990; Dal-
Bianco e cols., 1991). Assim, apds administragdo de galantamina i.p. 1mg/kg e 3mg/kg em
camundongos VAChT KD"™7 antes do treino, o déficit apresentado na tarefa de
reconhecimento de ordem temporal € revertido. Porém, a administracdo de galantamina i.p.
na dose de 0,5mg/kg ndo foi suficiente para reverter este deficit. Galantamina também foi
administrada i.p. 10mg/kg, porém, tanto animais WT quanto VAChT KD"*" apresentaram
efeitos colaterais que impediram a exploragdo dos objetos. Administramos também
galantamina trinta minutos antes do teste para avaliar se o déficit apresentado poderia estar
relacionado com a evocacdo. A dose utilizada foi a mesma que reverteu o déficit na
aquisicdo, 1mg/kg. Porém, quando administrada neste intervalo referente a evocagdo, nao
foi possivel reverter o déficit apresentado nos animais VAChT KD '. Este resultado
mostra que o tonus colinérgico estd envolvido com a codificacio das informacdes
apresentadas, e ndo com a evocacao destas, e que o aumento da atividade colinérgica, que
demanda eficiente armazenamento de ACh nas vesiculas sindpticas, € importante na
aprendizagem temporal. A ACh é o neurotransmissor responsavel pela sinalizagdo quimica
nas juncdes neuromusculares. Desta forma, a galantamina poderia estar atuando nestes
sitios e potencializando a atividade exploratéria espontanea dos animais utilizados. A
exploracdo aleatdria e espontanea € a base da tarefa de reconhecimento de objetos. Assim,
utilizando o campo aberto, aplicamos galantamina i.p. na dose inicial que reverteu o déficit
(Img/kg) apés uma hora de habituagdo a caixa. Esta andlise mostrou que a galantamina nao

altera a exploracao dos animais mesmo apds duas horas de atividade espontanea.
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A galantamina, além sua acdo anticolinesterdsica, tem potenciacdo alostérica pos-
sindptica de receptores colinérgicos nicotinicos (Gustav Akk, 2005; Wang e cols., 2007),
sendo responsdvel pela inibicdo de 50% de atividade da colinesterase cerebral (Sweeney e
cols., 1989). Donepezil é também um inibidor da AChE, porém, possui maior afinidade
pela enzima acetilcolinesterase e ndo atua alostericamente em receptores pds sindpticos
(revisado por Barnes e cols., 2000; Snape e cols., 1999; Murai e cols., 2007). Devido a
acdo agonista colinérgica da galantamina, utilizamos donepezil como controle
experimental. Foi administrada a dose de 0,5 mg/kg de donepezil pré-treino sendo esta
capaz de reverter o déficit apresentado por animais VAChT KD"*".

Para avaliar o componente novidade da tarefa de reconhecimento de objetos em
animais VAChT KD, utilizamos a tarefa de reconhecimento de um novo objeto (Ennaceur e
Delacour, 1988). Este tipo de memodria também € associado a memoria declarativa
episddica (Tulving, 2000). Sabe-se que, neste intervalo de tempo, este traco de memoria €
labil (STM) e que podem haver, consequentemente, alteragcdes na consolidacdo da
informacdo (Izquierdo e cols., 2000). Animais VAChT KD"® apresentam déficit no
reconhecimento social e de um novo objeto com intervalo de 1 hora e meia (Prado e cols.,
2006). Assim, nosso resultados mostram que, diferente dos animais WT, ambos gendtipos
de animais VAChT KD apresentaram déficit na tarefa envolvendo o componente novidade
do reconhecimento de objeto. A partir desta andlise, nossos resultados mostraram que,
mesmo em um intervalo de tempo menor (60 min) do que apresentado por Prado e
colaboradores (2006), animais ndo conseguem identificar um novo objeto. Além dos
animais VAChT KD"™', o grupo VAChT KD"®™ também apresentou tal déficit no
reconhecimento de um novo objeto. Neste intervalo de tempo, ndo se pode distinguir
consolidagdo em STM, somente picos de PKA apds cinco minutos (Izquierdo, 2002).
Portanto, para que estas informagdes se mantenham a longo prazo (LTM), é necessario que
ocorra sintese protéica (revisado por Izquierdo e cols., 2002). Quando testamos 0 mesmo

HET - ~ ~
ainda nao sdo capazes de

protocolo com intervalo de 24 horas, os animais VAChT KD
reconhecer um novo objeto apresentado. Isto mostra que, como ja esperado, o tonus
colinérgico é importante para o processamento € armazenamento de um novo objeto tanto

em curta, quanto a longa durag@o.
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A memoria espacial é outra das propriedades intrinsecas da memoria episddica e, a
partir de andlise comportamental, também podemos utilizar o paradigma de
reconhecimento espacial de objeto para testd-la (Ennaceur, Neave, e Aggleton, 1997).
Animais VAChT KD"", assim como WT, sdo capazes de perceber as alteracdes espaciais
quando submetidos a tarefa de variacdo espacial no reconhecimento de objetos, no
protocolo de Y-maze (de castro e cols., em anexo) ou mesmo no Labirinto Aqudtico de
Morris (de castro e cols., em anexo). Isto mostra que o reduzido tonus colinérgico
observado em VAChT KD tem pouca influéncia sobre a memorizacio espacial com
intervalos de 1 hora. Porém, as vias colinérgicas quando bloqueadas farmacologicamente
diretamente na regido hipocampal, causam prejuizos na realizacio de tarefas que envolvam
memoria espacial (Linstow Roloff e cols., 2007; Murai e cols., 2007; Carli e cols., 1997;
Farr e cols., 1999; Farr e cols., 2000). Isto nos sugere que, apesar de ndo ser a principal via
de processamento, as vias colinérgicas sdo necessdrias para a eficiacia deste tipo de
aprendizagem. Todavia, Walsh e colaboradores (1995) mostram que extensivas lesdes
geradas por inje¢do i.c.v. de imunotoxina IGg-saporina, alteram a memdria espacial. Este
resultado talvez tenha sido obtido por utilizar um protocolo que altere outros sistemas

neuroquimicos inespecificamente.

Existem sugestdes de que o processo atencional depende do tonus colinérgico
(Sarter e Parikh, 2005). Os animais VAChT KD nio apresentaram déficit quanto a tarefa
espacial, e, para esta tarefa ou qualquer outra tarefa comportamental, sdo necessarios
componentes atencionais (Muir e cols., 1996). A partir dos nossos resultados, podemos
inferir que o processo atencional ndo estd significativamente afetado pela reducio do tonus

colinérgico.

Squire e Alvarez (1995 - revisdo) revisaram a iidéia de que danos a estruturas
cerebrais podem ter efeitos amnésicos na formacdo da memdria declarativa. Alguns destes
danos sdo associados a vias neuroquimicas colinérgicas lesadas através de imunotoxinas
especificas ou mesmo inibidas farmacologicamente (Hammond e cols., 2004; Manns e
cols., 2003; Kapur and Brooks, 1999; Kapur, 1993; Squire and Alvarez, 1995 - revisao). As
vias colinérgicas também podem atuar na codificagio da memodria modulando a
plasticidade sindptica (Dringenberg e cols., 2007) e facilitando as vias de entradas

excitatdrias corticais (Gioanni e cols. 1999). O processamento da memdria episddica pode
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ser realizado ou facilitado pelo envolvimento do sistema colinérgico. Os animais VAChT
KD se apresentaram como um bom modelo para estudo de como o tonus colinérgico regula
os mecanismos de aprendizagem e memoria. Assim, o processo de aprendizagem da
memoria episddica parece estar diretamente relacionado a quantidade de ACh liberada na

fenda sinéptica.
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6.1- CONCLUSAO

e A elevagdo do tonus colinérgico na aquisi¢do, mas ndo na evocacao, sugere que as
vias colinérgicas sdo responsdveis principalmente pela fase de aquisi¢do, € ndo na

evocagao destas informagdes.

® Na tarefa que avalia o componente novidade do reconhecimento de objeto, o tonus

colinérgico parece influenciar tanto a curto quanto a longo prazo seu processamento.

e O processo de aprendizagem espacial ocorre mesmo com redugdo dos niveis de ACh.
Apesar disso, parece que € necessdrio um minimo de acetilcolina para o

processamento deste tipo especifico de memoria.

* A habilidade de sustentar acetilcolina durante a atividade neuronal € importante, e até

certo ponto imprescindivel, para o aprendizado.
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Abstract

Storage of acetylcholine in synaptic vesicles plays a key role in maintaining cholinergic
function. To investigate the role of cholinergic tone in physiological functions we have
previously developed mice with a targeted mutation in the vesicular acetylcholine
transporter (VAChHT) gene. Here we tested whether procedural and non-procedural learning
and memory are affected in these mutants. VAChT immunoreactivity in nerve terminals is
reduced in heterozygous and homozygous VAChT knockdown (KD) mice respectively by
40 and 70% compared to wild-type mice. Motor skill learning accessed using the rotarod
revealed that VAChT KD mice take longer periods of training to reach maximum
performance, but once they learned they presented similar motor performance as wild-type
mice. Interestingly, motor skill memory consolidation and retrieval were unaffected in
these mutant mice with reduced cholinergic tone. In non-procedural tasks we found that
VACHhT KD mice present a deficit in the temporal order version of the object recognition
task, but not in spatial or working memory. The recency memory deficit in object
recognition observed in VAChT KD mice could be readily reversed by galantamine and
donepezil, cholinesterase inhibitors used to treat cognitive symptoms in Alzheimer’s
disease. However, cholinesterase inhibitors were effective to reverse this cognitive
phenotype only when injected prior to acquisition of the memory trace, and showed no
effect when injected just before retrieval. These experiments established a key role for
cholinergic tone to facilitate learning in procedural and non-procedural tasks. We suggest

that cholinergic tone can facilitate distinct forms of learning.
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Introduction

Maintenance of cholinergic tone is directly linked to the capacity of nerve endings
to effectively synthesize and release ACh (Ribeiro et al., 2006). Synthesis of ACh depends
on the activity of a high affinity choline transporter (CHT1) that is necessary to supply
choline for ACh synthesis. Choline provided by CHTI is used to generate ACh in the
cytosol, in a step catalyzed by the enzyme choline acetyl transferase (ChAT) (Dobransky
and Rylett, 2005). ChAT is likely to be in kinetic excess, therefore moderate changes on its
activity or expression may not affect ACh output (Brandon et al., 2004). The final key
player in presynaptic cholinergic nerve-endings is the vesicular acetylcholine transporter
(VAChHT), a protein that takes up cytosolic ACh into synaptic vesicles providing the means
for exocytotic release of neurotransmitter in response to calcium influx (Parsons,

2000;Edwards, 2007).

Genetic targeting of components of neurotransmitter systems provides an alternative
and complementary approach to lesions and pharmacological tools used to investigate
neurochemical circuits and their functions. Mice with deletion of the genes for ChAT
(Brandon et al., 2003;Misgeld et al., 2002), CHT1 (Ferguson et al., 2004) have been
generated, however homozygous null mutants for these genes do not survive after birth due
to inability to breath. Heterozygous deletion mutants for ChAT (Brandon et al., 2004) and
CHT1 (Bazalakova et al., 2007) have been recently used to investigate cognitive functions,

however these mutant mice have only mild behavioral alterations.

In contrast to ChAT and CHTI, it appears that VAChT activity seems to play a rate-
limiting role in ACh release (Prado et al., 2006). As might be expected, VAChT KO mice
do not survive (Prado et al., unpublished), however mice with reduced levels of this
transporter (VAChT KD mice) are viable and were instrumental to demonstrate a role for
the transporter “in vivo”. VAChT controls the vesicular concentration of ACh that is
critical for maintaining prolonged release of neurotransmitter. In addition, behavioral
investigation in these mice unveiled altered motor learning and performance as well as

disruption in object and social recognition memory (Prado et al., 2006).
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Acetylcholine has been suggested to facilitate learning by distinct cellular and
system mechanisms (Hasselmo, 2006) and both declarative and procedural memory may be
affected by neurotoxins that kill cholinergic neurons (Winters and Bussey, 2005a;Conner et
al., 2003). Here we investigated whether efficient synaptic vesicle storage and release is
required for these specific types of memory encoding. Motor skill in the rotarod was used
to investigate procedural memory. We established that reduced cholinergic tone in VAChT
KD mice alters the rate of motor skill learning, but not procedural memory consolidation or
performance maintenance. Declarative memory was investigated with the temporal order
version of the object recognition task. We also found that recency memory for objects is
also affected in these mutants, with a clear deficit in encoding, but not retrieval of
recognition memory. These data provide compelling evidence that efficient storage of ACh
in synaptic vesicles is required to maintain cholinergic tone necessary for encoding

recognition and motor memory in mice.

Material and Methods

Animals.

VACHhT mutant mice were previously described (Prado et al., 2006). All VAChT
knock-down mice used in this study were males that have been backcrossed to C57/BI16
(N3). Littermate wild-type mice of the same sex were used as controls for all experiments.
Animals were housed in groups of three to five per cage in a temperature-controlled room
with a 12:12 light-dark cycles. Food and water were provided ad libitum. Mouse colonies
were maintained at the Federal University of Minas Gerais, Brazil in accordance with NIH
guidelines for the care and use of animals. Experiments were performed accordingly to
approved animal protocols from the Institutional Animal Care and Use Committees at the

Federal University of Minas Gerais.

Immunofluorescence

Adult VAChT KD and control mice were anesthetized with ketamine/xilazine
(70/10 mg/kg) i.p. and transcardially perfused with ice-cold PBS pH 7.4 for 10 minutes,
followed by ice-cold 4% paraformaldehyde (PFA) in PBS for 10 minutes. Perfused brains
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and spinal cords were immediately postfixed in 4% PFA in PBS overnight at 4°C.
Following cryoprotection in 4% PFA with 10% sucrose, tissues were rapidly frozen in
isopentane over dry ice and kept at -80 °C. Serial sections (40 um thick) were cut on a
Cryostat (Micron) and immersed in ice cold PBS. Sections from control and test mice were

processed simultaneously for all experiments.

Brain and spinal cord slices were permeabilized in 1.2% Triton/PBS and rinsed in
PBS. Tissues were blocked for 1 hour in 10% normal goat serum/PBS and immunonstained
with primary antibodies VAChT (rabbit polyclonal, 1:250, Sigma Chem. Co., Sdo Paulo,
Brazil), CHT1 (rabbit polyclonal 1:250, kindly provided by R. Jane Rylett, University of
Western Ontario, London, Canada) in incubation buffer (2% NGS; 0.2% Triton; PBS) for
48 hours at 4°C. After washing 3 times with PBS for 20 minutes each, tissues were
incubated with Alexa Fluor 488 goat anti-rabbit (1:500, Molecular Probes) in incubation
buffer for 1 hour. Slices were rinsed again and incubated with DAPI (1:1000) for 10
minutes at RT. Tissue sections were then mounted and coverslipped using ProLong® Gold
antifade reagent (Invitrogen, SP, Brazil). Images were acquired using an Axiovert 200M
using the ApoTome system to obtain optical sections of the tissue. Objectives used were
20x dry, 40X water immersion (1.2 NA) and a 63x oil immersion (1.4 NA). Fluorescence
intensity analyses were carried out with the NIH image tool (Image J). Images from
immunestaining were obtained in grayscale and a threshold was applied based on the mean
value of threshold automatically obtained using Image J for each image. The total
fluorescence intensity in the field of view was detected automatically by the software and
normalized for the fluorescence intensity of a sequential Cryostat section stained with anti-
CHT1 antibody. The normalized fluorescence was divided by the area of the image.

ANOVA with Bonferroni post-hoc was used to determine statistical significance.

Behavioral Procedures

All experiments were conducted during the light phase of the cycle. All efforts were

made to minimize any suffering and the number of animals used.

Temporal order task.
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All animals were given a single 10 min habituation session, with no objects in the
open-field arena (50cm x 30cm). Twenty four hours later, in the first sample phase (S1), the
animals were allowed to explore two copies of an identical object for a total of 10 min. In
the second sample phase (S2), with a delay of 1h, other two copies of an identical object
were used and animals were let to explore these objects for 10min. One hour after S2, in the
test session (T), animals were allowed to explore, during 10 min, one object identical from
S1 and another identical from S2. If temporal order memory is intact, the subjects will
spend more time exploring the object from S1 compared with the object from S2. The
results are expressed as percentage of exploration for each object. Comparisons among
groups were performed using one-way ANOVA with Bonferroni’s post-hoc. Comparisons
among the percentage of exploration in each object were performed using Student’s two-

tailed t-test.

Morris water maze (MWM)

The water maze was a black circular pool (120-cm in diameter) conceptually
divided in four equal imaginary quadrants for the purpose of data analysis. The water was
opaque and the temperature was 21-23°C. One centimeter beneath the surface of the water
and hidden from the mouse’s view was a circular platform (9 cm in diameter), with a rough
surface, which allowed mice to climb onto it easily. The swimming path of the animals was
recorded using a video camera mounted above the center of the pool and analyzed using a
in house video tracking and analysis system. The water maze was located in a well-lit white
room with several posters and other distal visual stimuli hanging on the walls to provide
spatial cues. A curtain separated the water maze room from the room where the computer
was set up and where the animals were temporarily housed during the behavioral sessions.
Training in the hidden platform (spatial) version of the MWM was carried out during five
consecutive days as previously described (Rossato et al., 2006). On each day, mice received
six consecutive training trials during which the hidden platform was kept in a constant
location. A different starting location was used on each trial, which consisted of a swim
followed by a 30-sec platform sit. Any mouse that did not find the platform within 60 sec
was guided to it by the experimenter. The intertrial interval (ITI) was 30 sec. During the

ITI, mice were carefully dried with a towel by the experimenter. Memory retention was
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evaluated in a 60-sec probe trial carried out in the absence of the escape platform 24 h after

the last training session. Student’s #-test was used to analyze the data.

Y maze

Immediate working memory performance was assessed by recording spontaneous
alternation behavior during a single session in a Y-maze (Hughes, 2004;Pych et al., 2006).
Each mouse, new to the maze (30 cm long by 6 cm wide by 20 cm high), was placed at the
end of one arm and allowed to move freely through the maze during an 8-min session. The
series of arm entries was recorded visually. Alternation was defined if mice entered
different arms three times in succession from the results of consecutive arm entering. The
number of overlapping entrance sequences (e.g., ABC, BCA) was defined as the number of
alternations. The effect was calculated as percentage alternation according to the following

formula: [total alternation/(total arms entered — 2)]*100.

One trial step-down inhibitory avoidance

Mice were trained in a one-trial, step-down inhibitory avoidance task, a widely used
model of fear-motivated, hippocampal-dependent learning, as previously described
(Bevilaqua et al., 2005). The training apparatus was a 30 X 25 X 25-cm Plexiglas box with
a 2.5 -cm-high, 8-cm-wide, and 25-cm-long platform on the left end of a series of bronze
bars that made up the floor of the box. For training, animals were gently placed on the
platform facing the left rear corner of the training box. When they stepped down and placed
their four paws on the grid, they received a 2-sec, 0.2-mA scrambled footshock. Memory
retention was evaluated in a non-reinforced test session carried out at 180 min (to analyze
short-term memory) or 24 h after the training (to evaluate long-term memory). Data were

analyzed using the Mann-Whitney U-test.

Locomotor activity.

Locomotor activity was measured using an activity monitor under bright
illumination (Accuscan Instruments, Inc. Columbus, OH) (Sotnikova et al., 2004). Mice

were allowed to explore the locomotor activity chamber for 1 hour. After that, they
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received either saline or Galantamine (1 mg/kg, i.p.) and locomotor activity was monitored

for additional 2h.

Rotarod

To assess procedural learning we used an accelerating rotarod and investigated
motor skill learning during several days. The rotarod apparatus was made of gray plastic
(rotating cylinder diameter: 5 cm, width: 8 cm, height: 20 cm) with an automatic fall
recorder (Insight Equipaments, Ribeirdo Preto, Brazil). To characterize improvement in
rotarod performance, mice were trained during eight consecutive days. In order to evaluate
retained performance, mice were re-exposed to the same task ten days later. Before daily
training, mice were allowed to accommodate on the rod for 5 min. The animals were
placed on the rotating roller and the rotation was increased from 5 to 35 rpm over a 5-min
period. For each day, mice were subjected to ten trials with a 30 second interval between

trials.

Pharmacological Procedures.

In the pre-training galantamine dose-response study, either saline or galantamine
(0.5, 1 and 3 mg/kg, i.p.) was injected 30 min prior to S1. In the second study, saline or
galantamine (I mg/kg i.p.) was injected 30 min before test session (T). The dose of
galantamine (1 mg/kg) was based on the findings from the dose-response study: results
were the most robust and do not affect locomotor activity. In addition, in a previous study
we demonstrated that this dose is able to reverse social deficits in VAChT KD mice (Prado
et al., 2006). In some experiments we injected saline or donepezil (0.5 mg/kg, i.p.) 30 min

before S1.

Results

Expression of VAChT in nerve terminals is reduced in VAChT KD mice

To visualize how decreased VAChT expression influences transporter levels in
nerve terminals, we used indirect immunofluorescence in cryostat sections obtained from

cortex, hippocampus, striatum and spinal cord. Wild-type mice sections present robust and
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widespread punctated labeling of nerve endings detected with a VAChT antibody and this
labeling is similar to that obtained with other integral synaptic vesicle proteins (Fig. 1).
Staining with this VAChT antibody is specific, as it is suppressed in cryostat sessions from
VAChHhT KO mice (not shown). The punctated labeling was decreased both in heterozygous
and homozygous VAChT KD mice in different areas of the brain and also in the spinal cord
(Fig. 1 A-C). Quantification of immunofluorescence labeling in hippocampal sections
indicates that immunoreactivity in heterozygous mice is decreased by 40%, whereas
VAChT KD"M mice presented even further reduction (70 %). No decrease in
immunoreactivity was detected in sequential cryostat sections from hippocampus stained
with an antibody against CHT1 (Fig. 1 D) (Ribeiro et al., 2005). These results show that
CHT1 levels are not altered in VAChT KD mice, and suggest that cholinergic synapses are

normally formed in mutant mice.
Motor skill learning is affect in VAChT KD mice

To investigate whether altered transport of ACh into synaptic vesicles modifies
learning of a procedural task, we investigated motor skill learning. In order to do that, we
used a protocol for the accelerating rotarod (Fig. 2) that allowed maximum motor skill

acquisition over the period of days. VAChT KDHM

mice are unable to spend prolonged
amounts of time on the rotarod due to its decreased physical capacity (Prado et al., 2006),
therefore we used VAChT KD" " mice in these experiments. Using this protocol, wild-type
mice and VAChT KD"®' mice present an improvement in performance both within
sessions (intrasession performance) and between sessions (intersession performance, Fig.
2), indicating that both genotypes are able to learn the motor skill. Analysis of the
performance for each day shows a significant effect of genotype on days 2, 3 and 4
[F(1,270)= 5.109; 8.049; 4.735], demonstrating that VAChT KD"" mice performed worse
than wild-type mice on these days (Fig. 2B). VAChT KD"*" mice were able to perform as
well as wild-type mice after five days of practice, suggesting that although mutant mice are
able to learn the task, they needed more training to reach maximum performance. In
agreement with this observation, analysis of performance by averaging the total time that
animals spent on the rod during the 10 trials of each day (Fig.3A) reveals that maximum
HET

performance is achieved on the 3™ day for wild-type mice, whereas VAChT KD

achieved their maximum performance around the 4™ day. Exponential fitting of curves

67



generated for each individual mouse for the time spent on the rod in a given day (plotted
similar to the average shown on Fig. 2B) reveals that maximum performance is identical for
the two genotypes (Fig. 3B). Moreover, time constants (t) for the learning curve indicated a
t of 2 days for WT mice, whereas VAChT KD™ " mice had a t of 3 days to achieve
maximum learning (Fig. 3C). These values are in line with the average performance, but
this difference just fail statistical significance (Fig. 3C, p=0.07). The fact that both
genotypes achieved similar maximum performance suggests that the change in the rate of
acquisition for motor learning cannot be explained by alterations in physical performance.

HET
D

In addition, gait analysis (Supplemental Fig. 1A to C) indicates that VAChT K mice

HOM

present no alteration in stride length, although VAChT KD mice did show a decrease in

this parameter.

To test whether mutant mice present any change in their ability to retrieve
information necessary to perform this procedural test, we compared performance of the two
genotypes in the last trial of a given day with the first trial of the next day. We found no
significant difference between the two genotypes (Fig. 3D), revealing that in the day to day
basis they were both able to retrieve the necessary information to perform successfully in
the rotarod. We also tested procedural memory retention 10 days after the 8" trial (day 18"™)
by comparing the last trial of day 8" with the performance in the first trial of day 18™.
VAChT KD" " and wild-type mice show no significant difference in performance in the
first trial on day 18", suggesting that memory retention was equivalent between genotypes
(Fig. 3E, p=0,6999). On day 18", VAChT KD" " and WT mice reach a similar maximum
performance, although KD™*" needed more trials to do so (Fig. 2C). Overall, the data

HET

indicate that retrieval of procedural memory is not affected in VAChT KD mice,

whereas memory encoding is less efficient than in WT animals.
VAChHhT KD mice have specific alterations in recency memory

Having established that mice with reduced capacity to transport ACh into vesicles
present deficits in procedural learning, we went to evaluate whether explicit learning was
also compromised. Object recognition learning tasks have been suggested to provide an
assessment of declarative-like memory processes in rodents (Dere et al., 2005;Dere et al.,

2007). There have been several studies indicating that cholinergic tone participates in novel
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object recognition, however much less is known of whether the cholinergic system can
control recency memory for objects. Mice can be tested for recency recognition memory
using matching-to-sample tasks to obtain information on temporal order of object
presentation (Dere et al., 2005;Bevins and Besheer, 2006). In this task rodents need to
remember the order in which two distinct objects were presented what is shown by

increased exploration of the first object presented in a sequence (the less familiar object).

In agreement with published data, during the test phase of this task wild-type mice
preferred the object presented less recently, as shown by increase exploration of object A
(Fig. 4A, clear bars) over object B [F(5,42)=20.43, p<0.001]. In contrast, mutant mice [both
heterozygous F(5,42)=0.8969 p=0.4921 and homozygous F(5,42)=0.9633 p=0.4511) were
unable to distinguish between the more and less recently presented object (Fig. 4A),
suggesting that VAChT mutants are unable to remember the order in which the objects
were presented. These results are consistent with previous observations suggesting a

recognition memory deficit in VAChT KD mice (Prado et al., 2006).

To test if reduction of VAChT expression affects other forms of memory we
investigated spatial memory. In order to do that we utilized the hidden platform version of
the MWM and VAChT KD mice, since VAChT KD"°™ mice are incapable of
prolonged swimming due to neuromuscular fatigue (our unpublished results). There was no
effect of genotype in escape latency during training sessions (Fig.4B p<0.05) and both
VACHT KD and WT control littermates spent similar amount of time in the target
quadrant during a probe trial carried out 24 h after the last training session (Fig.4C p<0.05).
These results indicate that reduced capacity to store ACh in vesicles, at least to the extent
found in this mutant, does not affect spatial memory acquisition or retention. In agreement
with these results, VAChT KD"*" mice performed similarly to wild-type mice in the novel

location version of the object recognition task, although VAChT KD"M

mice do present a
deficit (not shown). We also investigated whether mutant VAChT mice present deficits in
spatial working memory. Spontaneous alternation in the Y maze shows no effect of
genotype in the percent alternation scores [Fig. 4D, F(2,38)=0.3032] or in the number of
arms entered (Fig.4E F(2,38)=0.3378]. Moreover, in the one trial step down inhibitory

avoidance task both mutants performed as well as WT mice (not shown). Taken together,
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these results suggest that reduction of cholinergic tone in VAChT KD mice affects

selectively a form of explicit memory, without affecting spatial, working or fear memory.
Increased cholinergic tone improves memory encoding in VAChT KD mice

The above experiments establish that VAChT KD mice appear to have a deficit in
the temporal order task of recognition memory. Since both genotypes show equal deficits,

we chose to investigate only VAChT KD"!

as they are less prone for muscular deficits and
social recognition memory deficits in these mice can be readily reversible with
cholinesterase inhibitors (Prado et al., 2006). Injection of saline prior to the trial sessions or
the test session did not alter the behavior of wild-type (control littermates) or of VAChT
KD" " mice (not shown). Galantamine (0.5, 1.0 and 3 mg/kg) was injected 30 min prior to
the first sample session (Fig. SA to C respectively, clear bars). Wild-type control mice were
able to discriminate against an object presented less recently [F(5,42)=8.538, p<0.001],
and galantamine did not alter their performance. At 0.5 mg/kg galantamine did not affect
VACHT KD"ET performance [Fig. SA, Fs536=0.2597]. However, as can be seen in Fig 5B
and 5C, treatment with 1 and 3 mg/kg of galantamine significantly improved temporal
order memory in VAChT KD mice, [F(5,60)=26.19, p<0.001 and F(5,48)=16.36,

p<0.001, respectively for 1 and 3 mg/kg] making their performance during the test session

indistinguishable from that of wild-type mice.

Besides its well-known action as an acetylcholinesterase inhibitor, galantamine is
also able to modulate nicotinic receptors (Pereira et al., 1994). Therefore, to test whether
the reversal of recognition memory deficit of VAChT KD" " can also be elicited by a more
selective cholinesterase inhibitor, we investigated the action of donepezil (Cummings,
2003). Donepezil did not alter the performance of wild-type control littermates in the
temporal order recognition memory task, but in agreement with the results obtained with
galantamine, it was also able to reverse the deficit of mutant VAChT mice [F(5,30)=2.625,
p<0.05, Fig. 5D). Taken together, these results indicate that preserving ACh during
memory acquisition can reverse the deficit in the object recognition temporal order task

observed in VAChT KD"ET mice.
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It is possible that increased cholinergic tone in VAChT KD"F'

mice might also
facilitate retrieval. To test for this possibility, we analyzed the effect of the pre-test
administration of on memory retention. To do that, we injected galantamine (1 mg/kg) 30
min prior to the test session. We chose this dose because it was the minimum effective dose
that showed no signs of undesired cholinergic overactivation (manifested as increased
salivation, which appeared in some control mice with 3 mg/kg). Wild-type control mice
presented no alteration in performance when injected with galantamine prior to the test
session (Fig. 6A). Moreover, VAChT KD™ " mice showed no sign of improvement in
recognition memory when injected with galantamine prior to the test session; mice were
unable to discriminate against the more recent and less recently presented object [Fig. 6A
F(5,42)=0.8969]. Although in the experiments with cholinesterase inhibitors we did not
detected any alteration in initial exploration of objects in the sample trial (not shown), we
further tested whether cholinesterase inhibition were able to alter VAChT KD behavior
in a more general way. For this test, we analyzed locomotor activity of wild-type and
VACKT KD mice. There was no difference in spontaneous locomotor activity between
control littermates (wild-type) and VAChT KD mice (Fig. 6B)]. Galantamine (1 mg/kg)
did not alter locomotor activity in any of these two genotypes [Fig. 6B and C,
F(105,972)=0.8235]). Taken together, these experiments indicate that cholinesterase
inhibition specifically improves acquisition but not retrieval of object recognition memory

in VAChT KD"ET mice.
Discussion

The present experiments reveal a key role for synaptic vesicle storage to fine tune
learning in procedural and non-procedural tasks in mice. These results provide novel
insights on the contribution of acetylcholine to facilitate cognitive processing and suggest
that the ability to sustain efficient transport of neurotransmitter into synaptic vesicles is of

fundamental importance for learning.

VACHhT KD mice present reduced capacity to sustain ACh release in response to
strong stimulation (Prado et al., 2006), a consequence of having reduced expression of this
transporter. In fact, immunofluorescence analysis indicates that VAChT levels in synaptic

terminals are decreased by the extension previously observed in immunoblot analysis. All
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the CNS areas that are relevant for behaviors studied herein showed the same levels of
decrease in VAChT immunoreactivity. In contrast, immunoreactivity for CHT1, another
cholinergic transporter present in synaptic vesicles (Ribeiro et al., 2006) appears preserved
supporting the notion that the alteration in VAChT expression does not alter other pre-

synaptic cholinergic proteins.

Motor learning depends on improvement of accuracy, speed and general ability, and
it is accepted that this is accompanied by substantial plasticity of cortical representations
(Nudo et al., 1996). Rats treated with 1gG-192 saporin, a toxin that targets and eliminates
basal forebrain cholinergic neurons, have deficits to learn a forelimb reaching task used to
assess motor skill learning and exhibit alterations in cortical map representation (Conner et
al., 2003), suggesting that cholinergic tone might be of importance for this type of learning.
Our experiments evaluating motor learning reveal that ACh is a key determinant to
modulate the rate of learning. Interestingly, memory consolidation and performance
maintenance in the rotarod do not depend on mice having normal levels of transporter and
by extension cholinergic tone. These results provide evidence for a role of pre-synaptic
cholinergic activity and efficient transport of ACh into vesicles to facilitate procedural
learning. The fact that cholinergic tone is required mainly for acquisition is in line with the
observation that rats that had previously learned a forelimb reaching task show no deficit in
this task after lesions of basal cholinergic neuron with the toxin 192-IgG saporin (Conner et

al., 2005;Conner et al., 2003) .

Motor learning in the rotarod is accompanied by substantial cortical and striatal
plasticity. Learning a novel motor skill requires novel protein synthesis, suggesting that the
rules governing procedural learning are similar to those found for tasks that reflect
declarative memory (Luft et al., 2004a;Luft et al., 2004b). Changes in neuronal firing,
recruitment of neurons and neuronal circuitry have been detected by recordings using
multi-electrode arrays that correspond to the fast and slow phases of motor skill learning in
the rotarod (Costa et al., 2004). In the cortex, cholinergic tone influences learning and
plasticity by multiple mechanisms (Hasselmo and Giocomo, 2006). There is rich
cholinergic innervation in the striatum and cholinergic tone has been shown to influence
corticostriatal forms of plasticity such as long-term depression (LTD) in medium spine

Gabaergic neurons (Wang et al., 2006). It would be interesting to test, using multi-electrode
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arrays, whether neuronal assembles in corticostriatal circuitry might be affected in VAChT

mutant mice.

There has been substantial controversy of whether rats treated with the cholinergic
toxin IgG-192 saporin present deficits in hippocampal-dependent tasks, and particularly in
spatial memory (Parent and Baxter, 2004). It seems that when selective cholinergic
degeneration is achieved by more localized injections of the toxin, without affecting other
neurochemical systems, spatial memory is spared (Baxter et al., 1995;Parent and Baxter,
2004;Frielingsdorf et al., 2006). In contrast, more extensive lesions (i.e. by certain i.c.v.
injection protocols) clearly alter spatial memory, perhaps by affecting other neurochemical
systems non-specifically (Walsh et al., 1995). The present data reveal that reduced
cholinergic tone observed in VAChT KD" " has little effect on acquisition or retrieval of

the spatial memory associated with training in the MWM.

Several recent studies started to address neurochemical circuits and anatomical
regions involved in novel object recognition memory (Winters and Bussey, 2005a;Dere et
al., 2007). Object recognition memory provides a relatively pure assessment of declarative
memory function in animals without the need to change food intake or punishment. This
kind of memory requires judgment of the previous occurrence of stimuli made on the basis
of the relative familiarity of individual objects, or by integrating information concerning
objects and location, or by using recency information. Many studies have demonstrated that
distinct neural network are recruited during learning the novel, spatial and recency

components of recognition memory (Barker et al., 2007; revised by Dere et al., 2007).

It is clear that glutamatergic transmission in the perirhinal cortex is a key player in
novel object recognition (Barker et al., 2006;Winters and Bussey, 2005b), whereas the
involvement of synaptic transmission in the hippocampus is controversial (Forwood et al.,
2005) but see also (Dere et al., 2007). There has been also controversy on the role of
cholinergic system in novel object recognition based on lesion studies or studies with the
p75 neurotrophic receptor selective immunotoxin 192-IgG saporin. Some studies show that
the basal forebrain cholinergic system is important for object recognition with cholinergic
terminals in the perirhinal cortex having a major role (Warburton et al., 2003;Winters and

Bussey, 2005a); however others failed to find an effect with electrolytic lesions in the
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medial septum (Ennaceur, 1998) or found effects of 192-saporin only long after the lesions
were induced (Paban et al., 2005), suggesting that the period of testing after cholinergic

lesion is critical.

Lesion studies (Barker et al., 2007) and infusion of lidocaine (Hannesson et al.,
2004) have implicated prefrontal cortex-perihinal cortex circuitry in recency memory for
objects. However, neurochemical circuits that provide regulation for recency memory are
unknown. We consistently found that wild-type mice show preference for less familiar
objects, whereas VAChT KD mice do not. These results indicate that increased cholinergic
activity, which demands efficient ACh storage in synaptic vesicles, regulates temporal

order object recognition memory.

Here we also addressed the question of whether increased cholinergic tone is
important during encoding or retrieval of temporal order object memory. The ability of
cholinesterase inhibitors to reverse temporal order object recognition memory impairment
in VAChT KD mice was strictly dependent on improving cholinergic tone during encoding
of information. Indeed, mice treated with cholinesterase inhibitors only before memory
retrieval performed as bad as untreated VAChT KD mice. The data suggest that cognitive
alterations responsible for the failure of VAChT KD mice in recency recognition are related
to learning deficits. It is important to note that these cholinesterase inhibitors did not
increase the exploration time during the sample phase of the task, or change exploration in
the open field, suggesting that increased cholinergic tone indeed facilitated encoding

information more effectively.

Synaptic vesicles are filled with thousand molecules of ACh, however the turnover
rate for mammalian VAChT to take up ACh into vesicles is slow (approximately 1/s
(Varoqui and Erickson, 1996). Estimates of synaptic vesicle recycling both at the
neuromuscular junction and small nerve-endings in the brain using vital dyes indicate that
reuse of vesicles occurs fast after exocytosis, in the order of 15-30 seconds (Betz and
Bewick, 1992;Ryan et al., 1993). These observations suggest that synaptic vesicle filling in
cholinergic terminals may not reach electrochemical equilibrium. In agreement with these
observations, overexpression of VAChT in cultured neurons increases the packing of ACh

in vesicles (Song et al., 1997), whereas decreased expression in vivo does the inverse
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(Prado et al., 2006). Central nervous system synapses, with their small pool of synaptic
vesicles, might be particularly sensitive to reductions in VAChT expression levels and this
should preferentially affect functions that depend on bursts of pre-synaptic activity

demanding effective recycling of vesicles and ACh to maintain cholinergic tone.

Attentional processes have been suggested to depend on cholinergic tone (Sarter and
Parikh, 2005). Therefore, one possibility is that attention is affected in VAChT KD mice.
Although the weight that attentional processes have for successful completion of behavioral
tasks may differ, we perceive that it is unlikely that a general deficit in attention in VAChT

KD mice would affect only recognition memory, but not MWM or Y maze performance.

A second possibility is that ACh may facilitate encoding of memory traces.
Cholinergic tone may assist memory encoding by either facilitating excitatory input to the
cortex (Gioanni et al., 1999) and modulating synaptic plasticity (Dringenberg et al., 2007).
Alternatively, cholinergic activity may decrease excitatory feedback circuitry and thus
interference that can affect encoding (Hasselmo et al., 1992;Hasselmo and Bower,
1992;Hasselmo, 2006). Finally, cholinergic tone may regulate electrical properties of
individual cortical cells (Klink and Alonso, 1997;Fransen et al., 2002). All of these
mechanisms can be envisioned to help recruiting neuronal assemblies to encode
information. VAChT KD mice therefore provide the means to probe how cholinergic tone
regulates cellular mechanisms of learning. Our experiments suggest that the ability to
sustain ACh release during neuronal activity is important for learning and raise the
possibility for a conserved role of cholinergic tone in facilitating explicit and implicit

memory encoding.
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Legend of figures
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Figure 1: VAChT-immunoreactivity is decreased in nerve-endings.

Representative optical sections of central nervous system regions stained with a VAChT
(A-D) or CHT1 (D) antibodies (green). (A) Spinal cord, (B) Motor cortex-M1 region, (C)
hippocampus-CA1 region and (D) CHT1 immunoreactivity in hippocampus. Blue labeling
corresponds to nuclei stained with DAPI. (E) Quantification of fluorescence. Fluorescence
of CHT1 was used for normalization (see Material and Methods). The results were
expressed as mean = SEM. (*) indicates statistical significant difference (One-way

ANOVA, with Bonferroni post hoc; F(2,12)=33.19, p<0.0001)
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Figure 2: Motor skill learning in mice with reduced cholinergic tone. (a)

Result of a two-way repeated measures ANOVA for each day reveals a genotype effect on
the second, third and forth days during motor skill learning. (b) Cumulative performance on
the rod during training. The lines represent mean time on the rod for each genotype in days

1-8 (*) p<0.05; (**) P<0.01. (c). Lines represent the mean + SEM for performance of WT
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(open symbols) and VAChT KD (closed symbols) on the rotarod for each day. A two-
way repeated measures ANOVA for each day reveals a genotype effect on the 2nd, 3rd, 4th
and 18th days.
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Figure 3: VAChT KD"ET mice learn slower than WT mice a procedural task. (a)
Dashed lines are the mean + SEM of the cumulative time mice spent on the rod for each
day of training (10 trials per day) for WT (open symbols) and VAChT KD mice (closed
symbols). The data can be fitted well (solid lines) with the equation y = a( 1-e —bx). A one-
way repeated measures ANOVA show a significant difference between the first day and all
the other days in both genotypes (p<0.05) indicating that they both are able to learn. To
evaluate in which day the distinct genotypes reached maximum performance on the

accelerating rotarod we also compared the 8th day of trial with all the other days. (°)
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indicates the last time point in which the performance is statistically different from the 8th
day for wild-type mice (post hoc, p < 0.05) and (x) indicates the last time point in which the
performance is statistically different from the 8th day for VAChT KD"*" mice (post hoc, p
< 0.05). (b) Identical curves as shown in A were generated to evaluate the performance of
each individual animal and the curves were fitted with the exponential equation (y = a( 1-e
-bx) to obtain the values for a, which indicate the asymptote for both genotypes. The results
represent the mean + SEM values of asymptote performance for WT (white bars) and
VACHT KD mice (gray bars). Statistical analysis shows that there is no difference
between the maximum performance for the two genotypes (t=0.1997 df=30 p=0.8431).(c)
In order to evaluate how fast WT and VAChT KD"ET learn, we calculated the time constant
([) for motor skill learning. Results represent the mean + SEM of the values obtained for
WT (white bars) and VAChT KD mice (gray bars). A Mann- Whitney test shows a trend
for difference between the two time constants (p= 0.0735). (d) Consolidation of learning on
the rotarod was evaluated by plotting the difference between the performance in the last
trial of each day and the performance in the first trial of the next day. There is no difference
in consolidation for the two genotypes (e) The retention of performance for WT (white
bars) and VAChT KD" " mice (gray bars) on the rotarod was evaluated by plotting the
difference between the last trial of the 8th day and the first trial of the 18th. Statistical
analysis shows no difference in performance retention for the two genotypes (t=0.3891

df=30 p=0.6999).
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Figure 4: Memory deficits in VAChT KD mice are selective to recency memory. (a)
VAChT KDY T (gray bars) and VAChT KD"™ mice (black bars) present impairments in
the object temporal order memory (one-way Anova comparing exploration of objects A and
B on the trial F(5,42)=0.8969, p=0.4921, n=8; F(5,42)=0.9633, p=0.4511, n=8 respectively
for VAChT KD and VAChT KDHOM), whereas WT mice (white bars) show no deficit in
the temporal order version of object recognition (F(5,42)=20.43, *p<0.001, n=8,) (b) In the
Morris Water maze task, WT mice and VAChT KD" 7 are able to learn the location of the
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platform after five days or training. Data represent mean = SEM, WT, n=8, VAChT KD"",

n=13, p<0.05. (d) In the probe test of the Morris Water maze, we find no difference
between WT (n=8) and VAChT KDHET (n=13) performance, which was evaluated by the
time spent in the target quadrant (p=0.88). (f) VAChT KD mice have intact spatial working
memory, measured by percent alternation in Y maze. Data represent mean + SEM of
alternation (WT, n=18; KD"FT, n=14; KD"™, n=9; F(2,38)=0.3032). (g) There is no
difference in the number of arms entered in the Y maze, between WT and VAChT KD
mice, F(2,38)=0.3378.
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Figure 5: Increased cholinergic tone prior to encoding reverses deficit in

recognition memory in VAChT KD mice. In all sets, data represent mean + SEM of
exploration time; letters A and B represent the object; S1, S2 and T represent sample 1,
sample 2 and test session, respectively. A dose response effect of galantamine was
obtained. (a) At 0.5mg/kg, galantamine has no effect on the performance of WT (white
bars, F(5,42)=8.538, *p<0.001, n= 8) neither in VAChT KD"*" (gray bars, F(5,36)=0.2597,
n=7) exploration times in the trial session as these results are identical to experiments
performed after saline injection (not shown). (b) Galantamine at Img/kg does not alter the
performance of WT mice (white bars, F(5,60)=27.90, *p<0.001, n=11) but the drug
improved the performance VAChT KD" " (gray bars, F(5,60)=26.19, *p<0.001, n=11) on
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the trial session (¢) At 3mg/kg, galantamine had a similar effect and enhanced old object
exploration time of VAChT KD" ' mice (gray bars, F(5,48)=16.36, *p<0.001, n=9) and
does not modify the performance of WT mice (white bars, F(5,54)=12.62, *p<0.001, n=10).
(d) Donepezil, at 0.5mg/kg, improved temporal object order memory of VAChT KD"!
mice (gray bars, F(5,30)=2.625, *p<0.05, n=6), but does not alter performance of WT mice
(white bars, F(5,30)=19.73, *p<0.001, n=6). Saline injection prior to encoding also does
not affect recognition memory in both genotypes when compared to non-injected animals

(not shown).
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Figure 6: Increased cholinergic tone during retrieval does not facilitate object
recognition memory in VAChT KD mice. (a) Galantamine, Img/kg, administered 30 min
before test (T), i.e. just after retrieval of memory trace, has no effect on the recognition
memory of WT or VAChT KD" " mice in temporal object order memory task. Data
represent mean + SEM of exploration times; letters A and B represent the object; S1, S2
and T represent sample 1, sample 2 and test session, respectively. WT (white bars,
F(5,42)=7.408, *p<0.001, n= 8) and KD"F" (gray bars, F(5,42)=0.8969, n=8) (b)
Exploratory activity of WT and VAChT KD" " mice is not different and galantamine at
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Img/kg does not alter spontaneous locomotor activity of WT (white bars, n=8) or VAChT
KD" " mice (gray bars, n=8) [F(105,972)=0.8235].
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Supplental Figure 1. Gait analysis of VAChT KD mice. (a) Stride length (mean + SEM)

for WT (white bar), VAChT KD"F" (gray bar) and VAChT KD"™ (dark bar) was

DM mice have significant

shorter steps. (b) Representative examples of foot prints for WT, VAChT KD" and

VAChT KD"M mice.

measured between two steps from the same leg. VAChT K
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo



http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1

