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RESUMO

Eventos estressores no inicio da vida, como a privagao maternal (PM), levam a déficits
de memodria que podem persistir até a vida adulta. Alteracbes moleculares e/ou
morfolégicas em estruturas importantes para os processos de memoria, tais como o
hipocampo, area tegmental ventral e locus coeruleus, podem explicar os déficits de
memoria observados em modelos de PM em roedores. Além disso, sistemas de
neurotransmissores que modulam os processos de consolidagao e persisténcia da
memoria de longa duracéo, tais como os sistemas dopaminérgico e endocanabindide,
podem ser afetados pelo estresse cronico no inicio da vida. Nesta tese, nos
investigamos os efeitos da PM no processo de aprendizagem e memoria usando
modelos de ratos e camundongos adultos machos e fémeas. Aqui nés demonstramos
que apenas machos submetidos a PM apresentaram déficits de memoria de
reconhecimento na vida adulta, enquanto as fémeas parecem néao ser afetadas. No
entanto, intervencbes farmacoldgicas especificas foram capazes de reverter esses
déficits nos machos, de promover a persisténcia da memoria independentemente do
sexo ou da exposi¢cao a PM. A estimulagao farmacoldgica da area tegmental ventral
imediatamente apds a aprendizagem foi eficaz na reversao do déficit de memdria de
reconhecimento em ratos machos, além de promover a persisténcia da memadria em
ambos os sexos, independentemente da exposicao a PM. Além disso, a estimulagao
da via dopaminérgica locus coeruleus - hipocampo dorsal também mostrou resultados
semelhantes, revertendo o déficit de memdria em ratos machos e promovendo a
persisténcia da memoéria em ambos os sexos. No entanto, a manipulacao do sistema
endocanabindide através da infusao intraperitoneal de um agonista CB1 nao foi eficaz
na reversao do déficit de memoria especial induzido pela PM em camundongos
machos. Esses resultados ressaltam a importancia de considerarmos as diferencas
de género na resposta ao estresse e na regulagdo da memoria, bem como na
avaliacao do potencial de intervencdes farmacolégicas especificas para mitigar os
efeitos negativos da privagao materna. Esta tese oferece insights valiosos acerca dos
mecanismos subjacentes aos efeitos da PM aprendizagem e memdria, bem como
possiveis alvos para o desenvolvimento de tratamentos para problemas de memoria

relacionados ao estresse.



Palavras-chave: Memodria de reconhecimento, dimorfismos sexuais, area tegmental

ventral, locus coeruleus, estresse.



ABSTRACT

Early life stressful events, such as maternal deprivation (MD), lead to memory deficits
that can persist into adulthood. Molecular and/or morphological alterations in structures
important for memory processes, such as the hippocampus, ventral tegmental area,
and locus coeruleus, may explain the memory deficits observed in rodent models of
MD. Additionally, neurotransmitter systems that modulate the long-term memory
consolidation and persistence, such as the dopaminergic and endocannabinoid
systems, may be affected by early-life chronic stress. In this thesis, we investigated
the effects of MD on learning and memory processes using males and female adult rat
and mouse models. Here, we demonstrate that only MD males exhibited recognition
memory deficits in adulthood, while females appeared to be unaffected. However,
specific pharmacological interventions were able to reverse these deficits in males,
and to promote memory persistence regardless of gender or MD exposure.
Pharmacological stimulation of the ventral tegmental area immediately after learning
was effective in reversing recognition memory deficits in male rats and promoting
memory persistence in both sexes, regardless of MD exposure. Additionally,
stimulation of the dopaminergic locus coeruleus-hippocampal pathway also showed
similar results, reversing memory deficits in male rats and promoting memory
persistence in both sexes. However, manipulation of the endocannabinoid system
through intraperitoneal infusion of a CB1 agonist was not effective in reversing spatial
memory deficits induced by MD in male mice. These results highlight the importance
of considering gender differences in stress response and memory regulation, as well
as in the evaluation of specific pharmacological interventions potential to mitigate the
negative effects of maternal deprivation. This thesis offers valuable insights into the
underlying mechanisms of MD on learning and memory effects, as well as potential

targets for the development of treatments for stress-related memory issues.

Key words: Recognition memory, sex differences, ventral tegmental area, locus

coeruleus, stress.
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1.  APRESENTAGAO

A presente tese de doutorado se dedica a estudar o papel do sistema
dopaminérgico e do sistema endocanabindide nos déficits de memaria induzidos pela
privacdo maternal. Para tal, € composta por trés estudos principais.

No estudo 1, avaliamos os efeitos da estimulagcéo da area tegmental, um nucleo
majoritariamente dopaminérgico, no déficit da consolidagéo e persisténcia da memoaria
de reconhecimento induzidos pela privacdo de cuidados no inicio da vida em ratos.

No estudo 2, ndés avaliamos os efeitos da estimulacdo de aferéncias
hipocampais dopaminérgicas do locus coeruleus no déficit da consolidagcéo e
persisténcia da memoria de reconhecimento induzidos pela privagao de cuidados no
inicio da vida em ratos.

Ja no estudo 3, investigamos o efeito da infuséo intraperitoneal de um agonista
dos receptores endocanabindide do tipo 1 e do tipo 2 nos déficits de memaria espacial
em camundongos submetidos a privagao de cuidados no inicio da vida.

Neste documento apresentamos inicialmente uma Revisdo de Literatura,
contextualizando o tema do trabalho e os principais achados na area. Na sequéncia,
apresentamos a justificativa e os objetivos dos estudos, seguidos pelos materiais e
métodos utilizados. A seguir, a sessdo de resultados é apresentada subdividida por
estudos, para facilitar o entendimento. Por fim, uma discussao geral sobre os achados

fecha o trabalho, juntamente com a concluséo.



2. REVISAO DE LITERATURA

21. Mecanismos envolvidos no estresse fisiolégico

Eventos estressores sdo experiéncias, reais ou percebidas, fisiolégica e/ou
emocionalmente desafiantes para a manutencao de um equilibrio dinAmico do meio
interno (Mcewen; Mirsky; Hatch, 2007). Esses estimulos estressores podem ser de
origem fisico-quimicos, como calor/frio, hipoglicemia e substancias toxicas; e/ou
origem emocional, como estresse social e exposicdo a ambiente hostis (Russell;
Lightman, 2019; Yaribeygi et al., 2017). A resposta de um organismo a um evento
estressor & fundamental para a manutencdo da homeostase e para a sua
sobrevivéncia. Os principais mecanismos envolvidos na regulacdo da homeostase
frente a uma situacdo estressora envolvem respostas de regulagdo enddcrina e
autonémica (Ulrich-Lai; Herman, 2009).

As respostas fisioldgicas desencadeadas por fatores estressores resultam em
ajustes do controle de diversas fungbes (Mcewen; Mirsky; Hatch, 2007). A
manutencdo da homeostase pode ocorrer pela eliminagcao do evento estressor. Por
exemplo, uma redugdao do consumo de sodio em uma dieta pode reduzir os
mecanismos fisiolégicos desencadeados pelo excesso de sdédio no organismo
(Mcewen; Mirsky; Hatch, 2007; Yaribeygi et al., 2017). Contudo, a homeostase pode
ser mantida mesmo em situagdes de permanéncia do evento estressor, um conceito
conhecido como alostase (Mcewen; Mirsky; Hatch, 2007; Wen, 1998). Essas
situagcbes representam uma sobrecarga para o organismo, redistribuindo e
aumentando o gasto energético (McEwen et al., 2006; Wen, 1998). Assim, a depender
do evento estressor e da carga alostatica mobilizada, o organismo permanece em
homeostase (Wen, 1998) (Figura 1).
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Figura 1. Homeostase e alostase. A manutencao da homeostase pode ocorrer pela eliminagdo do
evento estressor ou por mecanismos de resposta em situagcdes de permanéncia do evento estressor

(alostase). Fonte: Adaptada de Antunes-Rodrigues et al. (2005) .

Uma caracteristica importante dos mecanismos alostaticos € que eles nao
dependem de parametros de ajustes, chamados de set points (Mcewen, 2000;
McEwen et al., 2006; Wen, 1998). Tao importante quanto a mobilizacdo dos
mecanismos alostaticos na presenca de um estimulo estressor, € a desmobilizacao
desses mecanismos quando o estimulo é cessado (Mcewen, 2000; McEwen et al.,
2006; Wen, 1998). Assim, a mobilizacdo ou a desmobilizagdo inadequada dos
mecanismos alostaticos podem levar a uma condi¢ao patoldgica e/ou ameaca a vida.

As informacgdes estressoras (interoceptivas e exteroceptivas) sao convertidas
em sinais elétricos e chegam a diferentes partes do encéfalo (Ulrich-Lai; Herman,
2009). Estruturas do tronco encefalico, como o nucleo do trato solitario (NTS) recebem
aferéncias que sinalizam alteragdes homeostaticas (Herman et al., 2003a). O
processamento da informacdo recruta efetores dos sistemas sistema nervoso

autonémico (SNA) para manter a integridade fisiolégica (Ulrich-Lai; Herman, 2009).




O sistema nervoso auténomo fornece uma resposta imediata a exposicao de
um evento estressor (Ulrich-Lai; Herman, 2009; Yaribeygi et al., 2017) . Por meio do
aumento ou redugao do tdnus simpatico/parassimpatico, o sistema nervoso autbnomo
€ capaz de, em segundos, provocar alteragdes no estado fisiolégico por meio da
inervacao direta dos 6rgaos alvos (McEwen, 2017; Ulrich-Lai; Herman, 2009). Uma
questao importante € que o sistema nervoso autbnomo tem relagao direta com o
sistema enddcrino, uma vez que o aumento da atividade de neurdnios que inervam a
células cromafins na medula da glandula suprarrenal, levam a um aumento da
producao e liberagao de epinefrina na corrente sanguinea (Ulrich-Lai; Herman, 2009;
Yaribeygi et al., 2017). Esse mecanismo é chamado de eixo simpatico-adrenomedular
(SAM).

Situacdes de desequilibrio da homeostase detectadas pelo tronco encefalico
também ativam o eixo neuroenddcrino hipotalamo-pituitaria-adrenocortical (HPA)
(Herman et al., 2003b; Ulrich-Lai; Herman, 2009). As proje¢des noradrenérgicas
oriundas do nucleo do trato solitario inervam o nucleo paraventricular (PVN, do inglés
paraventricular nucleus) do hipotalamo, estimulando neurbénios parvocelulares a
secretarem o hormoénio liberador de corticotropina (CRH, do inglés corticotropin-
releasing hormone) (Charmandari; Tsigos; Chrousos, 2005; Herman et al., 2003a). O
hormonio liberador de corticotropina € liberado no sistema porta-hipofisario da
eminéncia mediana do hipotadlamo e, ao se ligar a receptores nas células produtoras
de pré-opiomelacortina (POMC, do inglés pro-opiomelanocortin) na adeno-hipdfise,
estimula principalmente a produgdo do hormdnio adrenocorticotropico (ACTH, do
inglés adrenocorticotropin hormone) (Charmandari; Tsigos; Chrousos, 2005; Herman
et al., 2003a). Quando atinge o coértex da glandula suprarrenal, o hormdnio
adrenocorticotropico age na zona glomerulosa produtora de mineralocorticoides (MC),
na zona fasciculada produtora de glicocorticoides (GC) e na zona reticular produtora

de androgenos (Figura 2).



Figura 2. Um dos mecanismos fisiolégicos desencadeados em eventos estressores. Eventos
estressores desencadeiam respostas fisioldgicas ao estresse. Entre elas, a estimulagdo de neurdnios
parvocelulares leva a liberacao de hormdnio liberador de corticotropina (CRH, do inglés corticotropin-
releasing hormone) no sistema porta-hipofisario da eminéncia mediana do hipotalamo. O HORMONIO
LIBERADOR DE CORTICOTROPINA estimula a liberagdo de horménio adrenocorticotréfico (ACTH, do
inglés adrenocorticotropin hormone) na adeno-hipofise. A estimulagdo da glandula suprarrenal pelo
HORMONIO ADRENOCORTICOTROPICO culmina na liberagéo de corticosterona/cortisol (CORT) na

corrente sanguinea. Fonte: Elaborada préprio autor (2024).

A estimulacdo de receptores do horménio adrenocorticotrépico, também
denominados de receptores de melanocortina 2 (MC2R, do inglés melanocortin
receptor), regula a captagao de lipoproteinas do plasma e estimula o transporte de
colesterol para a mitocdondria (Charmandari; Tsigos; Chrousos, 2005; Joéls; Karst;
Sarabdjitsingh, 2018). O resultado desse sistema é a formacdo e liberagdo de
corticosterona (em animais) ou cortisol (em humanos) - coletivamente chamados de
CORT - na corrente sanguinea (Joéls; Karst; Sarabdjitsingh, 2018; Mcewen; Mirsky;

Hatch, 2007; Russell; Lightman, 2019). Fisiologicamente, a elevagdo dos niveis
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plasmaticos de glicocorticéides leva a inibigdo da liberagdo de hormonio liberador de
corticotropina no hipotalamo e horménio adrenocorticotrépico na adeno-hipdfise,
caracterizando uma alga de feedback negativo (Mcewen; Mirsky; Hatch, 2007; Ulrich-
Lai; Herman, 2009).

2.2. Diferengas sexuais na resposta ao estresse

Diferencas entre machos e fémeas na resposta ao estresse existem em todos
os niveis (Bale; Epperson, 2015; Heck; Handa, 2019). Por exemplo, fémeas né&o
mostram o mesmo padrao de machos no remodelamento neural apds a exposicao a
estresse crénico (Galea et al., 1997). Um interessante estudo mostrou que, apds a
exposi¢cao ao estresse crénico, o remodelamento dendritico de neurdnios da regiao
CA3 do hipocampo (HP) n&do ocorre em fémeas, ainda que todas as mensuragdes
hormonais indicassem que as fémeas estavam experenciando os aspectos hormonais
do estresse tanto quanto machos (Galea et al., 1997). Machos e fémeas também
mostram diferengas cognitivas induzidas pelo estresse cronico, uma vez que machos
apresentam prejuizo em memorias dependentes do hipocampo, 0s quais ndo séo
observados em fémeas (Bowman; Zrull; Luine, 2001; Communication et al., 1994).
Esses achados sugerem que as diferengas sexuais envolvem sistemas cerebrais que
medeiam a forma como machos e fémeas interpretam estimulos estressores.

Diferencas sexuais importantes sdo observadas nas projecbes de diferentes
areas encefalicas para o nucleo paraventricular, na regulagdo neuromodulatéria de
neurdnios produtores do horménio liberador de corticortropina e na diferenca da
producao de glicocorticoides na glandula suprarrenal (Goel; Bale, 2008; Heck; Handa,
2019). As diferencas que contribuem para a resposta dependente do sexo e para a
vulnerabilidade ao estresse ao longo da vida aparecem durante o processo de
desenvolvimento e maturagao do sistema nervoso central (SNC) e parecem ser
guiadas por mudangas em horménios gonadais (Handa et al., 1994; Walkerf et al.,
1986).

Em roedores, tem sido demonstrado que fémeas submetidas a situagdes
estressoras tém uma resposta neuroenddcrina mais intensa, caracterizada por maior
liberacdo de horménio adrenocorticotrépico e corticosterona quando comparadas com
machos (Handa; Weiser, 2014; lwasaki-Sekino et al., 2009). Apds um estresse agudo,
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niveis basais de hormdnio adrenocorticotropico e cortisol circulantes demoram mais
tempo para serem atingidos em fémeas, sugerindo uma diferenga sexual na regulagao
do feedback negativo do eixo hipotalamo-pituitaria-adrenocortical (Handa; Weiser,
2014; Viau et al., 2005). FEmeas também apresentam maior expressao de acido
ribonucleico mensageiro (MRNA, do inglés messenger ribonucleic acid) para a
codificacdo de hormdnio liberador de corticotropina no nucleo paraventrocular e maior
expressao de mRNA para células produtoras de pré-opiomelacortina na hipofise
anterior do que machos apés um estresse agudo (lwasaki-Sekino et al., 2009; Viau et
al., 2005).

Alguns mecanismos neurais podem contribuir para explicar a diferenga sexual
da inibicdo do eixo hipotalamo-pituitaria-adrenocortical. Em fémeas, estruturas
limbicas conhecidas por ter atividade inibitéria sobre o eixo hipotalamo-pituitaria-
adrenocortical, como cortex frontal, hipocampo e cértex cingulado, tem uma menor
atividade neuronal apds um estresse agudo (Figueiredo; Dolgas; Herman, 2002;
Karandrea; Kittas; Kitraki, 2000, 2002). Ainda, a expressao de receptores de
glicocorticoides e mineralocorticéides na glandula pituitaria € menor em fémeas do
que em machos (Turner, 1990). Por outro lado, um evento estressor agudo leva a um
aumento de mRNA de receptores de glicocorticoides e mineralocorticoides no
hipotalamo de machos, mas ndo em fémeas (Karandrea; Kittas; Kitraki, 2002).
Interessantemente, a delegcédo de receptores de glicocorticoides em regides limbicas
que incluem o hipocampo, o cértex pré-frontal (CPF) e amigdala basolateral (ABL)
resulta, apés um estresse agudo, em desregulagdo do eixo hipotalamo-pituitaria-
adrenocortical em machos, mas ndo em fémeas (Solomon et al., 2012).

Essas diferencas nos mecanismos celulares, moleculares € no envolvimento
dos circuitos neuroenddcrinos relacionados ao estresse podem ajudar a explicar as
diferengas sexuais observadas em respostas comportamentais, alteragdes cognitivas

e desenvolvimento de doencas psiquiatricas.

2.3. Processo de consolidagao e persisténcia das memérias

A memoria corresponde ao processo de aquisicao, retencdo e evocacao de
diferentes tipos de informagdes (lzquierdo, 2018; Izquierdo et al., 1998). Apds a
aquisicao de uma informagao, ocorre o processo de retengdo da memdria (Izquierdo,
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2018; lzquierdo et al., 1998; Klinzing; Niethard; Born, 2019). O tempo de
armazenamento de uma informacgao pelas redes neurais relacionadas a memoria
pode ser de segundos ou até anos apds o processo de aquisicdo (lzquierdo et al.,
1998; Johansen et al., 2011; Klinzing; Niethard; Born, 2019; Tyng et al., 2017). Assim,
diferentes regides do cérebro, em variados graus de complexidade, estdo envolvidas
nos processos de aquisicao, retencdo e evocacao de diferentes tipos de memodrias
(Izquierdo et al., 1998; Johansen et al., 2011; Klinzing; Niethard; Born, 2019; Tyng et
al., 2017). Essas memorias sdo armazenadas por meio de modificagdes da forma ou
funcao das sinapses (lzquierdo et al., 1998; Johansen et al., 2011; Klinzing; Niethard;
Born, 2019). Dessa forma, a evocagao resulta da reativagao das redes sinapticas onde
ocorreram essas modificagdes (Izquierdo et al., 1998; Klinzing; Niethard; Born, 2019)

Em relacdo ao conteudo, as memorias podem ser classificadas como
procedurais ou como declarativas (lzquierdo, 2018; lzquierdo et al., 1998). As
memorias procedurais se referem a habilidades motoras adquiridas, como caminhar,
andar de bicicleta ou nadar (Izquierdo, 2018; Izquierdo et al., 1998). Por sua vez, as
memorias declarativas podem ser subdivididas em memarias episédicas ou memorias
semanticas. As memorias declarativas episddicas se referem as informacdes sobre
eventos pontuais, como dia do aniversario ou qual a refei¢gado do dia anterior (Izquierdo,
2018; lzquierdo et al., 1998). J&4 as memorias declarativas semanticas se referem a
conhecimentos gerais, como conhecimento sobre matematica, fisica ou histéria
(Izquierdo, 2018; Izquierdo et al., 1998).

Quanto ao tempo, as memodrias podem ser classificadas como memoria de
trabalho (MT), memdéria de curta duragdo (MCD) e memodria de longa duragao (MLD)
(Izquierdo et al., 1998; Johansen et al., 2011). A memodria de trabalho depende
basicamente da atividade elétrica do cértex pré-frontal e € mantida por alguns
segundos (lzquierdo et al., 1998; Johansen et al., 2011). A memdéria de curta duragéo
depende da atividade enzimatica no hipocampo, cértex entorrinal e perirrinal, e dura
de 1 a 6 horas ap6s o processo de aquisicao (Izquierdo et al., 1998). A memdria de
longa duracdo é armazenada em diferentes areas do cérebro, que incluem o
hipocampo, amigdala basolateral, estriado e diversas regides do cértex (Izquierdo et
al., 1998; Johansen et al., 2011). A memodria de longa duragao consolidada pode durar

de 6 horas até anos (lzquierdo et al., 1998; Johansen et al., 2011).



Embora haja uma classificagdo das memoarias, tanto em humanos quanto em
animais, ha uma sobreposicao entre os diferentes tipos e subtipos. Assim, uma
memoria declarativa pode ser de curta ou longa duragdo; um aprendizado episodico
pode fazer parte de uma memoadria semantica, etc. Em animais, a memoaria explicita,
por exemplo, pode ser classificada em dois subtipos: memdrias ndo associativas; e
memorias associativas. Assim, enquanto as tarefas de reconhecimento de objetos e
labirinto aquatico de Morris avaliam o aprendizado associativo, a habituagdo ao campo

aberto avalia a memoaria n&o associativa, por exemplo (Quillfeldt, 2015) (Figura 3).

Reconhecimento
de Objetos

— Associativa —

|_|Labirinto Aquatico
— Explicita — de Morris

Habituacdaoao

| Nao associativa — Campo Aberto

Memoria —

— Associativa |—Caixade Skinner

Implicita —

Condicionamento
aosom

L Nao associativa ——

Figura 3. Principais tarefas de avaliagdo do aprendizado e meméria em roedores. De forma
didatica, a memdria em animais pode ser dividida em memodria explicita e implicita e ambas podem

ocorrer por associagao ou nao. Fonte: Adaptada de Quillfeldt, 2015.

O processo celular de consolidagdo da memoria de longa duragéo envolve a
estimulacdo de neurdnios glutamatérgicos no hipocampo (lzquierdo et al., 1998;
Riedel; Platt; Micheau, 2003). Esse processo envolve a estimulagao dos receptores
glutamatérgicos metabotropicos do tipo N-metil-D-aspartato (NMDA, do inglés N-
methyl-D-aspartate). A entrada de Na*/Ca?* é somada liberagdo de Ca?* intracelular
pelo reticulo endoplasmatico e ativa a proteina quinase dependente de
Ca?*/calmodulina Il (CaMKIl, do inglés Ca?*/calmodulin-dependent protein kinase )
(Izquierdo et al., 1998; Riedel; Platt; Micheau, 2003). O influxo de Ca?* apds a ativagao
dos receptores NMDA também é substrato para a proteina quinase dependente de
adenosina 1’,5’- monofosfato ciclico (PKA, do do inglés protein kinase cAMP)
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(Izquierdo et al., 1998; Riedel; Platt; Micheau, 2003), proteina quinase dependente de
Ca?* (PKC, do inglés protein kinase Ca’* -dependent), e para as proteinas quinases
dependentes de estimulos extracelulares (ERK, do inglés extracellularly responsive
kinase) (lzquierdo et al., 1998; Riedel; Platt; Micheau, 2003). Essas diferentes
proteinas migram até o nucleo neuronal para ativar fatores de transcricdo, como as
proteinas ligantes ao elemento cAMP (CREB, do inglés cAMP-response binding
protein), cruciais para indugao de neuroplasticidade e manutengdo da memoria de
longa duragao (Frey; Schroeder; Matthies, 1990; Izquierdo et al., 1998; Riedel; Platt;
Micheau, 2003).

A consolidacdo e persisténcia de diferentes tipos de memoarias também podem
ser moduladas por sistemas de neurotransmissores agindo no hipocampo, tais como
o sistema dopaminérgico e o sistema endocanabindide (Akirav, 2011; Rossato et al.,
2009).

No hipocampo, o mecanismo de persisténcia da memoaria de longa duragao
envolve, entre outras coisas, a ativagao dopaminérgica 12h apés a aquisicao de uma
informacéo (Izquierdo, 2018; Rossato et al., 2009). A liberagao de dopamina na regiao
CA1 do hipocampo a partir de projecbes dopaminérgicas de diferentes areas, tais
como a area tegmental ventral (ATV) e o locus coeruleus (LC), tem papel fundamental
na persisténcia da memoaria de longa duragao (Kempadoo et al., 2016; Lima et al.,
2023; Rossato et al., 2009; Yamasaki; Takeuchi, 2017). No hipocampo, a dopamina
age em ativando receptores dopaminérgicos do tipo 1 (D1) e tipo 5 (D5) (Izquierdo et
al., 1998; Rossato et al., 2009). Quando esses receptores sdo estimulados, levam a
ativagdo de PKA e PKC (Neves et al., 2020; Rossato et al., 2009). H4 também uma
atividade ciclica que envolve o aumento da atividade de conjuntos de proteinas
quinases como a ERK e CaMKIIl no hipocampo (Eckel-Mahan et al., 2008). Esses
mecanismos moleculares e celulares levam a sintese e liberagcao do fator neurotréfico
derivado do cérebro (BDNF, do inglés Brain Derived Neurotrophic Factor) no
hipocampo, resultando em um fortalecimento das sinapses hipocampais que
participam da recente consolidacdo dessa memodria de longa duragcdo e sua
persisténcia (Izquierdo et al., 1998; Riedel; Platt; Micheau, 2003; Rossato et al., 2009).
Esse processo parece ser modulado pelo aumento do tdnus de vias dopaminérgicas
no hipocampo (McNamara et al., 2014; Takeuchi et al., 2016; Yamasaki; Takeuchi,
2017) .
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24. O sistema dopaminérgico

O sistema dopaminérgico responde a estimulos ambientais e esta envolvido
em comportamentos de recompensada ou punigao (Bissonette; Roesch, 2016). Além
disso, atua na manutencdo da memoria de trabalho e na regulagcdo de emocgdes
(McNamara et al., 2014). Disfungdes de vias dopaminérgicas estao relacionadas a
mudangas em comportamentos e o desenvolvimento de doengas neuroldgias e
psiquiatricas, como a doencga de Parkinson, a esquizofrenia e a depressao (Cabana-
Dominguez et al., 2022).

Os estimulos para a formagao, diferenciacdo, especializacdo e
estabelecimento de conexdes das novas células neurais sao reguladas por processos
neuroquimicos ao longo do espago e do tempo (Bissonette; Roesch, 2016; Gotz;
Huttner, 2005). A neurogénese de células dopaminérgicas durante o desenvolvimento
inicia em células progenitoras imaturas, ndo especializadas, na linha média da placa
do tubo neural (Brodski et al., 2003; Ono et al., 2007). Embora a migragédo e a
diferenciacao celular sejam criticas, as conexdes que o sistema dopaminérgico
estabelece determinam quais aspectos funcionais a dopamina é capaz de influenciar
(Han et al., 2020). Neurdnios dopaminérgicos que se desenvolvem na area tegmental
ventral e no locus coeruleus tém conexdes diretas com o hipocampo e o coértex pré-
frontal (Castillo Diaz et al., 2022; Diaz et al., 2017; Han et al., 2020; Kempadoo et al.,
2016).

A visao classica sobre a rede dopaminérgica encefalica compreende 3 vias
dopaminérgicas que exercem diferentes fungbes. A via mesolimbica conecta
neurénios dopaminérgicos da area tegmental ventral ao nucleo accumbens e esta
relacionada aos comportamentos de recompensa e motivagao (Jahng et al., 2010;
Ledonne; Mercuri, 2017). A via mesolimbica disfuncional esta associada a
comportamentos do tipo psicose, delirios e alucinagdes (Jahng et al., 2010). Estudos
recentes vém demonstrando o papel das proje¢cées dopaminérgicas da area tegmental
ventral para o hipocampo (Beier et al., 2015; Castillo Diaz et al., 2022; Han et al., 2020;
Lisman; Grace, 2005), assim, a via mesolimbica também tem participagdo importante

na consolidagao e persisténcia da memoria de longa duragdo em diferentes tipos de
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memorias (Beier et al., 2015; Castillo Diaz et al., 2022; Han et al., 2020; Lisman,;
Grace, 2005).

A via nigroestriatal € composta por neurbnios dopaminérgicos oriundos da
substancia nigra que se projetam para o corpo estriado (Klein et al., 2019; Ledonne;
Mercuri, 2017). A via dopaminérgica nigroestriatal esta relacionada a aprendizagem e
ao controle de movimentos voluntarios (Klein et al., 2019; Ledonne; Mercuri, 2017).
Os sintomas caracteristicos da doenga de Parkinson, como rigidez, bradicinesia e
tremores, sdo devidos, pelo menos em parte, a deficiéncia de dopamina na via
nigroestriatal (Jung, 1996) .

Por fim, a via dopaminérgica mesocortical inclui neurénios situados na area
tegmental ventral com projecbes para o cortex pré-frontal (Klein et al., 2019; Ledonne;
Mercuri, 2017). A conexao ATV-CPF tem papel importante na cognigédo, tomada de
decisdo, emocgdoes e no afeto (Klein et al, 2019; Lapish et al., 2007). A
disfuncionalidade da via dopaminérgica mesocortical estd relacionada a
esquizofrenia, depresséao, déficit de atengao, problemas de aprendizagem e prejuizo
na tomada de decisdo (Engert; Pruessner, 2009; Lapish et al., 2007; Ledonne;
Mercuri, 2017).

Além da via dopaminérgica mesolimbica, o locus coeruleus também emite
projecbes dopaminérgicas para o hipocampo (Takeuchi et al., 2016; Yamasaki;
Takeuchi, 2017). Apesar de ter sido considerado por muitos anos uma estrutura
puramente noradrenérgica, recentemente foi demonstrado que proje¢cdes que
conectam locus coeruleus e hipocampo também sao compostas por neurbnios
dopaminérgicos (Kempadoo et al., 2016). As via dopaminérgica LC-HP participam da
aprendizagem, consolidacdo e persisténcia da MEMORIA DE LONGA DURACAO
(Kempadoo et al., 2016; Takeuchi et al., 2016; Yamasaki; Takeuchi, 2017) (Figura 4).
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Figura 4. Proje¢coes dopaminérgicas da area tegmental ventral (ATV) e do locus coeruleus (LC)
para o hipocampo (HP) em cérebro de roedor. Além da vida mesolimbica, que conecta a area
tegmental ventral ao o hipocampo (HP), proje¢cdes dopaminérgicas oriundas do locus coeruleus (LC)
culminam na liberagdo de dopamina no hipocampo dorsal. Fonte: Elaborada pelo préprio autor (2024).

A sintese, armazenamento e liberagao da dopamina envolve uma maquinaria
complexa dentro do terminal pré-sinaptico (Meiser; Weindl; Hiller, 2013). Por meio do
transportador de tirosina, o aminoacido tirosina do meio extracelular é internalizado
(Meiser; Weindl; Hiller, 2013). A enzima tirosina hidroxilase utiliza o aminoacido
internalizado como substrato e o converte em L-Dopa (Meiser; Weindl; Hiller, 2013).
Esse produto é convertido em dopamina pela dopa descarboxilase (Meiser; Weindl;
Hiller, 2013). O empacotamento da dopamina é realizado por um transportador
vesicular de monoaminas (VMAT, do inglés vesicular monoamine transporter)
presente nas vesiculas do terminal pré-sinaptico (Meiser; Weindl; Hiller, 2013). O
influxo de Ca?* estimula a migragéo e fus&o das vesiculas na membrana do terminal
pré-sinaptico, e libera a dopamina na fenda sinaptica (Meiser; Weindl; Hiller, 2013). O
terminal pré-sinaptico de neurbnios dopaminérgicos contém uma bomba de
recaptacdo de dopamina, denominada DAT (Meiser; Weindl; Hiller, 2013), de forma
que ela pode ser novamente armazenada em vesiculas sinapticas.

A enzima monoaminoaxidase (MAO) é responsavel pela degradagao
dopaminérgica no meio intracelular (Meiser; Weindl; Hiller, 2013), enquanto a enzima
catecol-O-transferase (COMT) é responsavel pela degradagdo da dopamina no meio
extracelular (Meiser; Weindl; Hiller, 2013). Ap6s sua liberagdo na fenda sinaptica, a

dopamina fica livre para interagir com seus diferentes tipos de receptores.
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Ap0s sua liberagao na fenda sinaptica, a dopamina fica livre para interagir com
seus diferentes tipos de receptores. Atualmente, foram identificados 5 subtipos de
receptores dopaminérgicos acoplados a proteina G (Beaulieu; Gainetdinov, 2011;
Ledonne; Mercuri, 2017). Os receptores dopaminérgicos podem ser divididos em duas
familias: (a) familia D1, na qual fazem parte os receptores dopaminérgicos D1 e D5;
(b) familia D2, na qual fazem parte os receptores dopaminérgicos D2, D3, D4
(Beaulieu; Gainetdinov, 2011) (Figura 5).
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Figura 5. Processos de sintese, liberagdao, degradag¢dao e interagcio da dopamina com os
diferentes receptores. A sintese de dopamina requer a captagao e transporte de tirosina do meio
extracelular para o meio intracelular por uma proteina transmembrana especifica (DAT). A tirosina é
convertida em dopamina por uma série de reagdes enzimaticas, envolvendo a acédo das enzimas
tirosina hidroxilase e dopa descarboxilase. Posteriormente, a dopamina € empacotada em vesiculas
sinapticas, e, mediante estimulos especificos pode ser liberada na fenda sinaptica e interagir com seus
diferentes receptores (D1-D5) na membrana pds-sinaptica. A dopamina é degradada por duas enzimas,
a monoaminooxidase (MAQO) no meio intracelular, e a catecol-O-transferase (COMT), no meio

extracelular. Fonte: produzida pelo préprio autor (2020).
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Essas diferentes proteinas receptoras possuem uma distribuicdo distinta no
cérebro. Por exemplo, receptores D1 e D2 tém altos niveis de expressao no estriado,
onde desempenham um papel importante no controle motor (Beaulieu; Gainetdinov,
2011). Ja os receptores D3 estdo presentes em maiores niveis no nucleo accumbes
e o tubérculo olfatério (Beaulieu; Gainetdinov, 2011; Sealfon; Olanow, 2000). Maiores
densidades dos receptores D4 foram encontradas no cortex frontal e tronco encefalico
(Beaulieu; Gainetdinov, 2011; Sealfon; Olanow, 2000). Além disso, receptores D1 e
D5 sao amplamente distribuidos em estruturas encefalicas relacionadas a processos
cognitivos, como o hipocampo, e desempenham papel fundamental dos processos de
consolidagao e persisténcia da memoria (Furini et al., 2014; Rossato et al., 2009).
Embora esses dois tipos de receptores metabotrdpicos sejam ativados pela interagao
com a dopamina, ativam diferentes segundos mensageiros: enquanto os receptores
D1 usam a adenilato ciclase como o segundo mensageiro, modulando a PKA, os
receptores D5 podem ativar o sistema fosfatidilinositol-3-quinase (PI13K) e modulam a
atividade da PKC (Felder; Jose; Axelrod, 1989; Furini et al., 2014). Tanto PKA quanto
PKC estao envolvidas na consolidagao de diferentes tipos de memérias (Izquierdo et
al., 2008; Michel; Green; Lyons, 2011).

2.5. Sistema endocanabinédide

O sistema endocanabindide (SEC) desempenha um papel importante no
desenvolvimento SNC. O sistema endocanabindéide é formado por moléculas
endbégenas chamadas de endocanabindides (eCB), pelos seus receptores (CBR) e
por proteinas que transportam, sintetizam e degradam os eCB. O A®°-
tetraidrocanabidiol (THC) e o canabidiol (CBD) sdo duas substancias exdginas
encontradas na cannabis.

Niveis de endocanabindides sao alterados na esquizofrenia e o uso abusivo de
cannabis durante a adolescéncia aumenta o risco de desenvolver esquizofrenia,
provavelmente pelos efeitos psicotropicos do A°-tetraidrocanabidiol (Di Forti et al.,
2014; D’'Souza et al., 2004).

Os receptores canabindides mais bem caracterizados sao do tipo 1 (CB1) e do
tipo 2 (CB2). Ambos os receptores sdo acoplados a proteina G (GPCRs, do inglés G
protein-coupled receptors) inibitéria (Wootten et al., 2018). O sistema nervoso é
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particularmente rico em receptores CB1. Em neurdnios do sistema nervoso central
adulto, os receptores CB1 sao mais abundantes em interneurdnios que produzem o
acido gama-amino butirico (GABA, do inglés Gamma-Amino Butyric Acid) (Kano et al.,
2009; Lu; Mackie, 2021). Contudo, os receptores CB1 também podem ser
encontrados em neurbnios glutamatérgicos, colinérgicos, serotoninérgico e
dopaminérgico no cérebro (Shu-Jung Hu; Mackie, 2015). Os receptores CB1 estéo
presentes em terminais pré-sinapticos (Nyiri et al., 2005), modulando a transmissao
sinaptica. Quando estimulados, os receptores CB1 inibem o influxo de Ca?* pelos
canais voltagem dependentes de Ca?* e ativam canais de K* pré-sinapticos resultando
em depressado da transmisséo sinaptica (Kano et al., 2009). Assim, a modulagéo
desses canais iOnicos regula a forga sinaptica de neurdnios excitatorios e inibitdrios
para regular processos cognitivos como emog¢des, memoria e recompensa (Meyer;
Lee; Gee, 2018) (Figura 4). Por outro lado, os receptores CB2 sao expressos em
células imunes (Munro; Thomas; Abu-Shaar, 1993), incluindo a micréglia (Cabral;
Ferreira; Jamerson, 2015) e tem um papel nos processos inflamatérios (Tanaka;
Sackett; Zhang, 2020) (Figura 6).
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Figura 6. Neurotransmissao do sistema endocanabindide (ECS). Os receptores do SEC,

especialmente o CB1, encontram-se em terminais pré-sinapticos de neurénios GABAérgigos e
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glutamatérgicos. Quando endocanabindides (eCB) sao liberados de neurbnios pds-sinapticos
estimulam receptores canabindides. Esses receptores sdo acoplados a proteina G inibitéria que
reduzem a liberagcéo desses neurotransmissores na fenda sinaptica. Fonte: adaptada de Bara, A et. al.
(2021) (Bara et al., 2021a).

E importante salientar que os receptores CB1 ndo s&o expressos somente no
sistema nervoso central, mas também no sistema nervoso periférico, na retina,
adipdcitos, hepatdcitos, células pancreaticas e no trato gastrointestinal (Pacher;
Batkai; Kunos, 2006). Entretanto, receptores CB1 é o principal receptor canabindides
envolvido em diferentes fungdes no cérebro (Bodor et al., 2005; Cota, 2008; Pacher;
Batkai; Kunos, 2006). As primeiras evidéncias do papel do sistema endocanabindide
nos processos de aprendizagem e memoria vieram de estudos que demonstraram
que a o bloqueio farmacoldgico dos receptores CB1 resultaram em facilitacdo da
memoria na tarefa de reconhecimento social e que a administragcdo de um bloqueador
dos receptores CB1 reduz os déficits memoria observados em ratos e camundongos
idosos (Terranova et al., 1996). Além disso, camundongos geneticamente modificados
para nao expressarem receptores CB1 nao apresentam déficit na aprendizagem na
memoria espacial (Varvel; Lichtman, 2002) Por outro lado, a administracdo de um
agonista ndo seletivo dos receptores canabindides do tipo 1 e tipo 2 (CB1/CB2),
denominado WIN-55, no inicio da idade adulta provoca uma reducdo no metabolismo
em diversas regides cerebrais, tais como o hipocampo, cerebelo e amigdala.
Adicionalmente, a exposicao ao WIN-55 durante a idade adulta esta correlacionada
com déficits na memodria espacial e de reconhecimento, sem impactar o
comportamento relacionado a ansiedade (Bouter et al., 2023).

Os diferentes receptores canabindides podem ser ativados por moléculas
enddgenas, principalmente por sinalizadores lipidicos como o 2-araquidonoilglicerol
(2-AG) e pelo N-araquidonoil etanolamina (AEA) (Devane et al., 1992; Stella;
Schweitzer; Plomelli, 1997). A sintese dos endocanabindides é realizada a partir de
ativagdo de enzimas que quebram lipidios presentes na membrana das células (Di
Marzo et al., 1999). Os endocanabindides sao sintetizados a partir de fosfolipidios da
camada interna da membrana celular (Adermark; Lovinger, 2007). Uma vez
produzidos, os eCB necessitam de um mecanismo para sair das células (Adermark;
Lovinger, 2007).
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O 2-AG é geralmente produzido pela retirada no trifosfato de Inositol (IP3, do
inglés inositol triphosphate) do fosfatidilinositol bifosfato (PIP2, do inglés
phosphatidylinositol bisphosphate) contendo araquidonoil, seguido pela conversao
pela diacilglicerol (DAG) lipase (Kohnz; Nomura, 2014). A diacilglicero lipase esta
presente em terminais sinapticos (Bisogno et al., 2003). A degradacédo do 2-AG é
geralmente feita pela lipase monoacilglicerol (MAGL, do inglés monoacylglycerol
lipase), encontrada em terminais pré-sinapticos, ou pela enzima dominio 6 alfa/beta-
hidrolase (ABDHG6, do inglés alpha/beta-hydrolase domain containing 6), presente nos
dendritos (Blankman; Simon; Cravatt, 2007; Marrs et al., 2010).

A producao de N-araquidonoil etanolamina parte da hidrolise da N-araquidonoil
fosfatidiletanolamina (NAPE, do inglés N-arachidonoyl phosphatidyl ethanolamine)
pela NAPE- fosfolipase D (NAPE-PLD). A NAPE-PLD também esta presente em
terminais pré-sinapticos (Nyilas et al., 2008). A degradacdo da N-araquidonoil
etanolamina é realizada pela hidrolase de amidas de acidos graxos (FAAH, do inglés
fatty acid amide hydrolase) (Cravatt et al., 2001).

O sistema endocanabindide representa um importante sistema de modulagao
do eixo hipotalamo-pituitaria-adrenocortical em adultos (Hill; McEwen, 2010; Morena
et al., 2016a; Riebe; Wotjak, 2011). Além disso, estudos demonstram que os
endocanabindides e os receptores canabinddeis tém um papel chave nos processos
de neurogénese, migragdo neuronal, alongamento axonal sinaptogénese e poda
sinaptica (Mulder et al., 2008).

2.6. O estresse afeta o sistema dopaminérgico e o sistema endocanabindide

O hipocampo é uma estrutura plastica, e bastante suscetivel a danos induzidos
pelo estresse repetido (Kim; Diamond, 2002). A descoberta de receptores de
glicocorticoides e mineralocorticoides no hipocampo, uma regido importante para a
formacao da memoria episddica e espacial, tornou-se peca-chave para entender como
como estes horménios circulantes afetam fungbes cerebrais superiores (Figueiredo;
Dolgas; Herman, 2002; Kim; Diamond, 2002; McEwen; Weiss; Schwartz, 1968). Foi
demonstrado que o aumento dos niveis de corticosterona circulantes induzido pelo
estresse leva a um encolhimento e reducao de espinhas dendriticas no hipocampo
(Krishnan; Nestler, 2008; McEwen, 2016; McEwen; Weiss; Schwartz, 1968). Os
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glicocorticédeis podem modular a excitabilidade de neurbnios hipocampais,
influenciando a magnitude da potenciagao de longa duragéao (LTP, do inglés long-term
potentiation) (de Vargas et al., 2017; Pavlides; Nivon; McEwen, 2002); participar na
regulacdo da neurogénese de neurdnios granulares do giro denteado (DG, do inglés
dentate gyrus), juntamente com aminoacidos excitatérios como NMDA (McEwen,
2016; Reshetnikov et al., 2020); e promover uma atrofia dendritica induzida pelo
estresse na regiao CA3 do hipocampo, um processo que resulta em prejuizo na
aprendizagem de memoéria espacial (McEwen, 2016, 2017).

Além do hipocampo, neurbnios dopaminérgicos da area tegmental ventral
também sofrem plasticidade induzida pelo estresse (Douma; de Kloet, 2020). Os
receptores de GC sdo encontrados na area tegmental ventral e podem mediar
comportamentos de recompensa (Hensleigh; Pritchard, 2013; Mizoguchi et al., 2021).
Interessantemente, Berry et al. (2016) demonstraram que a CORT aumenta a
sinalizagao de receptores glutamatérgicos do tipo NMDA para promover a atividade
dopaminérgica da area tegmental ventral (Berry et al., 2016). A area tegmental ventral
conecta-se com o hipocampo e tem papel importante na consolidacao e persisténcia
de diferentes tipos de memoarias (Castillo Diaz et al., 2022; Han et al., 2020; Lisman;
Grace, 2005). O estresse cronico pode causar alteragdes estruturais que incluem a
reducao no tamanho de corpos de neurdnios dopaminérgicos por reducao de fatores
neurotréficos, levando a perda de neurbnios dopaminérgicos na area tegmental
ventral (Chu et al., 2007; Sugama; Kakinuma, 2016).

O impacto negativo do estresse também pode ocorrer no locus coeruleus,
estrutura reconhecidamente moduladora do processo de consolidagao de memorias
dependentes do hipocampo (Kempadoo et al., 2016; Takeuchi et al., 2016; Yamasaki;
Takeuchi, 2017). Apesar das proje¢des noradrenérgicas para o hipocampo e seu
papel nos processos de consolidacdo de memodrias terem sido amplamente estudados
nos ultimos anos (da Silva de Vargas et al., 2017; Mello-Carpes; Izquierdo, 2013),
estudos recentes ressaltam o papel das projecbes dopaminérgicas LC-HP no
processo de consolidacdo de diferentes tipos de memadrias. Em um estudo recente,
Kempadoo et al. demonstraram que a maior parte das projecdes dopaminérgicas para
a regiao dorsal do hipocampo sao oriundas do locus coeruleus (Kempadoo et al.,
2016). A ativagao optogenética de neurdnios do locus coeruleus, por sua vez, levou a
liberagdo de dopamina no hipocampo dorsal (Kempadoo et al., 2016). Além disso, a
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aprendizagem espacial promovida pela ativagao de neurbnios catecolaminérgicos do
locus coeruleus foi prejudicada pela a infusdo de um bloqueador de receptores
dopaminérgicos D1/D5 no hipocampo (Kempadoo et al., 2016). Receptores de GC séo
encontrados no locus coeruleus e sua expressao € aumentada mediante uma situagao
estressora (Li; Han; Shi, 2011); dessa forma, o estresse repetido regula a expressao
génica de receptores de GC no locus coeruleus, bem como a expressao de enzimas
importantes para a sintese de dopamina (Makino; Smith; Gold, 2002).

Os endocanabionodides também tém envolvimento em situagdes de estresse. O
SEC desempenha um papel importante em muitas doengas psicopatoldgicas, tais
como depressao e ansiedade (Bortolato et al., 2006; Rubino et al., 2008; Rubino;
Zamberletti; Parolaro, 2012). Contudo, dados sobre o impacto da manipulagéo do SEC
ainda sao contraditérios. Por exemplo, foi demonstrado que drogas que prolongam a
atividade do SEC, por inibir a recaptacdo ou a degradagdo de eCB, afetam o
comportamento do tipo ansioso em roedores (Haller et al., 2004; Manduca et al.,
2015). Por outro lado, estudos mostram que agonistas canabindides tem efeitos
antidepressivo e ansiolitico (Abush; Akirav, 2013; Bortolato et al., 2007; Segev et al.,
2014).

2.7. Periodo hiporreponsivo ao estresse (SHRP)

Os primeiros dias pés-natal (DPN) sao importantes para o desenvolvimento do
SNC. Em animais experimentais, o periodo hiporreponsivo ao estresse (SHRP, do
inglés stress hyporesponsive period) compreende o periodo do dia pés-natal 4 — 14

em ratos (1 — 12 em camundongos) (Schmidt et al., 2003).
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Certos aspetos do comportamento maternal desempenham um papel
importante na regulagdo do eixo hipotalamo-pituitaria-adrenocortical durante SHRP,
tais como os comportamentos de limpeza/lambida (do inglés licking) e de alimentagéo
(do inglés feeding) (Suchecki; Rosenfeld; Levine, 1993). Durante o SHRP, a interacéo
mae-filhote suprime os niveis basais de GC (Champagne; Ronald de Kloet; Joéls,
2009; De Kloet et al.,, 2005) e tem como principal fungdo biolégica proteger o
desenvolvimento do SNC contra flutuagdbes nos niveis de GC circulantes
(Champagne; Ronald de Kloet; Joéls, 2009) (Figura 7).
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Figura 7. Periodo hiporreponsivo ao estresse (SHRP). Estudos iniciais demonstraram que os
primeiros dias de vida sao caracterizados por uma baixa resposta ao estresse. Assim, camundongos
submetidos a 30 minutos de estresse (um ambiente com novidade — maravalha nova) nao tiveram
aumento nos niveis corticosterona circulantes. Fonte: adaptada de Schmidt et al. (2003)Schmidt et al.
(2003)Schmidt et al. (2003).

Durante o SHRP, o cérebro € um 6rgao especialmente sensivel a flutuagoes
hormonais induzidas pelo estresse. Nesse sentido, um evento estressor pode
aumentar a expressao de mRNA para hormonio liberador de corticotropina no nuclero
paraventricular dentro de 30 minutos (Smith et al., 1997). O hormdnio liberador de
corticotropina esta envolvido na resposta ao estresse durante o SHRP, tanto a niveis
hipotaldamico como em outras regides limbicas, como a amigdala basolateral e o
hipocampo (Brunson et al., 2001; Schmidt et al., [s. d.]; Smith et al., 1997). O
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hipocampo exerce um efeito inibitério do eixo hipotalamo-pituitaria-adrenocortical
(Sousa; Cerqueira; Almeida, 2008).

A expressao de receptores de GC no cérebro é relativamente baixa durante o
SHRP e gradualmente aumenta até alcangar os niveis adultos apés o desmame
(Pryce, 2008). Entretanto, a afinidade dos GC pelos seus receptores no hipocampo
nesta fase € muito maior do que em adultos (Pryce, 2008). Os GC estao envolvidos
na neurogénese, diferenciagdo e apoptose durante o periodo de desenvolvimento do
cérebro (Almeida et al., [s. d.]; Champagne; Ronald de Kloet; Joéls, 2009). As baixas
doses de GC circulantes, devido a interagao mae-filhote durante o SHRP, ajudam a
manter um equilibrio entre proliferagdo, maturacao e eliminagdo de células gliais e
neurais (Almeida et al., [s. d.]; Champagne; Ronald de Kloet; Joéls, 2009).

Durante o SHRP ha uma grande producgéo, proliferagdo, migragdo e maturagao
de células neurais e gliais (Gotz; Huttner, 2005; Jin, 2016). Os mecanismos de
producado e migragdo de novos neurbnios vém sendo amplamente estudados nas
ultimas décadas e podem estender-se ao longo da vida adulta, tanto em animais
quanto em humanos (Go6tz; Huttner, 2005; Jin, 2016; Moreno-Jiménez et al., 2021). O
SHRP também é marcado pela mielinizagdo em massa de neurbnios a partir da
maturagao de células progenitoras de olidendrécitos que formam a bainha de mielina
(Cope; Gould, 2019; Lin; Bergles, 2004). A mielina aumenta a velocidade de condugao
de impulsos nervosos e sintetiza fatores tréficos que influenciam no tamanho e no
didmetro axonal (Cope; Gould, 2019; Lin; Bergles, 2004).

Mudancgas anatémicas e funcionais de regides subcorticais e corticais ocorrem
durante todo o SHRP. A maturacao de areas encefalicas como o locus coeruleus, area
tegmental ventral e hipocampo também obedece a remodelagdo sinaptica e o
aumento da conectividade entre neurbnios antes da vida adulta. Assim, qualquer
alteracdo ou estresse durante os primeiros anos de vida pode alterar o processo
normal do neurodesenvolvimento, principalmente em areas relacionadas a cogni¢ao
(Douma; de Kloet, 2020; Kim; Diamond, 2002; Kurban et al., 2023; Minné; Marnewick;
Engel-Hills, 2023).
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2.8. O estresse no inicio da vida

Apesar de estudos iniciais demonstrarem que 30 minutos de estresse durante
os primeiros dias de vida nao alteram os niveis de corticosterona circulante (Schmidt
et al., 2003), posteriormente foi demonstrado que o estresse prolongado durante o
periodo neonatal pode levar a uma desregulacdo do eixo hipotalamo-pituitaria-
adrenocortical, com aumento na expressdo de mMRNA para hormdnio
adrenocorticotrépico e HORMONIO LIBERADOR DE CORTICOTROPINA
(Champagne; Ronald de Kloet; Joéls, 2009; Walkerf et al., 1991). Contudo, a
magnitude da resposta é significativamente menor do que aquela encontrada em
animais fora do SHRP e de adultos (Champagne; Ronald de Kloet; Joéls, 2009;
Schmidt et al., 2003; Walkerf et al., 1991).

A respeito do estresse durante o SHRP, restringir a interagdo mae-filhote
durante o SHRP pode levar a uma fungdo anormal do eixo hipotalamo-pituitaria-
adrenocortical e ao aumento da resposta ao estresse (De Kloet et al., 2005). As
alteracbes endodcrinas durante o periodo sensivel de desenvolvimento do SNC
acarretam modificagdes neuroquimicas, principalmente em estruturas do sistema
limbico (Kim; Diamond, 2002; Krugers et al., 2012; Schmidt et al., [s. d.]; Smith et al.,
1997). Modificagbes estruturais e funcionais podem ocorrer e se prolongar até a vida
adulta e estao relacionadas com uma maior prevaléncia de transtornos psiquiatricos,
como esquizofrenia e depressao, alteragcbes comportamentais e prejuizos cognitivos
(Kurban et al., 2023; Radley et al., 2004; Rentesi et al., 2013).

Diferentes protocolos de privagdao maternal (PM) vém sendo amplamente
usados para investigar os efeitos do estresse no inicio da vida (Schmidt et al., [s. d.]).
Esses protocolos podem variar em intensidade/duracédo, dependendo da quantidade
de horas em que a mae é separada da ninhada, podendo variar de minutos até 24h;
e frequéncia, representando o numero de vezes/dias em que a mée sera separada da
ninhada, podendo variar entre 1 dia até 14 ou 21 dias. Em geral, os protocolos que
utilizam alta intensidade/duracgéao (ex.: 24h de PM), utilizam uma baixa frequéncia (ex.:
1 dia de PM). Por outro lado, protocolos que utilizam uma baixa intensidade (ex.: 3h
de PM), utilizam uma alta frequéncia (ex.: 10 dias de PM) (Alves et al., 2020; Marco et
al., 2015).
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Nesse sentindo, separar a mae da ninhada por 24h resulta em um aumento
significativo nos niveis basais de CORT, com a ativagao do eixo hipotalamo-pituitaria-
adrenocortical acorrendo de 4 a 8h de auséncia maternal (Schmidt et al., [s. d.]). Uma
das consequéncias da separagao maternal € aumentar a sensibilidade da glandula
adrenal ao hormdnio adrenocorticotrépico, uma vez que uma dose menor de hormdnio
adrenocorticotropico € necessaria para induzir a secregdao de CORT (Levine, 2005;
Suchecki; Rosenfeld; Levine, 1993). Outro fator importante € que, embora os niveis
de horménio adrenocorticotrépico sejam equivalentes em ninhadas privadas e néo
privadas do contato maternal, os niveis de CORT sao maiores na ninhada privada
(Levine, 2005; Suchecki; Rosenfeld; Levine, 1993). Provavelmente, esses efeitos
sejam mediados por sinais metabdlicos, uma vez que reposi¢cao de glicose ou o
bloqueio dos receptores de grelina durante a PM previne a ativagdo do eixo
hipotalamo-pituitaria-adrenocortical (Schmidt et al., 2006). Nesse sentido, a PM altera
aspectos neuroendécrinos e comportamentais do eixo hipotalamo-pituitaria-
adrenocortical durante a vida adulta, com aumento da hiperatividade do eixo
hipotalamo-pituitaria-adrenocortical apés a situacdo estressora, aumento do
comportamento do tipo ansioso e prejuizo cognitivo (Rentesi et al., 2013).

O estresse cronico no inicio da vida pode promover mudangas no cérebro que
podem persistir até a vida adulta (Neves et al., 2020; Sapolskyf; Krey; Mcewen, 1986).
Os modelos de PM que utilizam baixa intensidade/duracao e alta frequéncia causam
déficits na aprendizagem e na memoaria de diferentes tarefas que persistem até a vida
adulta em ratos machos (Carrazoni et al., 2023; Neves et al., 2020), sem promover
alteracdes na atividade locomotora, exploratéria, comportamento do tipo ansioso ou
depressivo (Carrazoni et al., 2023; Menezes et al., 2020; Neves et al., 2020). O
hipocampo, estrutura altamente requisitada para processos mneménicos, tem grande
quantidade de receptores de glicocorticoides, cuja estimulagédo crbonica pode levar a
prejuizos cognitivos (Asem; Rajwa, 2022; Hensleigh; Pritchard, 2013; Magarii~os;
Mcewen, 1995).

Os prejuizos cognitivos relacionados ao estresse crénico induzido pela PM tém
sido relacionados com alteragdes morfologicas e funcionais em estruturas importantes
para os processos cognitivos (Benetti et al., 2015; Janetsian-Fritz et al., 2018; Krugers
et al., 2012; Neves et al., 2020; Rentesi et al., 2013). Por exemplo, Benneti et. al.
demonstraram que a estimulacdo de receptores histaminérgicos na amigdala
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basolateral (Benetti et al., 2015) e no hipocampo (Benetti et al., 2012b) reverte os
déficits de memoaria aversiva induzidos pela PM.

Estudos recentes também demonstraram o impacto da PM no sistema
dopaminérgico hipocampal do cértex pré-frontal (Majcher-Maslanka et al., 2017;
Neves et al., 2020). A exposigao a GC no periodo neonatal afeta o desenvolvimento
do sistema dopaminérgico e a expressao e a fungdo dos receptores D1 e D5 em
diferentes estruturas do cérebro, tais como o coértex pré-limbico e o estriado (Majcher-
Maslanka et al., 2017). Como previamente mencionado,a privagdao de cuidado
maternais no inicio da vida esta relacionada a déficits cognitivos e ao desenvolvimento
de doengas psiquiatricas como a depressao e esquizofrenia, doengas cuja
fisiopatologia parece envolver alteracées dopaminérgicas (Dahoun et al., 2019; Pacak;
Palkovits, 2001).

O SEC, por sua vez, esta em desenvolvimento, principalmente no cérebro fetal,
nos estagios iniciais da gravidez (Fernandez-Ruiz et al., 2000). No cérebro humano,
os receptores CB1 podem ser encontrados ja na 142 semana de gestagdo, com
expressao em regides como o cortex, hipocampo e no cerebelo (Mato; Del Olmo;
Pazos, 2003). A expressao dos receptores CB1 continua aumentando durante toda a
adolescéncia até atingir altos niveis no inicio da vida adulta (Herkenham et al., 1990;
Mackie, 2005; Wang et al., 2003). H4 um aumento da expressao desses receptores
nas regidoes CA2 e CA3 do hipocampo e na amigdala perto da 20? semana fetal (Mato;
Del Olmo; Pazos, 2003; Wang et al., 2003).

Além da regulagdo do estresse e o controle do desenvolvimento neural
(Bermudez-Silva et al., 2010; Cota, 2008), o SEC tem papel na neuroprote¢ao e na
plasticidade do cérebro (Colangeli et al., 2017; Wu et al., 2010). Pesquisas em animais
e humanos sugerem que o estresse no inicio da vida aumenta o risco de
desenvolvimento de doencgas relacionadas ao estresse (Levine, 2005; Suarez et al.,
2009). Nesse sentido, estudos tém demonstrado que a PM durante o periodo neonatal
leva a alteracao na expressdao de mRNA dos receptores CB1 em regides limbicas do
cérebro (Suarez et al., 2009; Viveros et al., 2009). Tais efeitos parecem ser
dependentes da idade e do sexo (Suarez et al., 2009; Viveros et al., 2009). Em ratos,
a PM produz efeitos agudos e de longo prazo no ECS do sistema limbico (Llorente et
al., 2008; Marco et al., 2013; McLaughlin et al., 2016). Assim, em animais submetidos
a PM, o cortex pré-frontal exibe uma persistente reducéo de receptores CB1 durante
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a adolescéncia e a vida adulta (Morena et al., 2016a, 2016b). Além disso, Suarez et
al. (2009) mostraram que a PM produz uma redugéo na expressao de receptores CB1

no hipocampo (Suarez et al., 2009).
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3. JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS

3.1. Justificativa

O processo de desenvolvimento do Sistema Nervoso (SN) continua mesmo
apdés o nascimento. Eventos estressores que ocorrem durante o periodo deste
desenvolvimento geram consequéncias que persistem ao longo de toda a vida, tanto
em animais quanto em humanos (Caligskan; Mdller; Albrecht, 2020; Gonzalez-Acosta;
Rojas-Cerdn; Buritica, 2021; Majcher-Maslanka et al., 2017). Assim, eventos
estressores que ocorrem antes do nascimento, tais como infeccio intrauterina, pré
eclampsia e prematuridade podem acarretar prejuizos significativos no processo de
desenvolvimento do SN (Murray et al., 2017), mas os primeiros dias (em animais) ou
anos (em humanos) de vida também representam um periodo sensivel no processo
de desenvolvimento do sistema nervoso (Tractenberg et al., 2020).

O estresse no inicio da vida tem sido relacionado ao desenvolvimento de
transtornos psiquiatricos durante a vida adulta. Em humanos, os crescentes casos de
pessoas que desenvolveram transtornos psiquiatricos na fase adulta tém sido
relacionados a um histérico de eventos estressores durante os primeiros anos de vida,
tais como negligéncia, abuso sexual e trauma (Murray et al., 2017; Nemeroff, 2016).
Em animais, estudos que utilizam diferentes tipos de estresse tém vinculado
alteracbes morfofuncionais e neuroquimicas com a mudancas comportamentais
caracteristicas de doencgas psiquiatricas, tais como depressao e ansiedade (Marco et
al., 2015; Murgatroyd et al., 2015; Zhang et al., 2021). Além disso, 0 estresse no inicio
da vida impacta negativamente os processos cognitivos durante a vida adulta
(Menezes et al., 2017, 2020; Neves et al., 2015; Sosa et al., 2019).

Um fator importante a ser considerado é que o estresse pode afetar de formas
diferentes homens/machos e mulheres/fémeas (Heller, 1993; Holden, 2005; Kajantie;
Phillips, 2006; Simon; Czéh; Fuchs, 2005; Urban et al., 2019). As variagbes na
resposta ao estresse tém sido sugeridas como um fator de risco relevante para
problemas de saude que afetam de forma especifica homens e mulheres (Bruce et al.,
2005; Heller, 1993). Estudos em humanos tém demonstrado que mulheres
submetidas ao estresse sao significativamente mais propensas do que homens a
desenvolver desordens de ansiedade e comportamento depressivo ao longo da vida
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(Bruce et al., 2005; Heller, 1993; Holden, 2005; Lundberg, 2005). Por outro lado,
homens parecem ser mais propensos ao uso de drogas e a desenvolver
comportamentos agressivos (Holden, 2005; Kajantie; Phillips, 2006; Lundberg, 2005).
Assim, pesquisas em animais tém buscado investigar os mecanismos subjacentes ao
efeito do estresse em machos e fémeas (Farrell et al., 2016; Urban et al., 2019; Viveros
et al., 2009). Em um estudo recente, Urban et al. (2019) demonstraram que o estresse
crénico durante a vida adulta promoveu um aumento da ramificacdo dendritica da
lamica V do cortex pré-frontal de ratos machos, tendo o efeito oposto em ratas fémeas
(Urban et al., 2019). Além disso, o estresse no inicio da vida aumenta a neurogénese
hipocampal em machos, mas reduz a neurogénese hipocampal em ratas fémeas
submetidas a PM (Oomen et al., 2009).

Diferentes modelos animais foram propostos para mimetizar o estresse durante
o periodo neonatal (Lee; Jung, 2024). Modelos de estresse que limitam a quantidade
de material para a confeccéo do ninho durante os primeiros dias de vida, por exemplo,
podem induzir a uma mudanga no comportamento materno, levando a um estresse
para a ninhada (Lee; Jung, 2024). Modelos de auséncia de cuidados no inicio da vida
também representam um potente estressor. Em roedores, modelos de privagao
maternal que variam de intensidade/duracdo e frequéncia tém sido amplamente
estudados (Krugers et al., 2012; Marco et al., 2015). Um destes modelos privagéo
maternal (PM) é realizado durante os dez primeiros dias (3 horas/dia), e culmina em
alteragdes da fungéo cognitiva, como o déficit de memdria (Benetti et al., 2009, 2012b,
2015; Menezes et al., 2020; Neves et al., 2015, 2020).

Estudos do nosso e de outros grupos de pesquisa mostram que PM leva a
modificagcdes neuroquimicas em estruturas encefalicas importante para processos
cognitivos, tais como a amigdala, hipocampo e cortex pré-frontal (Benetti et al., 2009,
2012b, 2015; Menezes et al., 2020; Neves et al., 2020). Além disso, modificagdes
morfolégicas no cortex pré-frontal, hipocampo e na amigdala também foram
encontradas em animais submetidos a PM (Farrell et al., 2016; Humphreys et al.,
2019; Murgatroyd et al., 2015). Interessantemente, Sousa, et al. (2014) demonstraram
que, além dos déficits cognitivos, a PM leva a uma redugao da potenciagao de longa
duracgao hipocampal em ratos idosos (Sousa et al., 2014). Os prejuizos induzidos pela

PM também compreendem alteracdes em diferentes sistemas de neurotransmissores,
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tais como o sistema colinérgico, histaminérgico, dopaminérgico e endocanabindide
(Benetti et al., 2009, 2012b; Neves et al., 2020; Suarez et al., 2009).

Estudos utilizando modelos de PM demonstram que este protocolo promove
um desequilibrio do sistema dopaminérgico em diferentes regides do cérebro, tais
como o cortex pré-frontal, hipocampo e a amigdala (Majcher-Maslanka et al., 2017;
Neves et al., 2020; Pascual; Zamora-Ledn, 2007; Romano-Lépez et al., 2016). O
sistema dopaminérgico € uma via que desempenha um papel importante em
respostas emocionais ao estresse (Hirano et al., 2007). Além disso, o sistema
dopaminérgico hipocampal é importante para o processo de consolidagdo e
persisténcia da memoria (Neves et al., 2020; Rossato et al., 2009). Neurdnios
dopaminérgicos de diferentes estruturas encefalicas, tais como o locus coeruleus e a
area tegmental ventral, emitem proje¢des para o hipocampo e participam do processo
de consolidacéo e persisténcia da memaria de longa duragao (Castillo Diaz et al.,
2022; Kempadoo et al., 2016). Contudo, ainda nio esta claro se a PM afeta estruturas
encefalicas mais baixas com proje¢cdes dopaminérgicas para o hipocampo e o quanto
isto influenciaria os processos mnemaonicos.

Assim, buscamos avaliar os efeitos da estimulacdo de duas estruturas
encefalicas com proje¢des dopaminérgicas para o hipocampo, a area tegmental
ventral e o locus coeruleus, em animais com déficits de memoadria induzido pelo
estresse no inicio da vida. Para tal, utilizamos um modelo animal de estresse neonatal
(PM) em ratos. Adicionalmente, realizamos a estimulagdo farmacoldgica da area
tegmental ventral ou do locus coeruleus em animais PM e nao-PM e avaliamos o
impacto na persisténcia da memoaria de longa duragéo de animais machos e fémeas.

Da mesma forma, o sistema endocanabindide parece ter um papel chave como
modulador dos processos de consolidagdo da memoria (Kruk-Slomka et al., 2017). No
entanto, as pesquisas que utilizam substancias agonistas ou antagonistas de
receptores canabindéides ou de enzimas que produzem ou degradam
endocanabindides mostram resultados contraditérios. Por um lado, compostos que
estimulam receptores CB1 e CB2, como o WIN-55, prejudicam a consolidagdo da
memoria espacial (Yim et al., 2008). Por outro lado, a infusdo de WIN-55 na amigdala
basolateral apds o treino da esquiva inibitéria, melhora a consolidagao da memoria de
longa duragdo (Campolongo; Trezza, 2012). Também ja foi demonstrado que o
estresse no inicio da vida leva a modificagdes do sistema endocanabindide (Goldstein
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Ferber; Trezza; Weller, 2021; Hill et al., 2019). Mudangas comportamentais, como o
aumento do consumo de alcool, e alteragcbes emocionais relacionadas ao
comportamento do tipo depressivo e ansioso estdo relacionadas a alteracdes no
sistema endocanabindide induzidas pelo estresse crbénico no inicio da vida (Amancio-
Belmont et al., 2020; Portero-Tresserra et al., 2018). A PM leva a uma redugéo dos
endocanabindides no estriado e no cortex pré-frontal de camundongos (Portero-
Tresserra et al., 2018) e a um aumento da expressao de receptores CB1 do nucleo
accumbens de ratos (Amancio-Belmont et al., 2020)-

Considerando a possivel relagao entre a PM e o SEC, bem como deste ultimo
com 0s processos menmaonicos, nesta tese também procuramos avaliar os efeitos da
manipulacdo do sistema endocanabindide nos déficits de memoria induzidos pelo
estresse no inicio da vida. Para tal, utilizamos um modelo animal de estresse neonatal
(PM) em camundongos, e realizamos a infusdo intraperitoneal de um agonista nao
seletivo dos receptores endocanabindides, avaliando a memoéria espacial.

E extremamente importante que pesquisas sejam realizadas para a melhor
compreensao do impacto de um evento estressor no inicio da vida sobre o
desenvolvimento dos sistemas dopaminérgico e endocanabindide, proporcionando o
crescente conhecimento sobre essa tematica e ampliando as possibilidades para

futuras terapéuticas nesta area.
3.2 Objetivos
3.2.1 Objetivo geral

O objetivo geral deste estudo é investigar o envolvimento dos sistemas
dopaminérgico e endocanabindide nos déficits de memodrias induzido pela privagéo
maternal (PM) em ratos e camundongos.

3.2.2 Objetivos especificos

Os objetivos especificos desta tese incluem:
e Investigar se o déficit de memodria de reconhecimento observado em ratos
machos submetidos a PM também ocorre em ratas fémeas;
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Investigar se estimulacdo farmacoldégica da area tegmental ventral
imediatamente apds a aprendizagem é capaz de reverter o déficit da memaria
de reconhecimento de ratos machos e ratas fémeas submetidos a PM;
Investigar se estimulacdo farmacoldégica da area tegmental ventral
imediatamente apds a aprendizagem é capaz de promover a persisténcia da
memoria de reconhecimento de ratos machos e ratas fémeas submetidos ou
nao a PM;

Investigar se estimulagédo farmacolégica da via dopaminérgica locus coeruleus
— hipocampo imediatamente apds a aprendizagem é capaz de reverter o déficit
da memodria de reconhecimento de ratos machos e ratas fémeas submetidos a
PM;

Investigar se estimulacdo farmacoldgica da via dopaminérgica do locus
coeruleus — hipocampo imediatamente apdés a aprendizagem € capaz de
promover a persisténcia da memoria de reconhecimento de ratos machos e
ratas fémeas submetidos ou ndo a PM;

Investigar se a PM é capaz de induzir déficit de memdria espacial em
camundongos machos e fémeas adultos;

Investigar os efeitos da manipulagdo do sistema endocanabindide nos
possiveis déficits de memodria de camundongos machos e fémeas submetidos
a PM.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Animais

Todos os experimentos que compdem esta tese foram realizados em
concordancia com os Principios Eticos de Experimentacdo Animal.

Os estudos 1 e 2 foram realizados na Universidade Federal do Pampa, campus
Uruguaiana/RS/Brasil, e aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais na
instituicao de ensino (CEUA/Unipampa — protocolo n° 26/2021; Anexo 1). O estudo 3
foi realizado na Katholieke Universiteit Leuven (KUL), Leuven/Bélgica, e aprovado
pelo Comité de Etica no Uso de Animias da KUL (Project No. 034/2023), de acordo
com EU Directive 2010/63/EU (Anexo 2).

Nos estudos 1 e 2, 30 ratas Wistar prenhas (15 para cada estudo) de
aproximadamente 3 meses (300 - 400g) foram obtidas do Biotério Central da
Universidade Federal de Santa Maria (RS) e alojadas no Biotério Institucional
(Unipampa — Uruguaiana/RS). Os animais foram mantidos no Biotério da Unipampa,
em ambiente com temperatura controlada (23 £ 2°C), em ciclo claro/escuro de 12h,
com alimento e agua ad libitum. Para a realizagdo dos experimentos descritos nos
estudos 1 e 2 desta tese, um total de 213 animais (1082/1057') oriundos das proles
das ratas foram utilizadas.

No estudo 3, camundongas prenhas C57BL/6J (n = 10) de 2-3 meses foram
obtidas Janvier Labs (Le Genest-Saint-Isle, FR). Os animais foram mantidos no
Biotério da KUL, em ambiente com temperatura controlada (23 £ 2°C), em ciclo
claro/escuro de 12h, com alimento e agua ad libitum. Para a realizagdo dos
experimentos descritos no estudo 3 desta tese, foram utilizados 67 animais (332/343)

oriundos das proles das camundongas.
4.2 Delineamento experimental
4.2.1 Estudo 1 - Investigacdo dos efeitos da estimulagdo farmacoldgica da area

tegmental ventral nos déficits de memaria induzido pela PM
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Para a realizacao do estudo 1, 15 ratas Wistar prenhas foram acompanhadas

até o dia do nascimento dos filhotes (DPN-0). No primeiro dia apds o nascimento

(DPN-1) os filhotes foram divididos em 4 grupos, de acordo com os procedimentos a

serem adotados ao longo dos experimentos (n = 8 — 12/ grupo/sexo):

(i)

(ii)

(iii)

(iv)

Grupo Controle (n = 99 e n = 97): ratos que foram treinados na tarefa
de reconhecimento de objetos (RO) e, imediatamente apds, receberam
infusdo de solugao salina na area tegmental ventral.

Grupo PM (n =122 e n = 104): ratos que foram submetidos a PM, foram
treinados no reconhecimento de objetoS e, imediatamente apds,
receberam infusao de veiculo na area tegmental ventral.

Grupo NMDA (n = 92 e n = 8J3): ratos que foram treinados no
reconhecimento de objetos e, imediatamente apds, receberam infuséo
de NMDA, um agonista dos receptores glutamatérgicos NMDA na area
tegmental ventral.

Grupo PM + NMDA (n =109 e n = 127): ratos que foram submetidos ao
protocolo PM, foram treinados no reconhecimento de objetos e,
imediatamente apds, receberam infusdo de NMDA na area tegmental

ventral.

Apds, todos os animais foram submetidos a testes de memodria e tarefa de

controle comportamental diferentes tempos apds o treino no reconhecimento de

objetos.

O delineamento experimental do estudo 1 esta ilustrado na figura 8.
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Figura 8. Delineamento experimental do estudo 1. O dia do parto foi considerado dia pds-natal 0
(DPN-0). Do DPN-1 ao DPN-10, metade das ninhadas foi submetida ao protocolo de privagdo materna
(PM). No DP-21, os animais foram desmamados e divididos em diferentes grupos (fémeas/machos;
PM/ndo PM). No DPN-83, os animais foram submetidos a cirurgia estereotaxica para implantacéo de
canulas na area tegmental ventral (ATV). A avaliagdo da memdria de reconhecimento foi realizada a
partir do DPN-90. Apés a recuperacgéao da cirurgia estereotaxica, os animais foram habituados (sesstes
de habituagao) e treinados (sessao de treino) na tarefa de reconhecimento de objetos (RO). Os animais
receberam a infusdo de NMDA ou veiculo na area tegmental ventral imediatamente apds a sessao de
treino no reconhecimento de objetos. As sessbes de teste de reconhecimento de objetos foram
realizadas 24 horas (para avaliar a consolidagao da memoéria de reconhecimento de objetos), 7 e 14
dias apos a sessao de treino (para avaliar a persisténcia da memoaria de reconhecimento de objetos).
Um teste comportamental controle, para verificar os niveis de ansiedade (labirinto em cruz elevado —
LCE), foi realizado em todos os dias de teste (24 horas, 7 e 14 dias). Fonte: Elaborada pelo préprio
autor (2024).

4.2.2 Estudo 2 - Investigagcao dos efeitos da estimulagdo farmacolégica do sistema

dopaminérgico LC-HP nos déficits de memoéria induzido pela PM

Para o estudo 2, 15 ratas Wistar prenhas que foram acompanhadas até o dia
do nascimento dos filhotes (DPN-0). No primeiro dia apds o nascimento (DPN-1) os
filhotes foram divididos em 6 grupos (n = 10 - 13/grupo/sexo), de acordo com os

procedimentos a serem adotados ao longo dos experimentos:
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(i) Grupo Controle (n = 132 e n = 127): ratos que foram treinados na tarefa
de reconhecimento de objetos (RO) e, imediatamente apds, receberam
infusdo de solugdo salina no hipocampo e no locus coeruleus.

(i) Grupo NMDA (n = 119 e n = 12J): ratos que foram treinados no
reconhecimento de objetos e, imediatamente apds, receberam infuséo
de solugéo salina no hipocampo e de NMDA, um agonista dos
receptores glutamatérgicos NMDA, no locus coeruleus.

(iii)  Grupo Timolol + NMDA (n = 129 e n = 103): ratos que foram treinados
no reconhecimento de objetos e, imediatamente apds, receberam
infusdo de Timolol, um antagonista dos receptores B-adrenérgicos, no
hipocampo e de NMDA no locus coeruleus.

(iv)  Grupo PM (n=112 e n =1273): ratos que foram submetidos a PM, foram
treinados no reconhecimento de objetos e, imediatamente apds,
receberam infusdo de solugdo salina no hipocampo e no locus
coeruleus.

(V) Grupo PM + NMDA (n =109 e n = 104): ratos que foram submetidos ao
protocolo PM, foram treinados no reconhecimento de objetos e,
imediatamente apds, receberam infusdo de solugdo salina no
hipocampo e de NMDA no locus coeruleus.

(vij  Grupo PM + Timolol + NMDA (n = 1192 e n = 103): ratos que foram
submetidos ao protocolo PM, foram treinados no reconhecimento de
objetos e, imediatamente apds, receberam infusdo de Timolol no
hipocampo e de NMDA no locus coeruleus.

Apds, todos os animais foram submetidos a testes de memodria e tarefa de

controle comportamental diferentes tempos apds o treino no reconhecimento de
objetos.

O delineamento experimental do estudo 2 esta ilustrado na figura 9.

35



0

DPNO Desmame DPN90-93 DPN9%4 DPN 95 DPN 101 DPN 108 DPN 109
DPN 1 DPN 10 1 l l l 1
Nascimento I I DPN21 DPN 83

Privacao Maternal A ® .\ ¢ L Q\.

(PM) “ N\ | u “ \ !
3h/dia por 10 dias - - : . -

ou Habituagdo Sessdode i Sessdode Sessao de Sessdo de

nao-PM (20 min/ dia Treino + Teste24h Teste 7 dias Teste 14 dias

por4dias) (ObjetoAeB) . (Objeto AeC) (ObjetoAeD) (Objeto EeB)

_ Infusdo de drogas
(Veiculo, Timolof e/ou NMDA)

Figura 9. Delineamento experimental do estudo 2. O dia do parto foi considerado dia pds-natal 0
(DPN-0). Do DPN-1 ao DPN-10, metade das ninhadas foi submetida ao protocolo de privagdo materna
(PM). No DPN-21, os animais foram desmamados e divididos aleatoriamente em diferentes grupos
(fémeas/machos; PM/nao PM). No DPN-83. os animais foram submetidos a cirurgia estereotaxica para
implantagéo de canulas na regido dorsal do hipocampo (HD) e no locus coeruleus (LC). A avaliacao da
memoria de reconhecimento foi realizada a partir do DPN-90. Apds a recuperagdo da cirurgia
estereotaxica, os animais foram habituados (sessdes de habituagao) e treinados (sessao de treino) na
tarefa de reconhecimento de objetos (RO). Os animais receberam infusdo de NMDA ou veiculo (HD/LC)
imediatamente apos a sessio de treino da tarefa de reconhecimento de objetos. As sessdes de teste
no reconhecimento de objetos foram realizadas 24 horas (para avaliar a consolidagdo da memoaria de
reconhecimento de objetos), 7 e 14 dias apds a sesséo de treinamento (para avaliar a persisténcia da
memoria de reconhecimento de objetos). Para verificar os niveis de ansiedade, foi realizado o teste de

labirinto em cruz elevado (LCE) ao final dos experimentos. Fonte: Elaborada pelo préprio autor (2024).

4.2.3 Estudo 3 - |Investigacdo dos efeitos da manipulagdo do sistema

endocanabindide nos déficits de memoaria induzidos pela PM

Para o estudo 3, 10 camundongos fémeas C57BL/6J prenhas foram
acompanhadas até o dia do nascimento dos filhotes (DPN-0). No primeiro dia apds o
nascimento (DPN-1) os filhotes foram divididos em 4 grupos (n = 7 — 11/ grupo/sexo),
de acordo com os procedimentos a serem adotados ao longo dos experimentos:

(i) Grupo Controle (n = 79 e n = 83): camundongos que receberam a

infusdo intraperitoneal de salina 15 minutos antes de cada tarefa

comportamental: teste de memoria espacial no Labirinto Aquatico de
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Nascimento

(ii)

(iii)

(iv)

Morris (LAM), teste de campo aberto (CA) e Labirinto em Cruz Elevado
(LCE);

Grupo PM (n =122 e n = 104): camundongos que foram submetidos a
PM, e que receberam a infusdo intraperitoneal de salina 15 minutos
antes de cada tarefa.

Grupo NMDA (n =92 e n = 84): camundongos que receberam a infusdo
intraperitoneal de WIN-55 (0,5 mg/Kg), um agonista nao seletivo dos
receptores CB1/CB2, 15 minutos antes de cada tarefa.

Grupo PM + NMDA (n = 10Q e n = 123): camundongos que foram
submetidos ao protocolo PM, e receberam a infusao intraperitoneal de

WIN-55 (0,5 mg/Kg), 15 minutos antes de cada tarefa.

O delineamento experimental do estudo 3 esta ilustrado na figura 10.

DPN 1

I

(PM)

3h/dia por 10 dias

ou
nao-PM

—_)

Desmame DPN 90 DPN 97 DPN 101  DPN104 DPN 105
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T DPN 21
Privagao Maternal @;—? @7 —
¢ b \ .
( {
Labirinto em C
Teste 1 Teste 2 Cruz‘Eﬂevac‘o
fLC‘E )
4 .
12 Sessédo 107 Sessédo

DPN 106

1

.

ampo Aberto

(CA)

Infusdo de drogas
(Veiculo ou WIN-55)

Figura 10. Delineamento experimental do estudo 3. O dia parto foi considerado dia pés-natal 0 (DPN-

0). Do DPN-1 ao DPN-10, metade das ninhadas foi submetida ao protocolo de privagdo materna (PM).

No DPN-21, os animais foram desmamados e divididos em diferentes grupos (fémeas/machos; PM/nao

PM). Os testes de memodria iniciaram no DPN-90. Inicialmente, realizamos a fase de treinamento da

tarefa de LAM, que consistiu de 10 sessdes, com 4 trials cada sessdo. Os testes da memoria foram

realizados no DPN-97 e no DPN-104. Apds os testes de memodria, para verificar os niveis de ansiedade,

foi realizado o teste de labirinto em cruz elevado (LCE); e, para avaliar a atividade locomotora e

exploratdria, foi realizado o teste de campo aberto (CA). Fonte: Elaborada pelo proprio autor (2024).
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4.3 Protocolos experimentais e procedimentos

4.3.1 Modelo de privagdo maternal (PM)

Nos trés estudos foi utilizado o protocolo de PM com metade das ninhadas
obtidas, de forma randomizada. Foram obtidas ratas Wistar fémeas (estudos 1 e 2) e
camundongos fémeas (estudo 3) prenhas, que foram mantidas em caixas individuais
até o dia do parto. O dia do parto foi considerado o dia zero (DPN-0). A partir de entéao
as ninhadas foram divididas.

Nas ninhadas submetidas a PM, no dia seguinte ao parto (DPN-01), a mae foi
retirada da caixa por um periodo diario de 3 horas, durante 10 dias seguidos (DPN-01
ao 10). Durante este periodo de PM os filhotes foram mantidos em um ambiente
devidamente aquecido (32°C), para manter a temperatura corporal adequada durante
o periodo que a mae nao estava presente, e ndo foram manipulados pelo
experimentador. Ao final de cada sessdo as maes foram realocadas ao ambiente
original (Benetti et al., 2009).

Os procedimentos foram realizados em ciclo claro, entre as 08h e 16h. Somente
apoés o DPN-11 as caixas dos animais foram limpas normalmente, de acordo com a
rotina do laboratério. No DPN-21 os animais foram desmamados e mantidos em
caixas limpas com 4 animais cada.

As ninhadas nao submetidas a PM nao foram manipuladas no periodo.

4.3.2 Cirurgia estereotaxica

Nos estudos 1 e 2, os animais foram submetidos a cirurgia estereotaxica para

a implantacédo de canulas guias e posterior infusdo de drogas. Para isso, os animais

foram previamente anestesiados com ketamina e xilazina, administrados intra-
peritonealmente (i.p.), nas doses de 75 mg/Kg e 10 mg/Kg, respectivamente.

Para o estudo 1, canulas guias de calibre 27G (com 9 mm de comprimento)

foram implantadas bilateralmente na area tegmental ventral (AP = -4,8; LL = +1.0, DV

= -3.0 mm do bregma). Para o estudo 2, canulas guias de calibre 27G (com 9 mm de

comprimento) foram implantadas na bilateralmente na regido dorsal do hipocampo

(AP =-4,2 mm; LL = £ 3,0 mm; e DV =-2,0 mm) e no locus coeruleus (AP = -9,7 mm,;
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LL = £ 1,3 mm; DV = -3,0 mm). A implantagdo de canulas nas diferentes regides foi
de acordo com as coordenadas do atlas de anatomia Paxinos e Watson (Paxinos;
Watson, 2014). As céanulas foram fixadas com cimento dentario. O tempo de

recuperacgao poés-cirurgica foi de 7 dias.

4.3.3 Infusdo das drogas

Timolol e NMDA foram adquiridos da Sigma-Aldrich e dissolvidos em solugéo
salina 0,9% (Veiculo). O WIN-55 foi adquirido da Sigma-Aldrich e dissolvido em
tampao salina-fosfato 0,1M (Veiculo). Todas as drogas foram previamente diluidas,
armazenadas a -20°C e protegidas da luz até o uso. A escolha das doses foi baseada
em estudos prévios que descreveram a seus efeitos na aprendizagem e na meméria
(An et al., 2024; Lima et al., 2019, 2023).

Para o estudo 1 e 2, as diferentes drogas foram infundidas imediatamente apods
a sessao de treino da tarefa de reconhecimento de objetos (RO), durante na janela de
consolidagdo da meméria. Para a infusdo, nés utilizamos uma seringa Hamilton de
5ul. As drogas foram infundidas bilateralmente, de acordo com os grupos
experimentais especificados abaixo.

No estudo 1, para investigar os efeitos da estimulagdo de neurdnios da area
tegmental ventral (ATV), nds realizamos a infusao bilateral de um volume de 0,5ul/lado
de NMDA (um agonista dos receptores glutamatérgicos do tipo NMDA) a uma
concentragdo de 0,5 ug/ul. Assim, a estimulacao de receptores NMDA exerce um
efeito excitatorio de neurénios da area tegmental ventral (Lima et al., 2023). Uma
agulha de 14 mm (30-G) foi encaixada na canula guia para a infusdo de drogas na
area tegmental ventral.

No estudo 2, para investigar os efeitos da estimulagao da via dopaminérgica do
Locus Coeruleus para o Hipocampo Dorsal (LC-HD), primeiro nés realizamos a
infusao bilateral de um volume de 1pl/lado de Timolol (um antagonista dos receptores
B-adrenérgicos) a uma concentracado de 1ug/ul, na regido CA1 do HD. Imediatamente
apos a infusao de Timolol no HD, nds realizamos a infusdo de um volume de 0,5ul de
NMDA a uma concentragéo de 0,1 ug/ul no locus coeruleus (Lima et al., 2019, 2023).
Essa estratégia farmacoldgica permite diferenciar os efeitos adrenérgicos e
dopaminérgicos da estimulagao do locus coeruleus. Uma agulha de 10 mm e 13 mm
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(30-G) foram encaixada na canula guia para a infusdo de drogas no hipocampo e no
locus coeruleus, respectivamente.

No estudo 3, para investigar os efeitos da manipulagcdo do sistema
endocanabindide na aprendizagem e memoria espacial de camundongos, nos
realizamos a infusao intraperitoneal de 0,5mg/Kg do WIN-55 (um agonista ndo seletivo
dos receptores canabindides do tipo 1 e do tipo 2 - CB1/CB2) 15 minutos antes de
cada sessao da tarefa do labirinto aquatico de Morris (LAM). A infusdo também foi
realizada 15 minutos antes da tarefa de campo aberto e labirinto em cruz elevado (An
etal.,2024)

4.3.4 Testes de avaliacdo da memoria

4.3.4.1 Tarefa de reconhecimento de objetos (RO)

Para os estudos 1 e 2, foram avaliadas a consolidagdo e a persisténcia da
memoria de reconhecimento, através da tarefa de reconhecimento de objetos (RO)
(Ennaceur; Delacour, 1988). Essa tarefa baseia-se na tendéncia natural do animal em
explorar mais o objeto novo em detrimento ao familiar, num contexto conhecido.
Havendo a consolidacdo ou persisténcia da uma memoaria, espera-se que o animal
gaste mais tempo explorando o novo objeto. O aparato utilizado consiste em uma
caixa de madeira com a parte frontal de vidro transparente (50 x 50 x 50 cm).

Para o periodo de habituacdo ao contexto, foi permitida a livre exploracédo do
aparato 20 minutos por dia, durante 4 dias consecutivos. Para a sessao de treino
(aprendizagem), os animais foram colocados novamente no aparato, agora contendo
dois objetos diferentes (nominados A e B), e foi permitida a livre exploragao por 5 min.
Em cada sessdo de teste os animais foram novamente colocados para livre
exploragcéo dos objetos durante 5 minutos, quando um dos objetos foi mantido e o

outro foi substituido por um novo objeto (Figura 11).
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Figura 11. Tarefa de reconhecimento de objetos (RO). Apds habituagao ao ambiente, para a sessao
de treino (aprendizagem), os animais foram colocados no aparato com dois objetos desconhecidos
(nominados A e B) e foi permitida a livre exploragéo por 5 minutos. A consolidagdo da memdria de longa
duracéo (MLD) foi avaliada 24h apds a sessao de treino (Sessao de Teste 24h), utilizando um objeto
familiar e um novo. A persisténcia da memoria de longa duracao foi avaliada 7 dias (Sessao de Teste
7° dia) e 14 dias (Sessao de Teste 14° dia) apds a sessao de treino, sendo, em casa sessao, utilizado
um objeto familiar e um novo. Cada sessao de teste durou 5 minutos. Fonte: Elaborada pelo préprio
autor (2024).

Para testar a consolidagdo da memdéria de longa duragao, os animais foram
reintroduzidos no aparato 24h apds a sessao de treino da tarefa de reconhecimento
de objetos (Objetos A e C). A persisténcia da memoaria de longa duragao foi avaliada
em sessoes de testes realizadas 7 (Objetos A e D) e 14 (Objetos E e B) dias apds a
sessdo de treino (Figura 9).

Todos o0s objetos e combinagbes das sessbes de treino e testes foram
previamente testadas para nao garantir que ndao ha preferéncia por nenhum dos

objetos. Os diferentes objetos estao representados na figura 12.

Objeto A Objeto B Objeto C Objeto D Objeto E
Lego Copoazul Latadourada Lego Cofre vermelho

Figura 12. Objetos utilizados na tarefa de reconhecimento de objetos. Para a sessao de treino da
tarefa de reconhecimento de objetos, nds utilizamos os objetos A e B. Na sessdo de teste 24h, os
objetos A e C foram utilizados. Na sessao de teste 7 dias, foram utilizados os objetos A e D. Por fim,

os objetos E e B foram utilizados na sessao de teste 14 dias.
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O tempo gasto explorando cada objeto foi registrado por um experimentador
cego. Os objetos utilizados nas sessodes de treino e testes eram de plastico, vidro e
outros materiais com as mesmas caracteristicas, como altura (n&o superior a 10 cm),
profundidade e textura, de forma que os animais nao apresentam preferéncia nata por
um dos objetos. A fim de evitar interferéncias olfativas os objetos e o aparato foram

limpados com alcool 70% entre os testes de cada animal.

4.3.4.2 Labirinto aquatico de Morris (LAM)

Para o estudo 3, a aprendizagem e a memodria espacial de camundongos foi
testada utilizando o labirinto aquatico Morris (LAM) (Morris, 1981). O LAM foi realizado
em uma piscina circular de 150 cm diametro cheia de agua (opacificada com tinta
branca atdxica) mantida a 26°C. Uma plataforma redonda de 15 cm foi escondida 1

cm abaixo da superficie da dgua em uma posigao fixa (Figura 13).

Test1 Teste 2

3

12 102
Sessao Sessao

Dia Dia Dia Dia Dia Dia Dia Dia Dia Dia Dia Dia Dia Dia Dia

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12 13 14 15
Teste Teste
1 2
12 22 32 42 52 62 72 82 92 102
Sessdo Sessdo Sessdo Sessdo Sesséd@o Sessdo Sessdo Sessdo Sessdo Sesséd@o

Figura 13. Labirinto Aquatico de Morris (LAM). O LAM ¢ realizado em uma piscina circular cheia de
agua opacificada, com uma plataforma escondida em uma posigao fixa. Para avaliar a aprendizagem
€ memoria espacial, foram realizadas 10 sessbes. Cada sessao da tarefa de LAM consistiu de 4 trials.
Para cada ftrial, o animal é colocado aleatoriamente em uma das 4 posig¢oes iniciais e é contabilizado o
tempo que ele leva para chegar a plataforma. A cada 5 dias de treinamento, foi dado dois dias de
descanso. Antes da 62 sesséo (Teste 1) e dois dias apds a 10? sessao (Teste 2), foram realizados os

testes de memodria espacial. Para a realizagao dos Testes, a plataforma foi removida e foi contabilizado
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o tempo que o animal permaneceu no quadrante alvo (quadrante onde estava a plataforma). Fonte:

Elaborada pelo préprio autor (2024).

Cada sessao de treinamento diario consistiu em quatro tentativas (trials) de
natagcado para encontrar um refugio (plataforma), com intervalo de 15 min entre elas,
comecgando aleatoriamente em uma das quatro posi¢des iniciais a cada dia. Os
camundongos que nao conseguiram encontrar a plataforma em 100 segundos foram
guiados até ela. Ao encontrar a plataforma, os animais tiveram que permanecer nela
por 30 segundos antes de retornarem as suas gaiolas moradia.

Os camundongos foram treinados para localizar a plataforma durante 10 dias
nao consecutivos (aquisicdo). A cada 5 dias de treinamento, foi dado dois dias de
descanso. Foi realizado um teste (Teste 1) no oitavo dia (antes da 62 sessao) e um
segundo teste (Teste 2) no décimo quinto dia (Figura 13). Durante estes Testes, a
plataforma foi removida da piscina.

Para as sessdes de aquisi¢ao, a variavel analisada foi a média de tempo para
encontrar a plataforma nas 4 tentativas diarias. Para as sessdes de teste,
contabilizamos o tempo de permanéncia no quadrante alvo (aquele onde estava a

plataforma).

4.3.5 Testes de controle comportamental

Os testes de controle comportamental foram realizados para verificar se a PM,
cirurgias ou outros procedimentos n&o interferiram em parametros comportamentais
que poderiam influenciar os resultados dos testes de memoaria.

No estudo 1 e 2 o comportamento do tipo ansioso foi avaliado na tarefa de
Labirinto em Cruz Elevado (LCE) para ratos. O LCE consiste em uma plataforma em
cruz com 60 centimetros de comprimento em cada braco, posicionada a 70 cm de
altura; dois bracos contralaterais do labirinto possuem paredes elevadas, sendo
denominados de bracos fechados, e os outros dois ndo possuem paredes, sendo
denominados bragos abertos. Cada animal foi colocado no centro do labirinto e foi
permitida a livre exploracdo. O numero de entradas e o tempo de permanéncia nos
bracos fechados foram registrados durante uma sessado de 5 mim. Quanto mais

ansioso estiver o animal, maior a tendéncia de permanéncia nos bracos fechados e
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maior o numero de entradas nestes bragos (Pellow S et al, 1985). Além disso,
utilizamos o tempo total de exploragcao dos dois objetos durante a sessao de treino e
as sessoOes de testes da tarefa de reconhecimento de objetos como um pardmetro
para avaliar a atividade exploratéria desses animais.

No caso dos camundongos, utilizados no estudo 3, a mesma tarefa foi utilizada,
com 0 mesmo objetivo, mas com algumas adaptagdes no protocolo, considerando as
diferencas entre as espécies. A tarefa foi realizada em um aparato em forma de cruz,
com dois bragos abertos e dois fechados a 50 cm de altura do nivel do solo. O tempo
nos bracos fechados foi medido durante 10 min. No estudo 3 também avaliamos a
atividade locomotora e exploratéria e o comportamento ansioso utilizando a tarefa de
campo aberto (CA). A tarefa foi realizada em uma arena de Plexiglas transparente (50
x 50 cm). Apds 30 min de adaptagéo ao escuro, os animais foram colocados no canto
da arena e a exploragao foi gravada por 10 min com uma camera suspensa e software
de rastreamento ANY-maze (Stoelting Co, lllinois, EUA). A distancia percorrida e o

tempo de permanéncia no centro do aparato foram considerados.

4.4 Anadlise estatistica

Em todos os estudos, os dados foram verificados quanto a normalidade da
distribuicao por meio do teste de Shapiro-Wilk.

Nos estudos 1 e 2, o tempo de exploragao (em segundos) de cada objeto na
tarefa reconhecimento de objetos foi registrado e convertido em uma porcentagem do
tempo total de exploragao. O Teste-t de uma amostra foi utilizado para comparar a
porcentagem do tempo total de exploragdo gasto em cada objeto com uma média
tedrica (50%). Consideramos a capacidade do animal de passar mais de 50% do
tempo total explorando o novo objeto como retengao de memoéria.

Calculamos o indice de Discriminagdo (ID) e utilizamos esse indice como
parametro de memoria para a comparagao entre grupos. O ID considera o tempo
gasto explorando o novo objeto (Tnovo, em segundos), o tempo gasto explorando o
objeto familiar (Tfamiliar, em segundos) e o tempo total de exploragéo de dois objetos
(Ttotal, em segundos) da tarefa de reconhecimento de objetos e foi calculado

considerando:
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Tnovo — Tfamiliar
Ttotal

Nos estudos 1 e 2, os dados do ID foram comparados por meio da ANOVA de

Indice de discriminacio (ID) =

duas vias, considerando separadamente o sexo masculino ou feminino. Além disso,
no estudo 1, os dados do ID também foram comparados por meio da ANOVA de trés
vias, incluindo o sexo como uma terceira variavel.

O tempo total de exploragao durante a tarefa de reconhecimento de objetos
(testes) e os dados de LCE foram analisados por meio de ANOVA trés vias (no estudo
1) e ANOVA de duas vias (no estudo 2). O teste de comparagdes multiplas de Tukey
foi utilizado quando necessario.

No estudo 3, utilizamos o teste ANOVA de medidas repetidas para a avaliacédo
do tempo necessario para encontrar a plataforma de cada sessao de treinamento dos
camundongos machos e fémeas ao longo do tempo. Para a analise dos dados dos
dias de teste (Testes), nds utilizamos o Teste-t de uma amostra para comparar a
média de tempo no quadrante alvo de cada grupo com uma média tedrica de 25%.

O tempo de permanéncia no centro e a distancia percorrida no CA foram
comparados por meio da ANOVA de trés vias. O tempo de permanéncia nos bracos
fechados durante o LCE foi analisado por meio de ANOVA trés vias, sendo utilizado

teste de comparagdes multiplas de Tukey quando necessario.
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5 RESULTADOS

5.1 Estudo 1

5.1.1 A PM promove déficits de memodria reconhecimento de objetos em ratos
machos; a infusdo de NMDA na area tegmental ventral reverte o déficit de memoaria
relacionado ao PM e promove a persisténcia da memadria reconhecimento de objetos

em ratos machos

Utilizamos a tarefa de reconhecimento de objetos para avaliar o envolvimento
da area tegmental ventral nos déficits de memodria induzidos pela PM em ratos
machos. Nesta tarefa, como esperado, durante a sessao de treino, ratos machos de
todos os grupos (Controle e PM) exploraram cada um dos objetos (A e B) em cerca
de 50% (P > 0,05) (Figura 14A).
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Figura 14. Efeitos da PM e da estimulagdo da area tegmental ventral na consolidagao e
persisténcia da memoria de reconhecimento de objetos (RO) em ratos machos. A. Sessao de
treinamento de tarefa de reconhecimento de objetos. Ratos machos dos grupos Controle e Privagao
Maternal (PM) exploraram os dois objetos desconhecidos (denominados A e B) por um periodo de
tempo semelhante (cerca de 50% do tempo total de exploragéo). B. Sesséo de teste de 24 horas em
ratos machos. Ratos machos dos grupos Controle, NMDA e PM + NMDA exploraram significativamente
mais de 50% do tempo total de exploragdo do novo objeto (denominado C). Ratos machos do grupo
PM exploraram objetos familiares (A, ndo mostrados no grafico) e novos (C) por um periodo de tempo
semelhante (~50% do tempo total de exploracao). C. Sessao de teste do 7° dia em ratos machos. Ratos
machos dos grupos Controle e PM exploraram os objetos familiares (A, ndo mostrado no grafico) e
novos (denominados D no teste do 7° dia) por um periodo de tempo semelhante (~50% do tempo total
de exploracao). Ratos machos de NMDA e PM+NMDA exploraram significativamente mais de 50% do
tempo total de exploragao do novo objeto. D. Sesséo de teste do 14° dia em ratos machos. Ratos
machos dos grupos Controle e PM exploraram os objetos familiares (A, ndo mostrado no grafico) e
novos (denominados E no teste do 14° dia) por um periodo de tempo semelhante (~50% do tempo total
de exploracdo). Ratos machos dos grupos NMDA e PM+NMDA exploraram significativamente mais de

50% do tempo total de exploragdo do novo objeto, demonstrando melhora na persisténcia da memodria.
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n = 8 - 12/grupo; *P < 0,05 no teste-t de uma amostra, considerando média tedrica de 50%. PM = ratos

submetidos a privagcao maternal; NMDA = acido N-metil-D-aspartico (agonista de NMDA).

No teste de 24 horas (teste de consolidagdo da memaria), os ratos machos do
grupo Controle exploraram significativamente mais de 50% do tempo total de
exploragdo do novo objeto (i = 6,265, P = 0,0002; Figura 14B), demonstrando
memoria preservada. Por outro lado, os ratos machos do grupo PM gastaram uma
porcentagem semelhante a 50% do tempo total de exploragdo explorando o objeto
familiar e o novo (te) = 1,006, P = 0,340; Fig. 14B), o que sugere déficits de memodria
reconhecimento de objetos.

Para investigar se a estimulagcéo farmacoldgica da area tegmental ventral pode
reverter os déficits de memaoria de reconhecimento relacionados ao PM, infundimos
NMDA na area tegmental ventral imediatamente apds a sessao de treinamento da
tarefa de reconhecimento de objetos. Ratos machos que receberam infusdo de NMDA
na area tegmental ventral (grupos NMDA e PM + NMDA) apdés a sessao de
aprendizagem exploraram significativamente mais de 50% do tempo total de
exploragdo o novo objeto (t7) = 5,217, P = 0,0012 para o grupo NMDA,; t11) = 11,71, P
< 0,0001 para grupo PM + NMDA; Figura 14B), sugerindo que a estimulagéo
farmacolégica da area tegmental ventral reverte déficits de memdria relacionados a
PM em ratos machos.

Para investigar se a estimulagdo farmacologica da area tegmental ventral
imediatamente apds a sessdo de aprendizagem promove a persisténcia da memoaria
de reconhecimento, testamos a memdéria de reconhecimento de objetos 7 e 14 dias
apos a sessao de treino.

Nos testes de persisténcia de memoaria, os ratos machos do grupo Controle
exploraram de forma semelhante o objeto familiar e o objeto novo no dia 7 (tg) =
0,7815, P = 0,457; objeto D; Figura 14C) e no dia 14 (t) = 1,008, P = 0,3430; objeto
E; Figura 14D), sugerindo um esperado esquecimento fisiolégico. Os ratos machos do
grupo PM exploraram cerca de 50% do tempo total de exploragdo de cada um dos
dois objetos no 7° dia (tg) = 0,778, P = 0,4562; objeto D; Figura 10C) e no 14° dia (t9)
=0,3431, P =0,739; objeto E; Figura 14D), o que era esperado, uma vez que os ratos
machos do grupo PM n&o apresentaram consolidagdo da memoria reconhecimento

de objetos no teste de 24h. Por outro lado, ratos machos do grupo NMDA exploraram
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significativamente mais de 50% do tempo total de exploragdo do novo objeto no dia 7
(t7) = 5,833, P = 0,0006; objeto D; Fig. 14C) e no 14° dia (t7) = 3,711, P = 0,0075;
objeto E; Fig. 14D), demonstrando persisténcia de memoaria. Além disso, os ratos
machos do grupo PM + NMDA passaram mais tempo explorando o novo objeto no dia
7 (t11)=6,730, P < 0,0001; objeto D; Figura 14C) e no 14° dia de teste (tg) = 2,459, P
= 0,0394; Figura 14D).

5.1.2 A PM nao promove déficits de memoaria reconhecimento de objetos em ratas; a
infusdo de NMDA na area tegmental ventral promove a persisténcia da memoaria

reconhecimento de objetos em ratas controle e PM

Também, utilizando a tarefa de reconhecimento de objetos, avaliamos o efeito
da PM e a estimulagao farmacoldgica de area tegmental ventral em ratas fémeas. Na
tarefa de reconhecimento de objetos, como esperado, durante a sessao de treino,
ratas de todos os grupos (Controle e PM) exploraram cada um dos objetos (A e B) em
cerca de 50% cada (P > 0,05; Figura 15A).
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Figura 15. Efeitos da PM e da estimulagdo da area tegmental ventral na consolidagao e
persisténcia da meméria de reconhecimento de objetos (RO) em ratas fémeas. A. Sesséo de
treino da tarefa de reconhecimento de objetos (RO). Ratas fémeas dos grupos Controle e Privagcao
Maternal (PM) exploraram os dois objetos desconhecidos (denominados A e B) por um periodo de
tempo semelhante (cerca de 50% do tempo total de exploragéo). B. Sesséo de teste de 24 horas em
ratas. Ratas fémeas de todos os grupos exploraram significativamente mais de 50% do tempo total de
exploragéo do novo objeto (denominado C). C. Sessao de teste do 7° dia em ratos machos. Ratas
fémeas dos grupos Controle e PM exploraram os objetos familiar (A, ndo mostrado no grafico) e novo
(denominados D no teste do 7° dia) por um periodo de tempo semelhante (~50% do tempo total de
exploragéo). Ratas fémeas dos grupos NMDA e PM+NMDA exploraram significativamente mais de 50%
do tempo total de exploragdo do novo objeto. D. Sessao de teste do 14° dia em ratas. Ratas fémeas
dos grupos Controle e PM exploraram os objetos familiar (A, ndo mostrado no grafico) e novo
(denominados E no teste do 14° dia) por um periodo de tempo semelhante (~50% do tempo total de
exploragéo). Ratas fémeas dos grupos NMDA e PM+NMDA exploraram significativamente mais de 50%
do tempo total de exploragdo do novo objeto, demonstrando melhora na persisténcia da memoaria. n =
8 - 12/grupo; *P < 0,05 no teste t de uma amostra, considerando média tedrica de 50%. PM = ratas

submetidas a privacao maternal; NMDA = acido N-metil-D-aspartico (agonista de NMDA).
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No teste de 24 horas (teste de consolidacédo), as ratas fémeas do grupo
Controle exploraram mais de 50% do tempo total de exploragdo do novo objeto (i) =
5,053, P = 0,001; Fig. 15B), demonstrando memodria preservada. Ao contrario dos
ratos PM machos, as ratas PM fémeas exploraram significativamente mais de 50% do
tempo total de exploragédo do novo objeto (t11) = 3, 529, P = 0, 0047; Fig. 15B),
sugerindo que o PM pode ter um efeito dependente do sexo. Ratas fémeas que
receberam infusdo de NMDA na area tegmental ventral (grupos NMDA e PM + NMDA)
apos a sessao de treino exploraram significativamente mais de 50% do tempo total de
exploragdo o novo objeto (i) = 2,362, P = 0,0458 para o grupo NMDA,; t«) = 8,290, P
< 0,0001 para grupo PM + NMDA; Figura 15B).

As ratas do grupo Controle exploraram por um tempo similar o objeto familiar e
o novo no dia 7 (tg) = 0,361, P = 7,273; objeto D; Figura 15C) e no dia 14 (ts) = 2,172,
P = 0,0617; objeto E; Fig. 15D), sugerindo um esquecimento fisiolégico da memoaria
de reconhecimento. As ratas do grupo PM apresentaram o mesmo comportamento no
7° dia (t(11) = 1,637, P = 0,1299; objeto D; Figura 15C) e no 14° dia (t(11) = 1,3387, P =
0,1928; objeto E; Fig. 15D). Por outro lado, as ratas do grupo NMDA exploraram
significativamente mais de 50% do tempo total de exploragdo do novo objeto no dia 7
(te) = 6,156, P = 0,0003; objeto D; Fig. 15C) e no dia 14 dia (i) = 2,649, P = 0,0293;
objeto E; Fig. 11D), sugerindo persisténcia de memaria. Além disso, as ratas do grupo
PM + NMDA passaram mais tempo explorando o novo objeto no dia 7 (t¢) = 3,076, P
< 0,0132; objeto D; Figura 15C) e no 14° dia de teste () = 6,206, P = 0,0002; Figura
15D).

5.1.3 A PM reduz o ID em ratos machos, e a infusdo de NMDA na area tegmental
ventral reverte o déficit de memodria relacionado ao PM; as ratas fémeas sao resilientes

ao impacto da PM

N6s utilizamos o indice de Discriminac&o (ID) de um novo objeto para comparar
diferentes grupos. O ID é baseado na diferenga de exploragado entre um objeto novo
e um objeto familiar, dividida pelo tempo total de exploragdo dos dois objetos.
Primeiramente, utilizamos o ID para comparar diferentes grupos, considerando

machos e fémeas separadamente.
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Considerando a sessao de teste 24 horas da tarefa de reconhecimento de
3,094; P =0,0873)

= 2,985, P =0,0929), mas houve interagao entre os fatores

objetos, a ANOVA de duas vias nao revelou efeito da PM (F1, 35) =
e infusdo de drogas (F(1, 35
(F@,35 =
comparacgoes revelou que os ratos machos PM tiveram um ID menor que o grupo
3,830, P = 0,0487; Figura 16A). Nao houve diferenca estatisticamente

significativa entre os grupos NMDA e PM + NMDA quando comparados com o grupo

= 4,342, P = 0,0445) no ID de ratos machos. O teste de Tukey para multiplas

controle (qs) =

Controle (P > 0,05 para todos os grupos; Figura 16A). Por outro lado, o grupo PM +

NMDA apresentou ID maior que o grupo PM (qg@s) = 4,077, P = 0,0324; Figura 16A).
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Figura 16. A PM reduz o ID em ratos machos, e a infusdo de NMDA na area tegmental ventral
reverte o déficit de memadria relacionado ao PM; as fémeas sao resilientes aos efeitos da PM no
ID. A - C. indice de discriminagdo de um novo objeto nos testes realizados 24h, 7 e 14 dias ap6s a
sessao de treino da tarefa de reconhecimento de objetos em ratos machos. D — F. indice de
discriminagédo de um novo objeto os testes realizados 24h, 7 e 14 dias apds a sesséo de treino da tarefa
de reconhecimento de objetos em ratas. n = 8 - 12/grupo; *P < 0,05 no teste de Tukey para multiplas
comparagdes em comparagdo ao grupo controle. #P < 0,05 no teste de Tukey para multiplas
comparagdes em comparagao ao grupo PM. PM = ratos machos e fémeas submetidos a privagao

maternal; NMDA = &cido N-metil-D-aspartico (agonista de NMDA); ID = indice de Discriminacéo.

52



Na sessdo de teste 7° dia da tarefa de reconhecimento de objetos, a ANOVA
de duas vias néo revelou efeito de PM (F(1, 35) = 0,2378; P = 0,6288). Houve efeito da
infus&o da droga (F(1, 35) = 26,04, P < 0,0001), e ndo houve interagao entre os fatores
(F(1,35 =0,07309, P = 0,7885) no ID de ratos machos. O teste de Tukey para multiplas
comparagoes nao revelou diferenga estatisticamente significativa no ID entre os ratos
machos PM e os do grupo Controle (qas) = 0,2166, P = 0,9987; Figura 16B). Ratos
machos do grupo NMDA e PM + NMDA tiveram um ID maior que o grupo Controle
(qe@s) = 4,554, P = 0,0140, para o grupo NMDA,; q(s) = 5,806, P = 0,0013, para o grupo
PM + NMDA; Fig. 16B). Da mesma forma, ratos machos do grupo NMDA e PM +
NMDA tiveram um ID maior que o grupo PM (qs) = 4,456, P = 0,0168, para o grupo
NMDA,; q@s) = 5,747, P = 0,0014, para o grupo PM + NMDA; Fig. 16B).

Na sessao de teste 14 dias apods o treino na tarefa de reconhecimento de
objetos, a ANOVA de duas vias nao revelou efeito de PM (F 1,35y = 0,2140; P = 0,1494).
Houve efeito da infusdo da droga (F1, 35 = 12,36, P = 0,0012), sem interag&o entre os
fatores (F¢1, 35 = 2,172, P = 0,1494) no ID de ratos machos. O teste de Tukey para
multiplas comparagdes nao revelou diferenga estatisticamente significativa no ID entre
ratos machos PM e os do grupo controle (qss) = 1,008, P = 0,8914; Figura 16C). Ratos
machos do grupo NMDA apresentaram ID maior que o grupo Controle (qeas) = 4,702,
P =0,0107; Figura 16C). Da mesma forma, ratos machos do grupo NMDA tiveram um
ID maior que o grupo PM (qs) = 3,841, P = 0,0479; Figura 16C). Nao houve diferenca
estatisticamente significativa no ID entre o grupo PM e PM + NMDA (q@as) = 2,184, P
=0,4230; Figura 16C).

No caso das ratas fémeas, para a sessdo de teste 24h da tarefa de
reconhecimento de objetos, a ANOVA de duas vias ndo revelou efeito da PM (F(1, 35
= 0,7631; P = 0,3881) ou da infusdo de drogas (F, 35 = 0,0841, P = 0,7735) no ID,
mas sim interagao entre os fatores (F1,35= 9,015, P = 0,0048). O teste de Tukey para
multiplas comparagdes nao revelou diferenga estatisticamente significativa entre os
grupos (P > 0,05 para todos os grupos; Figura 16D).

Na sessao de teste 7° dia da tarefa de reconhecimento de objetos, a ANOVA
de duas vias no revelou efeito da PM (F(1,36) = 0,03420, P = 0,8543), mas revelou um
efeito de infusdo de drogas (F1, 36) = 6,049, P = 0,0189) e uma interagdo entre os
fatores (F(1,36) = 4,921, P = 0,0329) em ratas fémeas. O teste de Tukey para multiplas
comparagdes nao revelou diferenca estatisticamente significativa no ID na
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comparacao entre as ratas fémeas PM e as do grupo Controle (q@s) = 2,454, P =
0,3208; Figura 16E). O grupo NMDA apresentou maior ID quando comparado ao
grupo Controle (q@s) = 4,469, P = 0,016; Figura 16E). N&o houve diferenca
estatisticamente significativa no ID entre o grupo PM e PM + NMDA (q3e) = 0,2535, P
= 0,9979; Figura 16E).

Na sessao de teste 14° dia da tarefa de reconhecimento de objetos, a ANOVA
de duas vias n3o revelou efeito de PM (F1, 36) = 0,3558, P = 0,5546; Fig. 13F), infusdo
de drogas (F1, 36) = 0,1095, P = 0,7427; Fig. 4F) ou interagao entre os fatores (F(1, 36)
= 0,008950, P = 0,9252; Fig. 4F) em ratas fémeas.

Além da PM e da infusdo de drogas, nds consideramos o sexo como fator para
comparacao do ID. Uma ANOVA de trés vias nao revelou efeito do sexo no ID na
sessao de teste de 24 horas (F(1, 71) = 0,2340, P = 0,6300; Figura 17A), na sesséo de
teste do 7° dia (F¢1, 71) = 3,128, P = 0,0813; Figura 17B) e na sessao de teste do 14°
dia (F¢1, 71) = 0,9609, P = 0,3303; Figura 17C). Os resultados da ANOVA de trés vias

foram detalhados nas tabelas 1, 2 e 3.
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Figura 17. Comparagdes do indice de Discriminagado de Objetos (ID), considerando o sexo como
variavel. A — C. indice de discriminagdo do objeto novo nos testes realizados 24h (A), 7 (B) e 14 dias
(C) apés o treino da tarefa de reconhecimento de objetos em ratos machos e fémeas. n = 8 - 12/grupo.
PM = ratos machos e ratas fémeas submetidos a privagdo maternal; NMDA = acido N-metil-D-aspartico
(agonista de NMDA); ID = indice de Discriminacéo.
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Tabela 1. Comparacdo entre o indice de Discriminagao (ID) no teste 24h (consolidacao) entre os diferentes grupos analisados pela ANOVA de trés vias.

Vonte da variagao F (pFn, DFa) Valor de P
Sexo F ¢1,71)=0,07831 0,7804
Infusdo da droga (Salina vs NMDA) Fam=1,172 0,2827
PM (Nao-PM vs. PM) F (1,71 = 0,5069 0,4788
Sexo x Infusdo da droga (Salina vs NMDA) Fa7my=2172 0,1450
Sexo x PM (Nao-PM vs PM) F (1,71)=3,574 0,0628
Infusdo da droga (Salina vs. NMDA) x PM (ndo-PM vs. PM) Fa7my=12,72 0,0007*
Sexo x Infusdo da droga (Salina vs. NMDA) x PM (N&ao-PM vs. PM) F (1,71)=0,2340 0,6300

Teste de Tukey para multiplas comparacdes revelou uma diferencga estatisticamente significante no ID entre: grupo machos PM vs. grupo fémeas PM + NMDA
(q 71) = 4,495, P = 0,0431).
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Table 2. Comparacdo entre o indice de Discriminacéo (ID) no teste 7° dia entre os diferentes grupos analisados pela ANOVA de trés vias.

Vonte da variagao F (pFn, DFa) Valor de P
Sexo F ¢ ,71y=2,700 0,1047
Infusdo da droga (Salina vs NMDA) F (,71)=28,43 <0,0001*
PM (Nao-PM vs, PM) F (1,719=0,2246 0,6370
Sexo x Infusdo da droga (Salina vs NMDA) F (,71)= 3,352 0,0713
Sexo x PM (Nao-PM vs PM) F (1,71)=0,04438 0,8338
Infusdo da droga (Salina vs, NMDA) x PM (ndo-PM vs, PM) F @,71=1,930 0,1692
Sexo x Infusdo da droga (Salina vs, NMDA) x PM (Nao-PM vs, PM) F@,71)=3,128 0,0813

Teste de Tukey para multiplas comparagdes revelou uma diferenca estatisticamente significante no ID entre: grupo Controle vs. machos NMDA (q (71) = 4,483,
P = 0,0442); machos Controle vs. machos PM + NMDA (q (71) = 5,715, P = 0,0032); machos PM vs. machos PM + NMDA (q (71) = 5,656, P = 0,0037); machos
NMDA vs. fémeas Controle (q (71) = 5,388, P = 0,0067); machos PM + NMDA vs. fémeas Controle (q (71) = 6,713, P = 0,0003); machos PM + NMDA vs, fémeas
PM (q 71) = 4,560, P = 0,0382); e fémeas Controle vs. fémea NMDA (q (71) = 4,536, P = 0,0399).
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Table 3. Comparacdo entre o indice de Discriminacéo (ID) no teste 14° dia entre os diferentes grupos analisados pela ANOVA de trés vias.

Vonte da variagao F (pFn, DFa) Valor de P
Sexo F (1,71y= 5,361 0,0235*
Infusdo da droga (Salina vs NMDA) F (1,71) = 5,859 0,0181*
PM (Nao-PM vs. PM) F (1,71= 0,5653 0,4546
Sexo x Infusdo da droga (Salina vs NMDA) F @, 71)=3,618 0,0612
Sexo x PM (Nao-PM vs PM) F (1,71)=0,03352 0,8552
Infusdo da droga (Salina vs. NMDA) x PM (ndo-PM vs. PM) F (1,71)=0,6922 0,4082
Sexo x Infusdo da droga (Salina vs. NMDA) x PM (N&ao-PM vs. PM) F 1,71y =0,9609 0,3303

Teste de Tukey para multiplas comparagdes nao revelou diferencas estatisticamente significantes no ID entre os diferentes grupos.
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514 Nem a PM nem a infusdo de drogas na area tegmental ventral induz

comportamento do tipo ansioso ou altera a atividade locomotora e exploratéria

A PM ou a infusdo de drogas na area tegmental ventral ndo causou alteragoes
no numero de entradas ou no tempo gasto nos bragos fechados no teste LCE (P >
0,05 na comparagao dos grupos; Tabela 4). Além disso, a PM ou a infusao do drogas
na area tegmental ventral ndo induziu alteragdo no comportamento exploratério
observado no tempo total de exploracdo das sessbes de treino e testes de
reconhecimento de objetos (P > 0,05 em todas as sessbes e comparagao de grupos;
Tabela 5).
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Tabela 4. A PM, a infusdo de drogas ou o sexo nao alteram o comportamento do tipo ansioso no labirinto em cruz elevado (LCE) (P > 0,05; ANOVA de trés

vias). Os dados sao expressos como média e desvio padrao (n = 8-12/grupo).

F (DFn. DFd);

Controle PM NMDA PM + NMDA
Valor de P
Teste24ht
Tempo gasto nos bragos
fechados (s)
Machos 72,67 £ 36,73 110,6 + 61,52 109,375 + 34,13 102,25 + 37,71 F 1,71y = 0,2535;
Fémeas  118,80+54,88 153,75+ 52,66 132 + 50,55 144,5 + 58,87 P=06162
Numero de entradas nos
bragos fechados (n)
Machos 6,44 £ 1,59 8,5 + 3,24 7 +2,56 6,5 + 2,07 F (1,71 = 0,06207;
Fémeas  6,33+2,74 9+28 6,44 + 2,4 61,76 P=0,8040
Teste 7°
dia
Tempo gasto nos bragos
fechados (s)
Machos 81,33 £41,03 90,7 £ 51,09 93,75 £ 39,66 82,58 £ 41,34 F (1,71y=0,4293;
Fémeas  12589+6392 146,58 + 50,9 152,89 + 45,8 124,2 + 49,56 P=05144
Numero de entradas nos
bragos fechados (n)
Machos 6,55+24 6,6 £ 2,46 6,5+2,98 717 + 3,27 F (1,71y=0,4767;
Fémeas  7,11+2,09 7,5+2,97 8,11+ 3,29 74+2,19 P =04922
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Teste 14°
dia
Tempo gasto nos bragos

fechados (s)

Machos

Fémeas

Numero de entradas nos

bragos fechados (n)

Machos

Fémeas

139,89 + 59,44
112,67 + 33,91

8,11 + 3,06
8,67 + 3,37

119,5 + 54,08
143,42 + 68,36

8+3,4
9,92 + 2,23

141,88 + 57,73
171,11 £ 48,65

7,5+3,07
7,33+3,5

160,33 £ 45,12
162,3 + 65,86

7,5+ 2,61
99+3,6

F@,71y=2,417;
P =0,1245

F ¢1,71)=0,1846;

P =0,6688
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Tabela 5. A PM, infusdo de drogas ou o sexo ndo alteram a Atividade exploratéria durante as sessdes de treino e testes da tarefa de reconhecimento de objetos

(RO) (P > 0,05; ANOVA de trés vias). Dados sédo expressos como média e desvio padrao (n = 8-12/grupo).

Sesséao Controle PM NMDA PM + NMDA F (DFn, DFd);
Valor de P
Treino
Tempo total de exploragao
(s)
Machos 50,33 + 10,56 53 + 22,46 57 + 15,59 59,75 + 10,53 F .71 = 0,7901:
Fémeas 39,33 +19,7 44,75+ 19,6 48,11 + 16,37 68,3 + 25,11 P=0,3771
Teste 24h
Tempo total de exploragao
(s)
Machos 58,22 + 24,31 55,7 + 12,98 56,88 + 14,85 62,92 + 22,68 F .71 = 0,1600:
Fémeas 56,33 + 26,22 55,92 + 25,32 60,89 + 26,08 61,3 +9,1 P =0,6903
Teste de
7° dia
Tempo total de exploragao
(s)
Machos 59 + 8,93 65,5+ 11,24 59,5 + 18,54 72,42 + 18,75 Famm=1.244;
P =0,2684
Fémeas 66,56 + 26,76 58,08 + 27,34 51 + 18,59 68,8 + 16,67
Teste de
14° dia

62



Tempo total de exploragao
(s)

Machos

Fémeas

60,78 £ 20,97

58,78 + 21,54

51,7£21,95

58,67 + 18,85

45+ 16,05

53,67 + 19,53

68 + 14,62

66,6 + 13.18

F ¢1,71y= 1,286;
P = 0,2606
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5.2 Estudo 2

5.2.1 A PM promove déficits de memodria de reconhecimento de objetos em machos; os
quais sao revertidos pela estimulagdo da via dopaminérgica LC-HD, além de promover a

persisténcia da memdria reconhecimento de objetos em ratos machos PM e ndo PM

Utilizamos a tarefa de reconhecimento de objetos para avaliar o envolvimento das
projecbes dopaminérgicas LC-HD nos déficits de memdria induzidos pela PM em ratos
machos. Nesta tarefa, como esperado, durante a sessao de treinamento, ratos machos de
todos os grupos (Controle e PM) exploraram cada um dos objetos (A e B) por cerca de 50%

do tempo total de exploracao (P > 0,05; Figura 18A).
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Figura 18. Efeitos da PM e da modulagdo da via dopaminérgica LC-HD na consolidagado e
persisténcia da meméria de reconhecimento de objetos em ratos machos. A. Sesséao de treino da
tarefa de reconhecimento de objetos (RO). Ratos machos dos grupos Controle e Privagdo Maternal
(PM) exploraram os dois objetos desconhecidos (denominados A e B) por um periodo de tempo
semelhante (cerca de 50% do tempo total de exploracdo). B. Sesséo de teste de 24 horas em ratos
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machos. Ratos machos dos grupos Controle, NMDA, Timolol + NMDA, PM + NMDA e PM + Timolol +
NMDA exploraram significativamente mais de 50% do tempo total de exploragdo do novo objeto
(denominado C). Ratos machos do grupo PM exploraram objetos familiares (A, ndo mostrados no
grafico) e novos (C) por um periodo de tempo semelhante (~50% do tempo total de exploracao). C.
Sessao de teste do 7° dia em ratos machos. Ratos machos dos grupos Controle e PM exploraram os
objetos familiares (A, ndo mostrado no grafico) e novos (denominados D no teste do 7° dia) por um
periodo de tempo semelhante (~50% do tempo total de exploragéo). Ratos machos de NMDA, Timolol
+ NMDA, PM + NMDA e PM + Timolol + NMDA exploraram significativamente mais de 50% do tempo
total de exploragao do novo objeto. D. Sesséao de teste do 14° dia em ratos machos. Ratos machos dos
grupos Controle e PM exploraram os objetos familiares (A, nao mostrado no grafico) e novos
(denominados E no teste do 14° dia) por um periodo de tempo semelhante (~50% do tempo total de
exploragao). Ratos machos dos grupos NMDA, Timolol + NMDA, PM + NMDA e PM + Timolol + NMDA
exploraram significativamente mais de 50% do tempo total de exploragéo do novo objeto, demonstrando
melhora na persisténcia da memoria. n = 10 - 12/grupo; *P < 0,05 no teste t de uma amostra,
considerando média tedrica de 50%. PM = ratos submetidos a privagcdo maternal; NMDA = acido N-
metil-D-aspartico (agonista de NMDA); Timolol = maleato de timolol (antagonista B-adrenérgico).

No teste de 24 horas (consolidagdo), os ratos machos do grupo Controle
exploraram significativamente mais de 50% do tempo total de exploragdo do novo
objeto (t(11)= 4,876, P = 0,0005; Figura 18B), demonstrando memdria preservada. Por
outro lado, os ratos machos do grupo PM gastaram uma porcentagem semelhante a
50% do tempo total de exploragado explorando o objeto familiar e o novo no dia do
teste (tq11) = 1,317, P = 0,214; Fig. 18B), o que sugere déficits de memodria
reconhecimento de objetos.

Para avaliar a participacdo da via dopaminérgica LC-HD nos déficits de
memoria induzidos pela DM, realizamos uma abordagem farmacolégica em ratos
submetidos e nao submetidos a PM. Infundimos um agonista do receptor
glutamatérgico tipo NMDA (NMDA) para estimular o locus coeruleus, associado a
infusdo intrahipocampal de um antagonista do receptor noradrenérgico (Timolol) ou
veiculo (solugdo salina) imediatamente apds a sessao de treino da tarefa de
reconhecimento de objetos (RO). Ratos machos que receberam infusdo de NMDA no
locus coeruleus (grupos NMDA e PM + NMDA) apés a sessao de aprendizagem
exploraram significativamente mais de 50% do tempo total de exploragdo do novo
objeto (t(11) = 5,394, P = 0,0002 para o grupo NMDA; t) = 8,677, P < 0,0001 para o
grupo PM + NMDA; Fig. 18B), sugerindo que a estimulagado farmacoldgica no locus

coeruleus reverte os déficits de memoaria relacionados ao PM em ratos machos. Da
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mesma forma, ratos machos que receberam infusdo de NMDA na infusao de locus
coeruleus associada a infusdo de Timolol no HD (grupos Timolol + NMDA e PM +
Timolol + NMDA) apds a sessao de aprendizagem exploraram significativamente mais
de 50% do tempo total de exploragéo do novo objeto (t9) = 2,953, P = 0,016 para grupo
Timolol + NMDA; t9) = 2,956, P = 0,0161 para grupo PM + Timolol + NMDA,; Fig. 18B),
sugerindo que o efeito da estimulagcdo farmacolégica do locus coeruleus na
consolidagdo da memoria € via estimulagao dopaminérgica HD e nao via receptores
beta-adrenérgicos.

Para investigar se a estimulagédo da via dopaminérgica LC-HD imediatamente
ap6s a sessao de aprendizagem promove a persisténcia da memoria de
reconhecimento, testamos a memoaria reconhecimento de objetos 7 e 14 dias apds a
sessdo de treino. Nos testes de persisténcia de memoaria, os ratos machos do grupo
Controle exploraram de forma semelhante o objeto familiar e o objeto novo no dia 7
(t11) = 0,115, P = 0,9104; objeto D; Figura 18C) e no dia 14 (t11) = 1,212, P = 0,250;
objeto E; Fig. 18D), sugerindo um esperado esquecimento fisioldgico. Os ratos
machos do grupo PM exploraram cerca de 50% do tempo total de exploragéo de cada
um dos dois objetos no 7° dia (t(11) = 0,547, P = 0,595; objeto D; Figura 18C) e no 14°
dia (t11) = 0,903, P = 0,385; objeto E; Figura 18D), o que era esperado, uma vez que
os ratos machos do grupo PM ndo apresentaram consolidacdo da memoria
reconhecimento de objetos no teste de 24h. Por outro lado, ratos machos do grupo
NMDA exploraram significativamente mais de 50% do tempo total de exploragado do
novo objeto no dia 7 (t¢11) = 7,659, P < 0,0001; objeto D; Fig. 18C) e no 14° dia (t(11) =
2,756, P = 0,018; objeto E; Fig. 18D), demonstrando persisténcia de memoaria. Além
disso, os ratos machos do grupo PM + NMDA passaram mais tempo explorando o
novo objeto no dia 7 (te) = 7,131, P < 0,0001; objeto D; Figura 18C) e no teste do 14°
dia (t9) = 3,349, P = 0,0085; Figura 18D). Ratos machos que receberam infusdo de
NMDA no locus coeruleus associada a infusdo de Timolol no HD (grupos Timolol +
NMDA e PM + Timolol + NMDA) apdés a sessdo de aprendizagem exploraram
significativamente mais de 50% do tempo total de exploragdo do novo objeto no dia 7
dia (t9) = 6,914, P < 0,0001 para grupo Timolol + NMDA,; t) = 5,976, P = 0,0002 para
grupo PM + Timolol + NMDA,; Figura 18B) e teste de 14 dias (t¢) = 3,011, P = 0,0147
para grupo Timolol + NMDA,; te) = 3,475, P = 0,007 para grupo PM + Timolol + NMDA,;
Figura 18B).
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Tomados em conjunto, nossos dados sugerem que a dopamina liberada do
locus coeruleus para o HD reverte os déficits de memoria induzidos pela DM e
promove a persisténcia da memdéria reconhecimento de objetos em ratos machos PM

e nao-PM.

5.2.2 A PM nao promove déficits de memoria reconhecimento de objetos em ratas
fémeas; a estimulacdo da via dopaminérgica LC-HD promove a persisténcia da

memoria reconhecimento de objetos em ratas fémeas submetidas ou ndo a PM

Utilizamos a tarefa de reconhecimento de objetos para avaliar o envolvimento
da via dopaminérgica LC-HP nos déficits de meméria induzidos pela PM em ratas
fémeas. Nesta tarefa, como esperado, durante a sessdo de treino da tarefa de
reconhecimento de objetos, ratas fémeas de todos os grupos (Controle e PM)
exploraram cada um dos objetos (A e B) por cerca de 50% do tempo total de

exploracgéo (P > 0,05; Figura 19A).
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Figura 19. Efeitos da PM e da modulagdo da via LC-HD na consolidagdo e persisténcia da
memoria de reconhecimento de objetos em ratas fémeas. A. Sessdo de treino de tarefa de
reconhecimento de objetos (RO). Ratas fémeas dos grupos Controle e Privagdo Maternal (PM)
exploraram os dois objetos desconhecidos (denominados A e B) por um periodo de tempo semelhante
(cerca de 50% do tempo total de exploragéo). B. Sessao de teste de 24 horas em ratas fémeas. Ratas
fémeas de todos os grupos exploraram significativamente mais de 50% do tempo total de exploragcéo
do novo objeto (denominado C). C. Sessao de teste do 7° dia em ratas fémeas. Ratas fémeas dos
grupos Controle e PM exploraram os objetos familiar (A, ndo mostrado no grafico) e novo (denominados
D no teste do 7° dia) por um periodo de tempo semelhante (~50% do tempo total de exploragéo). Ratas
fémeas de NMDA, Timolol + NMDA, PM + NMDA e PM + Timolol + NMDA exploraram significativamente
mais de 50% do tempo total de exploracdo do novo objeto. D. Sesséo de teste do 14° dia em ratas
fémeas. Ratas fémeas dos grupos Controle e PM exploraram os objetos familiares (A, ndo mostrado
no grafico) e novos (denominados E no teste do 14° dia) por um periodo de tempo semelhante (~50%
do tempo total de exploragéo). Ratas fémeas dos grupos NMDA, Timolol + NMDA, PM + NMDA e PM
+ Timolol + NMDA exploraram significativamente mais de 50% do tempo total de exploragao do novo
objeto, demonstrando melhora na persisténcia da meméria. n = 10 - 13/grupo; *P < 0,05 no teste t de

uma amostra, considerando média tedrica de 50%. PM = ratas submetidas a privagdo maternal; NMDA
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= acido N-metil-D-aspartico (agonista de NMDA); Timolol = maleato de timolol (antagonista B-

adrenérgico).

As ratas Controle (ndo-PM) exploraram mais de 50% do tempo total de
exploragao o novo objeto (t(12) = 5,391, P = 0,0002; Fig. 19B), demonstrando memoria
preservada. Ao contrario dos ratos PM machos, as ratas PM fémeas exploraram
significativamente mais de 50% do tempo total de exploragdo do novo objeto (t(10) = 4,
931, P = 0, 0006; Fig. 19B), sugerindo que o PM pode ter um efeito dependente do
sexo. Ratas fémeas que receberam infusdo de NMDA no locus coeruleus (grupos
NMDA e PM + NMDA) apés a sessao de aprendizagem exploraram significativamente
mais de 50% do tempo total de exploragéo do novo objeto (t) = 7,726, P <0,0001 para
o grupo NMDA; te) = 3,061, P = 0,013 para grupo PM + NMDA,; Figura 19B). Ratas
fémeas que receberam infusdo de NMDA na infusdo de locus coeruleus associada a
infusdo de Timolol no HD (grupos Timolol + NMDA e PM + Timolol + NMDA) apds a
sessdo de aprendizagem exploraram significativamente mais de 50% do tempo total
de exploragcéo do novo objeto (t(11) = 3,984, P = 0,002 para grupo Timolol + NMDA,;
t(10) = 3,034, P = 0,012 para grupo PM + Timolol + NMDA; Figura 19B).

As ratas fémeas do grupo Controle exploraram o objeto familiar e o objeto novo
no dia 7 (t12) = 1,050, P = 0,314; objeto D; Figura 3C) e no dia 14 (t12) = 1,944, P =
0,075; objeto E; Fig. 19D) de forma semelhante, sugerindo um esquecimento
fisiolégico da memodria de reconhecimento. As ratas fémeas do grupo PM
apresentaram o mesmo comportamento no 7° dia (t10) = 0,861, P = 0,409; objeto D;
Figura 19C) e no 14° dia (t(10) = 0,246, P = 0,809; objeto E; Fig. 19D). Por outro lado,
as ratas fémeas do grupo NMDA exploraram significativamente mais de 50% do tempo
total de exploracdo do novo objeto no dia 7 (t«) = 4,402, P = 0,001; objeto D; Fig. 19C)
e no dia 14 dia (t9) = 3,176, P = 0,011; objeto E; Fig. 19D), sugerindo persisténcia de
memoria. Além disso, as ratas do grupo PM + NMDA passaram mais tempo
explorando o novo objeto no dia 7 () = 4,379, P = 0,001; objeto D; Figura 19C) e no
14° dia de teste (t9) = 2,286, P = 0,0481; Figura 19D). Ratas fémeas que receberam
infusdo de NMDA no locus coeruleus associada a infusdo de Timolol no HD (grupos
Timolol + NMDA e PM + Timolol + NMDA) ap6s a sessao de aprendizagem exploraram
significativamente mais de 50% do tempo total de exploragdo do novo objeto no dia 7
dia (t(11) = 6,450, P < 0,0001 para grupo Timolol + NMDA,; t(10) = 5,456, P = 0,0003 para

69



indice de Discriminago (ID)

grupo PM + Timolol + NMDA,; Figura 19B) e 14° dia (t(11) = 2,700, P = 0,020 para grupo
Timolol + NMDA; t(10) = 2,764, P = 0,020 para grupo PM + Timolol + NMDA; Figura
19B).

5.2.3 A PM reduz o ID em ratos machos, e a estimulagao da via dopaminérgica LC-
HD reverte o déficit de memodria relacionado a PM e promove a persisténcia da

memoria reconhecimento de objetos em ratos machos submetidos ou ndo a PM

N6s utilizamos o indice de Discriminac&o (ID) de um novo objeto para comparar
a memoria dos diferentes grupos. Primeiramente, compararamos os diferentes grupos
intra-sexo, considerando machos e fémeas separadamente.

Considerando a sessao de teste 24h, uma ANOVA de duas vias revelou efeito
da condi¢do (PM ou ndo PM) (F1,60) = 6,693; P = 0,012) e da infusdo de droga (Veiculo,
NMDA ou Timolol + NMDA) (F2,60) = 7,501, P = 0,001), com interac&o entre os fatores
(F2, 60) = 5,650, P = 0,005) no ID de ratos machos. O teste de Tukey para multiplas
comparacgdes revelou que os ratos machos PM tiveram um ID menor que o grupo
Controle (qee0)= 6,189, P = 0,0007; Figura 20A). Nao houve diferenca estatisticamente
significativa entre os grupos NMDA e Timolol + NMDA quando comparados com o
grupo Controle (P > 0,05 para todos os grupos; Figura 4A). Por outro lado, os grupos
PM + NMDA (qo) = 6,654, P = 0,0001; Figura 20A) e PM + Timolol + NMDA (q(eo) =
4,502, P = 0,0267; Figura 20A) tiveram maior ID do que o grupo PM.
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Figura 20. A PM reduz o ID em ratos machos, e a estimulagdao da via dopaminérgica LC-HD
reverte o déficit de meméria relacionado a PM e promove a persisténcia da memdria
reconhecimento de objetos em ratos machos ndao-PM e PM. A — C. indice de discriminacdo de

objeto novo nos testes realizados 24h, 7 e 14 dias apds o treinamento em ratos machos. n = 10 -
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12/grupo; *P < 0,05 no teste de comparagdes multiplas de Tukey comparado ao grupo Controle. #P <
0,05 no teste de Tukey para multiplas comparagdes em comparagao ao grupo PM (Veiculo). PM = ratos
submetidos a privacao maternal; NMDA = acido N-metil-D-aspartico (agonista de NMDA); Timolol =

maleato de timolol (antagonista B-adrenérgico); ID = indice de Discriminacao.

Na sesséao de teste de reconhecimento de objetos realizada no 7° dia, a ANOVA
de duas vias ndo revelou efeito da condi¢do (PM ou n&do-PM) (F1, 60) = 0,035; P =
0,850). Porém, houve efeito da infusdao de drogas (Veiculo, NMDA ou Timolol +
NMDA) (F2,e0) = 13,71, P <0,0001), sem interagao entre os fatores (F, 60y = 0,276, P
=0,759) no ID de ratos machos. O teste de Tukey para multiplas comparagdes revelou
que os ratos machos PM nao tiveram diferencga estatisticamente significativa no ID em
comparagao ao grupo Controle (qeo) = 0,748, P = 0,994; Figura 20B). Ratos machos
do grupo NMDA e Timolol + NMDA tiveram ID maior que o grupo Controle (qeo) =
4,565, P = 0,023, para o grupo NMDA; q0) = 4,366, P = 0,034, para o grupo Timolol
+ NMDA,; Figura 20B). Da mesma forma, ratos machos do grupo PM + NMDA e PM +
Timolol + NMDA tiveram um ID maior que o grupo PM (qeo) = 4,611, P = 0,021, para
o grupo PM + NMDA; qeo) = 5,079, P = 0,008, para grupo PM + Timolol + NMDA,;
Figura 20B).

Na sessao de teste de 14° dia do reconhecimento de objetos, a ANOVA de
duas vias nao revelou efeito da condigao (PM ou ndo-PM) (F(1,60) = 3,371; P = 0,071).
No entanto, houve efeito da infusdo de drogas (Veiculo, NMDA ou Timolol + NMDA)
(F2,60) = 4,214, P = 0,019), sem interagéo entre os fatores (F, s0) = 0,347, P = 0,708)
no ID de ratos machos. O teste de Tukey para multiplas comparagdes revelou que os
ratos machos PM nao tiveram diferenga estatisticamente significativa no ID em
comparagao ao grupo controle (qeo) = 1,975, P = 0,502; Figura 20C). Ratos machos
dos grupos NMDA e Timolol + NMDA tiveram ID maior que o grupo PM (qo) = 4,199,
P = 0,046, para o grupo NMDA; qe0) = 4,340, P = 0,036 para o grupo Timolol + NMDA,
Figura 20C).
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indice de Discriminagao (ID)

5.2.4 Ratas fémeas sao resilientes aos efeitos da PM na memoaria de reconhecimento
de objetos; a estimulagdo da via dopaminérgica LC-HD promove a persisténcia da

memoria reconhecimento de objetos em ratas submetidas ou ndo a PM

Na sessao de teste de reconhecimento de objetos realizada 24 horas apés o
treino (consolidagao), a ANOVA de duas vias nao revelou efeito da condi¢cao (PM ou
nao PM) (F¢, 61y = 0,054; P = 0,816) ou da infusdo de drogas (Veiculo, NMDA ou
Timolol + NMDA) (F2,61) = 1,719, P = 0,187), mas sim interagdo entre os fatores (F,
61) = 1,317, P = 0,027) no ID de ratas fémeas. O teste de Tukey para multiplas
comparagoes nao revelou diferenca estatisticamente significativa entre os grupos (P
> 0,05 para todos os grupos; Figura 21A).
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Figura 21. Ratas fémeas sao resilientes a PM; a estimulagdo da via dopaminérgica LC-HD
promove a persisténcia da memoria de reconhecimento de objetos em ratas fémeas PM e nao-
PM. A — C. indice de discriminagao de objeto novo nos testes realizados 24h, 7 e 14 dias apds a sessdo
de treino em ratas fémeas. n = 10 - 13/grupo; *P < 0,05 no teste de Tukey para multiplas comparagoes
em comparagdo ao grupo controle. P < 0,05 no teste de Tukey para mdltiplas comparagdes em
comparagao ao grupo PM (Veiculo). PM = ratas submetidas a privagdo maternal; NMDA = acido N-
metil-D-aspartico (agonista de NMDA); Timolol = maleato de timolol (antagonista B-adrenérgico); ID =
indice de Discriminagao.

Na sessao de teste de reconhecimento de objetos realizada no 7° dia, uma
ANOVA de duas vias nao revelou efeito da condigdo (PM ou ndo-PM) (F1,61) = 0,1464,
P = 0,703), mas sim da infusdo de drogas (Veiculo, NMDA ou Timolol + NMDA) (F,
61) = 14,98, P < 0,0001), sem interagao entre fatores (F, 61) = 0,1504, P = 0,860) em

ratas. O teste de Tukey para multiplas comparagdes revelou que as ratas PM nao
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apresentaram diferenca significativa no ID em comparagéo ao grupo Controle (qe1) =
0,265, P > 0,999; Figura 21B). O grupo NMDA apresentou maior ID quando
comparado ao grupo Controle (qe1) = 5,569, P = 0,004; Figura 21B). Houve diferenca
no ID entre o grupo PM e o grupo PM + NMDA (qe1) = 4,712, P = 0,017; Figura 21B)
e o grupo PM e o grupo PM + Timolol + NMDA (qe1) = 4,466, P = 0,028; Figura 21B).

Na sessdo de teste realizadas com as ratas 14 dias apos o treino de
reconhecimento de objetos, a ANOVA de duas vias nao revelou nenhum efeito da
condicao (PM ou ndo PM) (F¢1,61)= 0,775, P = 0,392; Fig. 21C), mas revelou um efeito
da infusdo da droga (Veiculo, NMDA ou Timolol + NMDA) (F2, 61) = 9,357, P = 0,0003;
Fig. 21C), sem interag&o entre os fatores (F, 1) = 1,501, P = 0,230; Figura 21C). O
teste de Tukey para multiplas comparagbes revelou que as ratas PM néao
apresentaram diferengcas em comparagao ao grupo Controle (qe1) = 1,266, P = 0,946;
Figura 21C). O grupo PM + NMDA apresentou maior ID quando comparado ao grupo
PM (q1) = 5,796, P = 0,001; Figura 21C).

5.2.5 A PM néao promove alteragdes no comportamento locomotor e/ou exploratério;

a infusdo de drogas nao induz ansiedade

A PM ou Infusdo de drogas (HD e/ou locus coeruleus) ndo causou alteragoes
tempo gasto nos bragos fechados no teste LCE (P > 0,05 na comparagao de todos os
grupos; Tabela 6). A ANOVA de duas vias revelou um efeito da condi¢gao (PM ou nao-
PM) (F@, e0) = 0.02504; P = 0.8748), mas nao revelou efeito da infusdo de drogas
(Salina ou NMDA) em ratas fémeas. O teste de Tukey para multiplas comparagdes
nao revelou diferenga estatisticamente significante entre os grupos (P > 0.05 para

todas as comparagdes entre os grupos).
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Tabela 6. A PM ou a infusdo de drogas nao alteram o comportamento do tipo ansioso no labirinto em cruz elevado (LCE) (P > 0,05; ANOVA de duas vias). Os

dados séo expressos como média e desvio padrao (n = 10-13/grupo).

Condigcéao (PM Infuséo da
Timolol + PM + Timolol ou ndao-PM) droga
Controle NMDA PM PM + NMDA
NMDA + NMDA F (DFn. DFd); F (DFn. DFd);
Valor de P Valor de P
Tempo gasto
nos bragos
fechados (s)
Machos  158,9 + 63,5 187,3 £ 59,3 163,8 + 57,6 172,8 + 56,9 163,4 +47,5 118,3+50,9 F (1,60)=1,752 F (2,60)= 2,028
P =0,1906 P =0,1405
Fémeas 203,5+53,4 210,8 +48,9 210,8 +48,9 190,6 + 57,0 193,5 +56,2 220,8 +60,8 Faen= Fen=
0,2450 0,6883
P =0,6225 P =0,5064
Numero de
entradas nos
bragos fechados
(n)
Machos 8,2+3,3 8,5+3,8 714,02 89+29 73+21 8+ 3,01 F (1,60) = F 2 60) =
0,02504 0,6152
P =0,8748 P =0,5439
Fémeas 9,2+3,8 73,6 9,25 + 3,01 9,09+27 10,2+1,8 83129 Faen= Fen=
0,9111 0,1863
P =0,3436 P =0,8305




Em relagdo ao tempo total de exploragcéo dos dois objetos, a ANOVA de duas
vias nao revelou efeito da condigdo (PM vs nao PM) no tempo total de exploragcéo na
tarefa de reconhecimento de objetos (P > 0,05 em todas as sessdes e comparagao de
grupos; Tabela 7), mas revelou um efeito da infusdo de drogas (Salina vs NMDA vs
Timolol + NMDA) em machos no tempo total de exploragéo no teste 24h (F (2, e0) =
3,797; P = 0,0280) e no teste de 7° dia (F (2,60) = 3,919; P = 0,0251). Contudo, o teste
de Tukey para multiplas comparagdes nao revelou diferenga estatisticamente

significante entre os grupos (P > 0,05 para todas as comparagdes; Tabela 7).
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Tabela 7. A PM ou a infusdo de drogas néo alterou a Atividade exploratéria na tarefa de reconhecimento de objetos (RO) (P > 0,05; ANOVA de duas vias). Os

dados sao expressos em média e desvio padréo (n = 8-12/grupo).

PM + Condicéao (PM Infuséo de
Timolol + ou ndo-PM) droga
Sessao Controle NMDA PM PM + NMDA  Timolol +
NMDA F (DFn, DFd); F (DFn, DFd);
NMDA
Valor de P Valor de P
Treino
Tempo
toral de
exploragao
(s)
Machos 575+145 547+157 513+21,1 54,08+16,0 439%116 56£13,2  F (1,600=0,6782; F (2,60)=0,9989;
P =0,4135 P =0,3743
Fémeas 57,3+21,0 40,6+19,0 48,6+22,1 355+246 421+151 44,7+13,8 F (1,61)=2,792; F .61)=0,4901;
P =0,0998 P =0,6149
Teste
24h
Tempo
toral de
exploragao
(s)
Machos 53+ 14,6 42,9 + 18,1 39+16,9 53,3+20,4 48,3+14,7 38+19,7 F (1,600=0,1302; F 2,60 = 3,797;
P=0,7194 P = 0,0280*
Fémeas 47,8+243 415+304 427+185 440+152 346+17,7 394+172 F (1,61)=0,8148; F (2,61)=0,7892;
P =0,3702 P =0,4587
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Teste 7°

dia
Tempo
toral de
exploragao
(s)
Machos 49,8 + 8,1 35,08+135 3961116 46,75+16,1 474+11,7 36,7+11,3 F (1,600=0,4729; F 2,60)= 3,919;
P =0,4943 P =0,0251*
Fémeas 49,1+226 46,3+258 475+17,02 57,1+184 47,01+23,3 458+217 F (1,61=0,1980; F (2,61)=0,7050;
P =0,6579 P =0,4980
Teste
14° dia
Tempo
toral de
exploragao

(s)
Machos 453 +20,9 43,75+236 414+202 41,8+185 45,9+8,9 545+9,7 F(1,60=0,7504; F (2,60)=0,3230;

P =0,3898 P =0,7252
Fémeas 51,07+221 523+20,7 519+139 528117 394+£128 534+1935 F (1,61=0,5737; F (261)=0,9881;
P=0,4517 P =0,3781

*Teste de Tukey para multiplas comparagdes nao revelou diferenga estatisticamente significante entre os diferentes grupos (P > 0,05 para comparagao entre
todos os grupos).

77



5.3 Estudo 3

5.3.1 A PM né&o influencia aquisigdo da memoaria espacial, mas prejudica e memoria
espacial de camundongos; a infuséo intraperitoneal de um agonista nao seletivo dos
receptores endocanabindides do tipo 1 e do tipo 2 (CB1/CB2) prejudica a

aprendizagem espacial de camundongos machos, mas nao de fémeas

Para investigar se a manipulagdo do sistema endocanabindide modula a
aquisicado da memoria espacial, nés realizamos a infusdo intraperitoneal de um
agonista nao seletivo dos receptores endocanabindide do tipo 1 e do tipo 2 (CB1/CB2),
o WIN-55, ou salina, 15 minutos antes de cada sessao de treinamento (formada por 4
trials de no maximo 100 segundos, com 15 minutos de intervalo entre os ftrials). Nos
utilizamos a ANOVA de medidas repetidas para comparagao intragrupos ao longo do
tempo.

Primeiro, nés fizemos a comparacao do tempo para chegar a plataforma entre
o primeiro e a quinta dia de treinamento; e entre o sexto e o décimo dia de treinamento.

Em relagdo aos camundongos machos, a ANOVA de medidas repetidas nao
revelou efeito dos diferentes grupos (F3, 30) = 1,412; P = 0,258). Porém, houve efeito
do tempo (F@2.615, 78.56) = 12,34; P < 0,0001), sem a interagao entre os fatores (F(12, 120)
=1,226; P = 0,273; Figura 22A) no tempo para encontrar a plataforma entre o primeiro
e o quinto dia de treinamento. O teste de Tukey para multiplas comparag¢des néo
revelou diferenga estatisticamente significante intra-grupos. Além disso, a ANOVA de
medidas repetidas ndo revelou efeito dos diferentes grupos (Fs, 30) = 0,9198; P =
0,4432). Porém, houve efeito do tempo (F(663, 79,88) = 5,089, P = 0,0040), sem a
interacdo entre os fatores (F12, 1200 = 0,7733; P = 0,6767; Figura 22B) no tempo para
encontrar a plataforma entre o primeiro e o quinto dia de treinamento. O teste de Tukey
para multiplas comparagdes nao revelou diferencga estatisticamente significante intra-

grupos.
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Figura 22. Efeito da infusdo intraperitoneal de um agonista niao seletivo dos receptores
canabindides do tipo 1 e do tipo 2 (CB1/CB2) na aquisi¢gado espacial de camundongos machos e
fémeas PM e ndo-PM, na primeira e na segunda semana de treinamento. Tempo gasto para achar
a plataforma ao longo de 10 dias de treinamento no labirinto aquatico de Morris (LAM). Diferencga

estatisticamente significante foram observadas entre a 12 e a 5%; e entre a 6% e a 102 sessao (* P < 0,05)

Em relagdo aos camundongas fémeas, a ANOVA de medidas repetidas nao
revelou efeito dos diferentes grupos (F3,39)= 1,316; P = 0,2828). Porém, houve efeito
do tempo (F (3,282, 128,0)= 16,14; P < 0,0001), ou a interagao entre os fatores (F(12, 156) =
0,5552; P = 0,8748; Figura 22C) no tempo para encontrar a plataforma. Além disso, a
ANOVA de medidas repetidas nao revelou efeito dos diferentes grupos (F3, 39) =
0,3721; P = 0,7736). Nao houve efeito do tempo (F,21, 110,00 = 1,497; P = 0,2213), e
nem houve a interagéo entre os fatores (F(12, 156y = 0,2996; P = 0,9887; Figura 22D) no
tempo para encontrar a plataforma entre o primeiro e o quinto dia de treinamento. O
teste de Tukey para multiplas comparacdes nao revelou diferenga estatisticamente
significante intra-grupos.

Posteriormente, nés fizemos a comparagéo do tempo para chegar a plataforma

entre o primeiro e o décimo dia de treinamento.
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Em relagdo aos camundongos machos, a ANOVA de medidas repetidas nao
revelou efeito dos diferentes grupos (F3, 30y = 1,068; P = 0,337). Porém, houve efeito
do tempo (F(1.991, 59.72) = 26,70, P < 0,0001), sem interacdo entre os fatores (F 7, 270) =
1,314, P = 0,142) no tempo para encontrar a plataforma.

Como esperado, os camundongos machos do grupo Controle levaram menos
tempo para chegar na plataforma na 102 sessao de treinamento do que na 12 sessao
(am = 12,40; P = 0,0009; Figura 19A), sugerindo uma aquisicado da memoéria espacial
preservada. Animais do grupo PM também levaram menos tempo para encontrar a
plataforma na 102 sessao de treinamento do que na 12 sessao (qq) = 11,37; P = 0,005;
Figura 22A), sugerindo que a PM n&o é capaz de induzir déficit de aquisigdo da
memoria espacial em camundongos machos. Por outro lado, camundongos machos
que receberam a infusao intraperitoneal do WIN-55 tiveram déficit de aquisicao da
memoria espacial (q¢) = 5,5520; P = 0,0806, para o grupo WIN-55; q) = 5,303; P =
0,0984, para o grupo PM+WN-55; Figura 23A).

A Machos B Fémeas

g -o-- Controle g -o-- Controle
2 100 - MD 2 100- e MD
= -o- WIN-55 ® -o- WIN-55
3 ‘ 4
o 754 ol | L Ee ~= MD + WIN-55 © 751 ~a MD +WIN-55 =
& N M 5 "
g sl W ‘ g sl BiB
2 504 g 2 50+ S
3} R o N
© g © S el
g 254 g 25+
o )
£ o E o

T T T T T T T T 1 I T T T T T I I 1
2 2

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1. 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Sessao Sessao

Figura 23. Efeito da infusdo intraperitoneal de um agonista niao seletivo dos receptores
canabindides do tipo 1 e do tipo 2 (CB1/CB2) na aquisi¢gado espacial de camundongos machos e
fémeas PM e ndao-PM, ao longo de todo o treinamento. A e B. Tempo gasto para achar a plataforma
ao longo de 10 dias de treinamento no labirinto aquatico de Morris (LAM). Diferenca estatisticamente

significante foram observadas entre a 12 e a 102 sessao (* P < 0,05)

Em relagdo aos camundongos fémeas, a ANOVA de medidas repetidas nao
revelou efeito dos diferentes grupos (F s, 39) = 0,629; P = 0,600). Poréem, houve efeito
do tempo (F(2.384, 92.98) = 18,64, P < 0,0001), sem interacdo entre os fatores (F7, 351) =

0,633, P = 0,923) no tempo para encontrar a plataforma.
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Os camundongos fémeas de todos os grupos levaram menos tempo para achar
a plataforma na 10? sessdo de treinamento do que na 12 sessé&o (qu) = 6,817; P =
0,0183, para o grupo Controle; qg) = 65142; P = 0,0342, para o grupo PM; q¢11) = 7,179;
P = 0,0082, para o grupo WIN-55; e g0 = 6,245; P = 0,0260; Figura 23B), sugerindo
preservada aquisicado da memodria espacial.

Tomados em conjunto, nossos dados sugerem que a PM nao é capaz de induzir
o déficit de aprendizagem espacial em camundongos machos e fémeas. Por outro
lado, a modulagao do sistema endocanabindide é capaz de levar a um prejuizo da
aprendizagem espacial de camundongos machos, submetidos ou ndo a PM, efeito
nao observado em camundongos fémeas.

Nés testamos a memdria espacial de camundongos machos e fémeas antes da
62 sessao (Teste 1) e dois dias apos a 102 sessdo de aprendizagem (Teste 2). O
tempo total de cada Teste foi de 100 segundos. Utilizamos o Teste-t de uma amostra
para comparar o percentual de tempo de permanéncia no quadrante alvo (onde antes
estava a plataforma) de cada grupo com uma média teérica de 25%.

Camundongos machos do grupo Controle permanecem significativamente mais
tempo no quadrante alvo quando comparado com a média tedérica de 25% (t7) = 2,845,
P = 0,0249; Figura 24A). Por outro lado, a porcentagem de tempo que o grupo PM
permanece no quadrante alvo nao difere de 25% (t9) = 1,669, P = 0,1294; Figura 24A).
Camundongos machos do grupo WIN-55 passaram mais tempo do quadrante alvo ()
= 3,755, P = 0,0071; Figura 23A). Ja para o grupo PM + WIN-55, a porcentagem de
tempo no quadrante alvo nao difere de 25% (t () = 1,517, P = 0,1731; Figura 24A).

81



Machos

A B
_ —
£ 100 L 100
S g
E i * * *
% 754 % 75
T 50 | ° 1 . T 50 [ .
53
: + [ : :
o L] i' L] [e] E
8 25 -- € 254--—f=---f---------- --
o o
% o
£ L £
2 0 T T T T 2 0 T T 1
& & N & & &
[¢) ox (¢) 0x
A A\

& D
Femeas & .

75+

0 0
(] (o]
2 2
© ©
3 3
& &
S S
g1 . ¢ [ g
T | T
: Y Ed :
o o
£ £
2 0 T T T T 2 0 T T T T
e %) %) ] 2} %)
& ® & & & ® & &
& AN ) N ) AN
[¢) ox (€) 0x

Figura 24. Efeito da PM e da infusao intraperitoneal de um agonista nao seletivo dos receptores
endocanabindides do tipo 1 e do tipo 2 (CB1/CB2), o WIN-55, na memodria espacial de
camundongos machos e fémeas. A — D. Tempo de permanéncia no quadrante alvo comparado com
uma média tedrica de 25%. * P < 0,05 para comparagdo com uma média tedrica de 25% pelo Test t de
uma amostra).

No Teste 2, camundongos machos do grupo Controle, PM e WIN-55 passaram
uma porcentagem de tempo maior no quadrante alvo quando comparado com uma
média tedrica de 25% (i) = 2,452, P = 0,0440, para o grupo Controle; tg) = 3,108, P =
0,0126, para o grupo PM; e t7)= 7,756, P = 0,0001, para o grupo WIN-55; Figura 24B).
Por outro lado, camundongos machos do grupo PM + WIN-55 permanecem por um
tempo similar a 25% no quadrante alvo (t7) = 1,155, P = 0,2861; Figura 24A)

No Teste 1, camundongos fémeas de todos 0s grupos permaneceram mais de

25% do tempo total no quadrante alvo (tg) = 2,590; P = 0,0321, para o grupo Controle;
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t(o0) = 2,250; P = 0,0481, para o grupo PM; t(11) = 5,130; P = 0,0003, para o grupo WIN-
55; t(11) = 3,646; P = 0,0039, para o grupo PM+WIN-55; Figura 24C).

Resultados semelhantes foram observados no Teste 2, onde camundongas
fémeas de todos os grupos permaneceram uma porcentagem de tempo maior do que
25% do tempo total no quadrante alvo (tg) = 6,660; P = 0,0002, para o grupo Controle;
t(10) = 6,634; P <0,0001, para o grupo PM; t¢11) = 7,359; P < 0,0001, para o grupo WIN-
55; t(11) = 5,889; P < 0,0001, para o grupo PM+WIN-55; Figura 24C).

5.3.2 A PM e a manipulagcdo do sistema endocanabindide n&do afeta a atividade
locomotora e exploratéria, e nem induz o comportamento do tipo ansioso em

camundongos machos e fémeas

Considerando a distancia percorrida na tarefa de CA, uma ANOVA de trés vias
nao revelou efeito da PM (F(1,65) = 0,2066; P = 0,6509), da infusdo das drogas (F(1, 65)
=0,02414, P = 0,8770) ou do sexo (F,es = 0,9912, P=0,3231) (Figura 25).
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Figura 25. A PM e a infusdo intraperitoneal de um agonista nao seletivo dos receptores
canabindides do tipo 1 e do tipo 2 (CB1/CB2), O WIN-55, ndo afetam a atividade locomotora e
exploratéria ou o comportamento tipo ansioso de camundongos machos e fémeas. A. Distancia
percorrida durante 10 minutos da tarefa de campo aberto (CA) B. Tempo gasto no centro do aparato
de CA.

Também néo foi verificado efeito da PM (F(1, s09p = 0,2569, P = 0,6142), da
infus&o de droga (F1, 59y = 1,067, P=0,3058) ou do sexo (F1, s9) = 0,05768, P=0,8110)

no tempo de permanéncia no centro do CA (Figura 25B).
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No teste de LCE, a ANOVA de trés vias ndo revelou efeito da PM (F1, s6) =
0,2512; P=0,6182), da infusdo de droga (F1, s6) = 2,509, P=0,1188), ou do sexo (F,
s6) = 1,749; P=0,1914) no tempo de permanéncia nos bragos fechados (Figura 26).
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Figura 26. A PM e a infusdo intraperitoneal de um agonista nao seletivo dos receptores
canabindides do tipo 1 e do tipo 2 (CB1/CB2), O WIN-55, ndo alteram o comportamento do tipo
ansioso de camundongos machos e fémeas. Tempo de permanéncia nos bragos fechados ao longo

de 10 minutos.
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6 DISCUSSAO

No primeiro estudo que compdbe esta tese, nds examinamos os efeitos da
privagao maternal (PM) na memoria de reconhecimento e a modulagdo da memodria
pela area tegmental ventral (ATV) em ratos machos e fémeas, usando uma estratégia
farmacoldgica para estimular os neurdnios area tegmental ventral imediatamente apos
o aprendizado. Uma das novidades que demonstramos nesse estudo € que ratos
machos parecem mais suscetiveis ao estresse da PM, apresentando um déficit de
memoria de reconhecimento de objetos durante a idade adulta. Em contraste, as ratas
parecem ser mais resistentes ao estresse no inicio da vida, uma vez que nao
demonstram déficits detectaveis de memoria reconhecimento de objetos na vida
adulta. Outra novidade do primeiro estudo € que a infusdo de um agonista do receptor
glutamatérgico tipo NMDA na area tegmental ventral reverte os déficits de memoria
induzidos pela PM em ratos machos e promove a persisténcia da memoria tanto em
machos quanto em fémeas.

No segundo estudo desta tese, nds confirmamos os efeitos da PM na memaria
de reconhecimento de objetos (RO). Também confirmamos que as ratas parecem ser
mais resistentes ao estresse no inicio da vida, uma vez que a PM nao afetou a
consolidagdo da memodria de longa duragéao (MLD). A principal diferenca entre este e
o primeiro estudo da tese é que no segundo estudo ndés investigamos o papel
modulatério da memaria de reconhecimento de objetos do sistema dopaminérgico da
via Locus Coeruleus (LC)-HD. Verificamos que a estimulagéo da via dopaminérgica
LC-HD é capaz de reverter o déficit de memoaria induzido pela PM, além de promover
a persisténcia da memoria em ratos fémeas e machos PM e nao-PM.

Por fim, no terceiro estudo investigamos se o0 mesmo protocolo de PM utilizado
em ratos também induz déficit de memadria em camundongos machos e fémeas. Além
disso, investigamos se a infusdo intraperitoneal de um agonista n&o seletivo dos
receptores canabindides do tipo 1 (CB1) e do tipo 2 (CB2), o WIN-55, é capaz de
modular a memodria espacial de camundongos. Corroborando com os primeiros dois
estudos em ratos, mostramos que a PM induziu um déficit de memoaria espacial em
camundongos machos no primeiro teste (Teste 1). Por outro lado, camundongos
fémeas nao apresentaram tal déficit de memoria (Teste 1). No segundo teste, machos
e fémeas PM e ndo-PM infundidos com salina demonstraram memoria da tarefa.
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Curiosamente, ndés demonstramos que a manipulagao do sistema endocanabindide
nao tem efeitos em camundongos machos e fémeas ndo-PM, mas piora a memoria
de camundongos machos submetidos a PM tanto no Teste 1 quanto no Teste 2,
sugerindo em efeito somatério da PM e da estimulagao dos receptores CB1/CB2. Além
disso, camundongos fémeas PM infundidas com WIN-55 n&o apresentam déficit de
memoria espacial no Teste 1 e Teste 2.

Nos ultimos anos, nosso grupo de pesquisa tem demonstrado o impacto do
estresse no inicio da vida em diferentes tipos de memoria (Carrazoni et al., 2023;
Menezes et al., 2017, 2020; Neves et al., 2015, 2020; Sosa et al., 2019).
Recentemente, nds demonstramos que a PM leva a um déficit de memoria
reconhecimento de objetos em ratos machos que persiste na idade adulta (Menezes
etal., 2020; Neves et al., 2020). Apesar dos efeitos da PM serem descritos na literatura
cientifica ha alguns anos, a maioria desses estudos se propde a discutir esses efeitos
em animais (ratos ou camundongos) machos (Benetti et al., 2009; Neves et al., 2015,
2020). Os estudos que utilizam animais fémeas sao poucos (Carrazoni et al., 2023;
Oomen et al., 2011). Dessa forma, os resultados da nossa tese contribuem para esse
aspecto, uma vez que nds demonstramos que ratas fémeas adultas nao apresentam
déficit de memdria reconhecimento de objetos induzido pela PM. Nossos dados
sugerem que ratas podem ser resilientes ao estresse no inicio da vida. Curiosamente,
dados recentes do nosso grupo demonstram que ratas pré-puberes (DPN-22)
submetidas ao mesmo protocolo de PM apresentavam déficit de memoria
reconhecimento de objetos (Carrazoni et al., 2023).

Tomados em conjunto, nossos dados sugerem que na puberdade e/ou em uma
fase posterior, uma mudancga na plasticidade cerebral em ratas pode reverter os
déficits de memodria de reconhecimento relacionados a PM. Sabe-se que os horménios
sexuais, como o estrogénio e a progesterona, desempenham um papel fundamental
no desenvolvimento de estruturas neurais relacionadas a consolidagao e persisténcia
da memoéria, como o hipocampo (Lupu; Cediel Ulloa; Riegg, 2023). Como o
estrogénio e a progesterona influenciam a proliferagéo, diferenciagao e crescimento
dendritico das células do hipocampo (He, 2022; Lupu; Cediel Ulloa; Ruegg, 2023), é
possivel que a acdo desses horménios possa ser um fator para que o déficit de
memoria relacionado a PM observado nas ratas mais jovens nao persista na vida
adulta.

86



Sabendo que o hormoénio circulante no momento da aquisicdo de uma
informacdo ou na evocacdo de uma memoria pode influenciar no resultado, uma
limitacao a ser considerada é que € que nés optamos por nio fazer o controle do ciclo
estral em ratas e camundongos fémeas. A manipulagédo frequente desses animais
(durante as sessdes de treino e testes) para a dosagem direta ou indireta de
horm&nios poderia atuar como um fator estressor, podendo distorcer os resultados
obtidos, uma vez que horménios relacionados ao estresse também tém impacto sobre
a consolidagéo e evocagao da memoria (de Quervain; Margraf, 2008; De Quervain;
Schwabe; Roozendaal, 2016). Outra questdo importante a ser levantada é que
horménios gonadais masculinos também tém impacto em processos mneménicos
(Wagner et al., 2018), porém a flutuagao dos niveis plasmaticos desses hormdnios
nao sao é considerada em pesquisas que utilizam somente machos para avaliar a
memoria. Apesar disso, nossos resultados abrem uma janela de oportunidades para
a investigacao dos efeitos de hormdnios gonadais masculinos e femininos nos déficits
de memoria e/ou na resiliéncia ao estresse no inicio da vida.

A consolidagdo da memoria de longa duragédo envolve a ativagao direta de
receptores glutamatérgicos no hipocampo (lzquierdo et al., 2006). No entrando, outros
sistemas neurotransmissores vém sendo investigados como moduladores do
processo de consolidagdo da memodria de longa duracgao (Benetti et al., 2009, 2012b;
McNamara et al., 2014; Neves et al., 2020). O sistema dopaminérgico hipocampal tem
um importante efeito modulador da memaria (McNamara et al., 2014). A ativacéo de
receptores dopaminérgicos do tipo D1 leva ao aumento do BDNF no hipocampo
(Williams; Undieh, 2009), uma proteina crucial na plasticidade neural necessaria para
0 armazenamento da memoria de longa duracéo (Bekinschtein et al., 2007). Em um
estudo recente, nés demonstramos que a estimulagéo de receptor dopaminérgicos do
tipo D1 no hipocampo promove a persisténcia da memoria de longa duragdo de
reconhecimento de objetos por no minimo 21 dias apds a aprendizagem (Neves et al.,
2020). Além disso, nesse mesmo estudo, demonstramos que essa manipulagéo
farmacoldgica imediatamente apds a sessdo de aprendizagem reverte o déficit de
memoria relacionado a PM em ratos machos, promovendo a melhora da memoria
reconhecimento de objetos (Neves et al., 2020). Assim, ja demonstramos que a
manipulagédo do sistema dopaminérgico do hipocampo melhora a memoria em ratos
machos com PM (Neves et al., 2020).
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Dados prévios apoiam a ideia de que o sistema dopaminérgico € crucial para a
consolidagao e persisténcia da memoria de longa duragdo (McNamara et al., 2014;
Yamasaki; Takeuchi, 2017). Além disso, apresentamos evidéncias reforgadoras de
que a PM afeta o processo de aprendizagem, pelo menos em ratos machos,
provavelmente envolvendo alteragées no funcionamento do sistema dopaminérgico
(Mahmoodkhani et al., 2022; Majcher-Maslanka et al., 2017). Uma questao que ainda
permanece pouco explorada € se outras estruturas encefalicas com projegcdes
dopaminérgicas para o HIPOCAMPO - além da area tegmental ventral (Han et al.,
2020; Lisman; Grace, 2005), o locus coeruleus, por exemplo (Kempadoo et al., 2016;
Yamasaki; Takeuchi, 2017), podem ser afetadas estrutural e/ou funcionalmente pela
a PM. Em animais adultos, o estresse crénico leva a perda de neurbnios
dopaminérgicos na area tegmental ventral e no hipotdlamo (Sugama; Kakinuma,
2016). Nesse sentido, é provavel que o estresse crénico no inicio da vida, como o
induzido pela PM, afete o desenvolvimento da area tegmental ventral e induza
alteragcdes em longo prazo. Assim, com base em estratégias farmacologicas, nos
decidimos investigar os efeitos da estimulagao dessas duas estruturas encefalicas.

Conforme relatado, no primeiro estudo verificamos que a estimulacéo
farmacoldgica da area tegmental ventral reverte os déficits de memdéria induzidos pela
PM em ratos machos e que a infusdo de NMDA na area tegmental ventral promove a
persisténcia da memoria reconhecimento de objetos por até 14 dias apods o
aprendizado nos animais controle e PM, tanto em ratos machos quanto fémeas. Esses
dados sugerem que, pelo menos em parte, a PM afeta a area tegmental ventral e/ou
a rede dopaminérgica. Sabe-se que a infusdo de NMDA na area tegmental ventral
também leva ao aumento da dopamina no nucleo accumbens até 120 minutos apoés a
infusdo (Westerink; Kwint; DeVries, 1996). Considerando que a PM leva a uma
alteracao do sistema dopaminérgico (Neves et al., 2020) e que a estimulagdo da area
tegmental ventral pode levar ao aumento da dopamina em estruturas do sistema
limbico (McNamara et al., 2014), propomos que a estimulagao farmacoldgica da area
tegmental ventral utilizada em nosso estudo reverteu o déficit de memdédria de
reconhecimento de objetos ao aumentar a liberagdo de dopamina no hipocampo,
modulando a memoaria e promovendo sua persisténcia.

Assim como no primeiro estudo dessa tese, outros estudos comportamentais
em roedores, usando manipulagdo farmacolégica dos receptores dopaminérgicos
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D1/D5 do hipocampo, forneceram sugestdes iniciais de que a area tegmental ventral
seria a fonte exclusiva de dopamina hipocampal (Lisman; Grace, 2005). Contudo,
Kempadoo et al. (Kempadoo et al., 2016) mostraram recentemente que a principal
fonte de dopamina para o hipocampo dorsal provém do locus coeruleus, com poucas
projecdes provenientes da area tegmental ventral (Kempadoo et al., 2016). Além
disso, mostraram que a ativagao optogenética do locus coeruleus aumenta a taxa de
aprendizagem espacial e memoria e que este efeito € dependente da ativagao de
receptores dopaminérgicos do tipo D1 e n&o noradrenérgicos (Kempadoo et al., 2016).

Dessa forma, uma questao surge: Poderiam estas poucas proje¢cdes da area
tegmental ventra - hipocampo dorsal (LC-HD) serem as unicas responsaveis pelos
efeitos na consolidagao e persisténcia da memoaria de longa duragédo? Recentemente
nds publicamos um estudo demonstrando que a estimulagao farmacolégica tanto da
area tegmental ventral quanto do locus coeruleus é capaz de promover a persisténcia
da memoria reconhecimento de objetos (Lima et al., 2023). Assim, no segundo estudo
que compde essa tese, nds investigamos o papel do locus coeruleus, e demonstramos
que a estimulagao locus coeruleus, uma estrutura até pouco tempo considerada como
tendo projegcdes puramente noradrenérgicas para o hipocampo, promove a
persisténcia da memoria reconhecimento de objetos por até 14 dias apos o
aprendizado em animais controle, tanto em ratos machos quanto fémeas,
independentemente da ativagdo dos receptores [(-adrenérgicos hipocampais.
Adicionalmente, demonstramos que a estimulagcdo do locus coeruleus reverte os
déficits de memoaria induzidos pela PM em ratos machos e promove a persisténcia da
memoria tanto em machos quanto em fémeas, além de promover uma melhora
memoria de reconhecimento de objetos em animais controle. Nossos dados
corroboram com a ideia apresentada em publicacdes prévias acerca da importante
funcado do sistema dopaminérgico e seus receptores, e a possibilidade de modulagéo
da memodria a partir da ativagdo dopaminérgica hipocampal (Neves et al., 2020).

E importante destacar que a composicao celular da area tegmental ventral e do
locus coeruleus é heterogénea. Proje¢cdes dopaminérgicas da area tegmental ventral
tém como destinos regides encefalicas, tais como amigdala, hipocampo, substancia
cinzenta periaquedutal, tubérculo olfatério, coértex pré-frontal e locus coeruleus
(Morales; Margolis, 2017). Por outro lado, proje¢cdes GABAérgicas oriundas da area
tegmental ventral parecem ser destinadas a inervar interneurénios colinérgicos do

89



nucleo accumbens e neurbnios glutamatérgicos da habénula lateral (Morales;
Margolis, 2017). Além disso, neurbnios glutamatérgicos dessa regidao parecem se
conectar com neurdnios glutamatérgicos da habénula lateral e com interneurénios
GABAérgicos do nucleo accumbens (Morales; Margolis, 2017). Assim, € provavel que
a infusdo do agonista glutamatérgico NMDA na area tegmental ventral realizada no
estudo 1, também estimule neurdnios GABAérgicos e glutamatérgicos dessa regiao.
Contudo, apenas as projegdes dopaminérgicas oriundas da area tegmental ventral
tém conexdes com estruturas importantes para a consolidagdo e persisténcia da
memoria, tais como o hipocampo, cortex pré-frontal e amigdala (Beier et al., 2015;
Morales; Margolis, 2017). Além disso, a estimulagao farmacoldgica da area tegeental
ventral aumenta os niveis de dopamina no hipocampo, processo essencial para a
modulacdo da memdria de longa duragao (Castillo Diaz et al., 2022; Lisman; Grace,
2005).

As projegdes noradrenérgicas do locus coeruleus para diferentes estruturas
encefalicas tém sido amplamente estudadas ha anos (Waterhouse; Navarra, 2019).
Especialmente, projecdes noradrenérgicas oriundas do locus coeruleus tém conexdes
com o hipocampo e desempenham um papel importante na consolidacdo das
memorias (Eschenko; Mello-Carpes; Hansen, 2017; Lima et al., 2019). Contudo,
recentemente demonstrou-se que projecbes que conectam locus coeruleus ao
hipocampo também s&o compostas por neurénios dopaminérgicos (Kempadoo et al.,
2016). Além disso, Kempadoo et. al. (2016) demonstraram que a estimulagao do locus
coreruleus aumenta os niveis de dopamina hipocampal, além de promover a
aprendizagem e a memoria espacial (Kempadoo et al., 2016). Além disso, esses
autores demonstraram que a estimulagao optogenética do locus coeruleus associada
ao bloqueio dos receptores dopaminérgicos no hipocampo promove um déficit na
consolidagdo da memoria espacial (Kempadoo et al., 2016), o que nao observado
quando a estimulagédo optogenética do locus coeruleus é associada ao bloqueio dos
receptores adrenérgicos (Kempadoo et al., 2016). Esses dados corroboram com os
resultados encontrados no estudo 2 que compde essa tese.

Estudos recentes demonstraram que o estresse crénico leva a alteracdes
morfofuncionais do locus coeruleus (Kurban et al., 2023; Minné; Marnewick; Engel-
Hills, 2023) e que essas mudancgas estédo relacionadas a diversas neuropatologias,
tais como Alzheimer e depresséao (Kurban et al., 2023; Minné; Marnewick; Engel-Hills,
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2023). Takahashi et al. (Takahashi; Turner; Kalin, 1992) demonstraram que o animais
que foram submetidos ao estresse no periodo pré-natal, apresentavam concentragao
reduzida de norepinefrina e dopamina no locus coeruleus na idade adulta (Takahashi;
Turner; Kalin, 1992). Nesse sentido, parece que o estresse induzido pela PM
provavelmente prejudica o desenvolvimento do locus coeruleus, levando a alteragdes
estruturais e funcionais a longo prazo.

E importante ressaltar que o bloqueio dos receptores B-adrenérgicos no
hipocampo dorsal, neste estudo associado a estimulagao de locus coeruleus, nao foi
capaz de impedir a consolidagao e persisténcia da memodria de reconhecimento de
objetos em ratos, tanto machos quanto fémeas. Considerando que nosso conjunto de
dados sugere que a PM afeta, pelo menos em parte, a rede dopaminérgica LC-HD,
propomos que a estimulagao farmacolégica da locus coeruleus leve a um aumento na
atividade dos neurdnios dopaminérgicos, ja que o bloqueio dos principais receptores
noradrenérgicos do hipocampo dorsal ndo impede a melhoria da memoaria. Assim, o
aumento da concentragao de dopamina no hipocampo dorsal, associado a ativagao
dos receptores dopaminérgicos do tipo D1 (Neves et al., 2020), reverteria os déficits
de memodria induzidos pela PM, além de promover a persisténcia da memoria
reconhecimento de objetos em ratos machos e fémeas.

Apesar de, nos ultimos anos, termos focamos uma série de trabalhos do nosso
grupo no estudo do papel dos sistemas catecolaminérgicos na modulagao da meméria
de animais PM e ndo PM (da Silva de Vargas et al., 2017; Eschenko; Mello-Carpes;
Hansen, 2017; Lima et al., 2023; Mello-Carpes et al., 2016; Neves et al., 2020),
reconhecemos o papel importante desempenhado por outros sistemas de
neurotransmissores. Em modelos de PM, outros grupos vém desenvolvendo
pesquisas que revelam o papel de diferentes sistemas de neurotransmissores (Benetti
et al., 2009, 2012a, 2015). Por exemplo, a administragcao oral de inibidores da enzima
que degrada a acetilcolina, a acetilcolinesterase, reverte os déficits de memaria de
longa duragao de reconhecimento de objetos induzidos pela PM. Além disso, a PM
também causa alteragdo do sistema histaminérgico no hipocampo e na amigdala
basolateral (Benetti et al., 2012a, 2015)-. Benetti et al. (2012), demonstraram que a
infusdo de um inibidor da enzima que inativa a histamina, a histamina N-
metiltransferase, ou a estimulacao direta de receptores histaminérgicos do tipo 2 (H2)
no hipocampo, € capaz de reverter os déficits de memaria aversiva induzidos pela PM

91



(Benetti et al., 2012a). A mesma estratégia farmacoldgica foi utilizada para demonstrar
que a inibicdo da histamina N-metiltransferase ou a estimulagcdo de receptores
histaminérgicos do tipo 3 (H3) na amigdala basolateral reverte os déficits de memoaria
aversiva induzidos pela PM (Benetti et al., 2015). Esses dados sugerem que, além do
sistema dopaminérgico, os sistemas colinérgicos e histaminérgicos estdo envolvidos
nos déficits de diferentes tipos de memérias induzidos pela PM.

Nas ultimas décadas, a descoberta dos receptores canabindides, dos seus
ligantes lipidicos endégenos (endocanabindides, eCB) e da maquinaria para sintetizar
e degradar os endocanabindides levou a identificagdo de um sistema de sinalizagao
endégeno (Devane et al., 1992; Matsuda et al., 1990; Mechoulam et al., 1995). Desde
entdo, o sistema endocanabindide (SEC) tem ganhado interesse como elemento
importante na fisiologia e nos processos de aprendizagem e memoria (Drumond;
Madeira; Fonseca, 2017; Kruk-Slomka et al., 2017). Assim, no terceiro estudo que
compde essa tese, nos propormos a investigar os efeitos da manipulagdo do SEC na
modulagdo da meméaria de animais submetidos ou ndo a PM.

A maioria dos estudos que manipulam o sistema endocanabindide para
investigar os efeitos na aprendizagem e na memodria utilizam a ativagéo ou inibicao de
receptores CB1 (Haller et al., 2004; Yim et al., 2008). Os receptores CB1 sao
constituidos de uma proteina de membrana acoplada a proteina G (GPCR), sendo
expressos em diversas partes do cérebro, incluindo aquelas relacionadas aos
processos de aprendizagem e memoéria (Marsicano; Lafenétre, 2009). Uma
caracteristica importante desses receptores € que, geralmente, eles sdo expressos
em terminais pré-sinapticos (Freund; Katona; Piomelli, 2003). Por serem acoplados a
proteina G inibitdria, a ativacdo desses receptores leva a uma hiperpolarizacdo dos
neurbnios, causando uma redugédo da liberagdao de neurotransmissores (Freund;
Katona; Piomelli, 2003). Em geral, esses receptores sado estimulados por
endocanabindides, tais como o 2-AG e a AEA, produzidos em neurbnios pos-
sinapticos que agem retrogradamente (Kano et al., 2009; Shu-Jung Hu; Mackie, 2015).

Descoberto no hipocampo e no cerebelo, esse modo de sinalizagao esta longe
de ser simples (Wilson; Nicoll, 2001). A complexidade da sinalizacdo do SEC via
receptores CB1 deriva do fato de que a modulacido da liberacdo pode ocorrer em
sistemas de neurotransmissores que tém efeitos muito diferentes e até mesmo
opostos (Bara et al., 2021b; Kano et al., 2009). Por exemplo, endocanabindides ou
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substancias exdégenas agonistas dos receptores CB1 podem regular tanto a
transmissao GABAEérgica inibitéria quanto a glutamatérgica excitatéria nas mesmas
regides cerebrais (Bara et al., 2021b; Kano et al., 2009; Lu; Mackie, 2021). Assim, o
SEC pode modular varios aspectos da sinalizacdo neuronal ao mesmo tempo.

Diversos componente exégenos tém sido utilizados para investigar os efeitos
da manipulagdo dos SEC nos processos de aprendizagem e memoria. Agonistas
canabindides sdo bem conhecidos por induzir alteragdes na memaria de trabalho (MT)
e na memoria de curta duragdo (MCD) (Ranganathan; D’Souza, 2006). Apesar disso,
os dados quanto a prejuizo ou melhora da memoria ainda sdo bastante discrepantes.
Por exemplo, em ratos, a memoaria de trabalho é prejudicada por agonistas exégenos
(Deadwyler; Goonawardena; Hampson, 2007; Deadwyler; Hampson, 2008). Contudo,
Carter and Wang (2007) recentemente sugeriram que a ativagéao fisiolégica do SEC
poderia ser benéfica para os mecanismos da memdéria de trabalho (Carter; Wang,
2007).

Em linha com os achados do terceiro estudo que compde essa tese, realizado
com camundongos, Litcham (2000) mostrou que a administragcdo de um antagonista
dos receptores CB1 (Rimonabant) antes da fase de aquisigcdo poderia melhorar a
performance da memoria espacial em ratos (Lichtman, 2000). Nés verificamos que,
no caso dos camundongos machos, que apresentam déficits de memdria espacial
induzidos pela PM, a infusdo de um agonista endocanabinoide nao foi capaz de
reverter os déficits de memodria, e no segundo teste, ainda promoveu piora da memoaria
quando associada a PM. Estudo prévio também demonstrou que o bloqueio
farmacolégico de receptores CB1 resultou em facilitagdo da memoria olfatéria e
reduziu os déficits de meméria induzido pelo envelhecimento de ratos e camundongos
(Terranova et al., 1996). Por outro lado, nés sugerimos que esses mecanismos podem
ser dependentes do sexo, e ainda precisam de melhor investigados.

Outra questao importante acerca do sistema endocanabindide € que ele pode
ser afetado pelo o estresse no inicio da vida, o que explicaria os efeitos da PM. Foi
demonstrado que a PM (24h) induz uma redugao na expressao de receptores CB1 no
hipocampo de ratos (mais acentuado em machos do que em ratas fémeas) com 13
dias de vida (Suarez et al., 2009). Ratas fémeas também exibiram maior densidade de
receptores CB1 na regiao CA3 do hipocampo do que machos (Suarez et al., 2009).
Além disso, um interessante estudo realizado por Marco et. al. (2014) demonstrou que
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ratos machos submetidos a um protocolo PM agudo (24h) tem uma redugédo na
expressdo de genes de enzimas que sintetizam eCB (NAPE-PLD e DAGL) no
hipocampo quando adolescentes (DPN-46) (Marco et al., 2014). O efeito oposto é
observado em ratas fémeas submetidas a PM (Marco et al., 2014). Esses dados
sugerem que o SEC é sensivel ao estresse no inicio da vida a nivel de expressao
génica de maneira sexo-dependente e essas mudangas ja sao evidentes durante a
adolescéncia. Estes dados prévios nos auxiliam a explicar o dimorfismo sexual
observado nos nossos resultados, ja que fémeas nao apresentaram alteragbes da
memoria espacial a partir da PM ou da modulagao endocanabindide, contudo, seréo
necessarios mais estudos para investigar os mecanismos subjacentes a esses efeitos.

E importante destacar que, ao longo dos 3 estudos que compdem esta tese,
testes de controle comportamental foram realizados. A intencao foi avaliar aspectos
comportamentais adjacentes, tais como comportamento do tipo ansioso, exploratoério
e locomotor, que poderiam alterar os resultados dos testes de memodria devido a
fatores extra-mnemadnicos. Nestes testes, nenhuma alteragao foi observada, e pouco

ou nenhuma diferenga entre os grupos foi observada.
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7 CONCLUSOES

O conjunto de resultados apresentados nesta tese confirma que o sistema
dopaminérgico influencia a consolidagao e persisténcia da memoaria de longo prazo e
€ capaz de modular os déficits de memoria induzidos pela PM em ratos machos; por
outro lado, o sistema endocanabinoide parece ter um papel mais complexo, € um
efeito sexo-depende em animais submetidos a PM.

Além disso, apresentamos evidéncias de que:

e a PM afeta de forma diferente o processo de aprendizagem de machos e
fémeas, sendo que, em animais adultos submetidos a PM (ratos e
camundongos), apenas machos apresentam déficit de memoaria;

e a estimulagao farmacolégica da area tegmental ventral imediatamente apds a
aprendizagem é capaz de reverter o déficit da memdria de reconhecimento de
ratos machos submetidos a PM;

e a estimulagao farmacolégica da area tegmental ventral imediatamente apds a
aprendizagem ¢é capaz de promover a persisténcia da memoria de
reconhecimento de ratos machos e ratas fémeas submetidos ou n&o a PM,;

e a estimulacdo farmacolégica da via dopaminérgica locus coeruleus —
hipocampo dorsal imediatamente apds a aprendizagem é capaz de reverter o
déficit da memaria de reconhecimento de ratos machos submetidos a PM,;

e a estimulagdo farmacolégica da via dopaminérgica do locus coeruleus —
hipocampo dorsal imediatamente apds a aprendizagem é capaz de promover
a persisténcia da memoria de reconhecimento de ratos machos e ratas fémeas
submetidos ou ndo a PM,;

e a manipulagao do sistema endocanabindide através da infusao intraperitoneal
de um agonista CB1 ndo € capaz de reverter o déficit de memoria especial
induzido pela PM em camundongos machos.

Dessa forma, podemos concluir que o sistema dopaminérgico e
endocanabindide podem ser afetados pela privagao de cuidados no inicio da vida,
induzindo um déficit de memodria durante a vida adulta, e que tal efeito & sexo-

dependente.
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9 COPIA DO CERTIFICADO DE APROVAGCAO DO COMITE DE
EXPERIMENTAGAO COM ANIMAIS (CEUA).

9.1 Anexo 1 — Certificado CEUA dos estudos 1 e 2.

CERTIDAO

CERTIFICADO DE APROVAGAO DE PROTOCOLO PARA USO DE ANIMAIS EM PESQUISA

Numero de protocolo da CEUA:026/2021

Titulo: Alteragdes em estruturas encefalicas relacionadas a modulacio dopaminérgica da meméria
de longa duragdo em animais submetidos a privacdo maternal

Data da aprovagdo: 16/07/2021

Periodo de vigéncia do projeto: 30/12/2024
Pesquisadores(a): Pamela Billig Mello Carpes
Campus: Uruguaiana

Telefone: (55) 99661-2454

E-mail: pamelacarpes@unipampa.edu.br

Finalidade ( )Ensino ( X)Pesquisa

Espécie / Linhagem /

Ratos Wistar/ Fémeas Prenhes e Prole
Raga

Fémeas prenhes: 56
N° de animais
Prole: 180 machos e 180 fémeas

Fémeas prenhes: 500g / 3-4 meses

Peso / Idade
Prole: 400g / 0-4 meses
Sexo Machos e Fémeas
Origem Biotério da Universidade Federal de Pelotas/RS

: Assinado eletronicamente por CATIA ALINE VEIVERBERG, PROFESSOR DO MAGISTERIO
@ SUPERIOR, em 19/07/2021, as 17:56, conforme horario oficial de Brasilia, de acordo com as

.‘51‘4;’1;'”_ A autenticidade deste documento pode ser conferida no site
https://sei.unipampa.edu.br/sei/controlador_externo.php?

% acao=documento conferir&id orgao acesso externo=0. informando o codigo verificador
* 0572200 e0 codigo CRC BO3A4595.

Referéncia: Processo n® 23100.012063/2021-19 SEI n® 0572200
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Anexo 2 — Certificado CEUA do estudo 3.

9.2
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