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RESUMO

O cortex insular (Cl) recebe projec@es aferentes do cortex pré-frontal, giro cingulado,
bulbo olfatério, ndcleos da base, além de formar conexdes reciprocas com
importantes areas limbicas: amigdala e cortex entorrinal. Estas diferentes conexdes
indicam um possivel envolvimento do cértex insular no processo de aprendizado e
memoéria. A memoéria de reconhecimento social (MRS) é essencial para formar grupos
sociais, estabelecer hierarquias e vinculos sociais e afetivos. Apesar de sua
importancia, ainda € escasso o conhecimento sobre o papel das estruturas cerebrais
e 0S mecanismos celulares e moleculares envolvidos em seu processamento e
armazenamento. Assim, o0 presente trabalho teve como objetivo verificar a
participacdo dos receptores glutamatérgicos do tipo NMDA, dopaminérgicos D1/D5,
histaminérgico H2, p-adrenérgico e serotoninérgico 5-HT1A, do cortex insular, no
processo de consolidacdo da MRS. Para isso, ratos Wistar machos adultos foram
submetidos a uma cirurgia estereotaxica para implantacao de canulas bilaterais no Cl
e, posteriormente, a tarefa de discriminagao social. Esta tarefa consiste de 4 sessfes
diarias de 20 min de habituacdo ao aparato experimental, que é constituido de uma
caixa de campo aberto contendo dois cilindros de acrilico. Vinte e quatro horas apos
a ultima sesséo de habituacdo os animais foram recolocados no aparato, na presenca
de um coespecifico juvenil (22 dias pés-natal) dentro de um dos cilindros, por 1 hora
(sessao de treino). Apds 24 horas os animais foram submetidos a uma sesséo de
teste, de 5 min, na presenca de um juvenil desconhecido e do juvenil previamente
encontrado (familiar). Verificou-se que, os animais que receberam a infuséo intra-Cl
do antagonista dos receptores D1/D5, B-adrenérgico ou 5-HT1A imediatamente apds
a sessao de treino, tiveram um prejuizo na consolidacao da MRS. Contudo, esse efeito
foi bloqueado pela infusdo intra-Cl concomitante do agonista e do antagonista dos
respectivos receptores. Ainda, os animais que receberam a infusdo intra-Cl do
antagonista dos receptores NMDA ou H2 imediatamente apds a sessao de treino,
foram capazes de consolidar a MRS. Os resultados obtidos no presente trabalho
sugerem gue os receptores dopaminérgicos D1/D5, B-adrenérgicos e serotoninérgicos
5-HT1A, mas nao os glutamatérgicos NMDA e os histaminérgicos H2, do cértex insular
participam da consolidacdo da MRS.



Palavras chave: Memaria; Consolidacao; Modulagéo; Cortex Insular; Reconhecimento

Social.



ABSTRACT

The insular cortex (IC) receives afferent projections from prefrontal cortex, cingulate
gyrus, olfactory bulb, basal nuclei and forms reciprocal connections with important
limbic areas: amygdala and entorhinal cortex. These different connections indicate a
possible involvement of the insular cortex in the process of learning and memory.
Social recognition memory (SRM) is essential for forming social groups, establishing
hierarchies and social and affective ties. Despite its importance, the knowledge about
the brain structures and the cellular and molecular mechanisms involved in its
processing is still scarce. Thus, the present study aimed to verify the participation of
NMDA-glutamatergic, D1/D5-dopaminergic, H2-histaminergic, B-adrenergic and 5-
HT1a serotoninergic receptors, of the IC, in the consolidation of SRM. For this, male
Wistar adult rats (300-330 g) were submitted to stereotaxic surgery for implantation of
bilateral cannulae in the IC and, later, to the task of social discrimination. The task
consists of 4 consecutive days of habituation to the experimental apparatus, which is
an open-field box containing 2 acrilic cilinders, for 20 min. Twenty four hours after the
last habituation session, the animals were placed in the open field in the presence of
a juvenile (22 days postnatal) for 1 hour (sample phase). After 24 hours, the retention
test occurred, for 5 min, in the presence of a juvenile previously met (familiar) and a
new juvenile. Animals that received the intra-IC infusion of the antagonist D1/D5, [3-
adrenergic or 5-HTia receptor, immediately after the sample phase, impairs the
consolidation of SRM. However, this effect was blocked by the concomitant intra-IC
infusion of the agonist and the antagonist of the respective receptors. In addition,
animals that received intra-IC infusion of the antagonists NMDA and H2 receptors,
immediately after the sample phase, were able to consolidate the SRM. The results
obtained in the present study suggest that the dopaminergic D1/D5, p-adrenergic and
serotonergic 5-HTiareceptors, but not the glutamatergic NMDA and the histaminergic

H2 receptors, of the IC, participates in the consolidation of the SRM.

Keywords: Memory; Consolidation; Modulation; Insular Cértex; Social Recognition.
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1. INTRODUCAO

1.1 Membéria: conceito, fases de formacéo e classificacao

A memodria é a capacidade do cérebro em adquirir, armazenar e evocar
informagdes (KANDEL; DUDAI; MAYFORD, 2014; IZQUIERDO, 2011). Pode ser
definida também como a retencéo da informacé&o previamente adquirida, ou seja,
€ 0 processo pelo qual a informacdo aprendida persiste ao longo do tempo
(IZQUIERDO, 2011; SQUIRE; KANDEL, 2003). Assim, as memorias sao
fundamentais para a composi¢do da identidade, pois o acervo das memarias
torna os seres unicos (IZQUIERDO, 2011). Certamente, o individuo sabe quem
€ e onde esta e para onde quer ir devido a importante capacidade de aprender
e lembrar. Desse modo, o aprendizado e memoéria estdo inteiramente
conectados (SQUIRE; KANDEL, 2003).

Além disso, as memodrias sdo crucias para o comportamento de
sobrevivéncia e adaptacdo ao meio em que se vive (MCGAUGH, 2013; DOYLE;
KIEBLER, 2011; SCHACTER, 1997). Sao formadas pela atividade de células
neurais, mantidas por um complexo sistema de redes de neurbnios e podem ser
moduladas pelo nivel de concentragéo, pelas emocdes e pelo estado de animo
(GIESE; MIZUNO, 2013; IZQUIERDO, 2011; KANDEL; DUDAI; MAYFORD,
2014).

O processo de formacédo da memoaria é bastante complexo, envolve varios
mecanismos moleculares e diferentes estruturas cerebrais. O processo comeca
através da aquisicdo que é a etapa inicial do processo de formacao da memoaria
gue corresponde a aprendizagem, nesta fase a memoria encontra-se em um
estado labil e passivel a interferéncias (IZQUIERDO, 2011; KOHLER et al., 2011;
TRONEL; MILEKIC; ALBERINI, 2005) e para persistir, necessita passar por um
processo de estabilizacdo denominado de consolidacdo (KOHLER et al., 2011;
BERMUDEZ-RATTONI, 2010; TRONEL; MILEKIC; ALBERINI, 2005). O acesso
a essa informacado € chamado de evocacdo, recordagédo ou lembranca, que € a
expressdo de uma memoria previamente adquirida (IZQUIERDO, 2011;
KOHLER et al., 2011; SQUIRE, 2009) e isto caracteriza que o aprendizado de
fato gerou uma memoria (IZQUIERDO, 2011).
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A memoria durante o periodo de consolidacdo esta suscetivel a
interferéncias de diferentes fatores: uso de farmacos, eletroestimulacao, até ao
evento de novas memorias. Uma vez que, nas primeiras horas apos a
informacéo ser adquirida, as memorias estao labeis (DE CARVALHO MY SKIW;
BENETTI; IZQUIERDO, 2013; KIM et al., 2012; MCGAUGH, 2000; REICHEL et
al., 2011; SQUIRE, 2009). Assim, as fases de formacdo da memoria podem ser
prejudicadas, moduladas ou até mesmo melhoradas (CAHILL; ALKIRE, 2003;
SACAI et al., 2014).

Ao longo das décadas ocorreram avancgos nos estudos sobre a memoria
que permitiram classifica-la em relacdo ao seu conteudo ou em relagdo ao seu
tempo de duragdo. Quanto ao seu conteudo, as memorias podem ser divididas
em memorias explicitas ou declarativas, e memorias implicitas ou nao
declarativas (KANDEL; DUDAI; MAYFORD, 2014; IZQUIERDO, 2011; SQUIRE
et al., 2003).

As memodrias declarativas ou explicitas podem ainda ser divididas em
episodica e semantica (STERN; ALBERINI, 2013; IZQUIERDO, 2011; SQUIRE;
KANDEL, 2003; SQUIRE; KNOWLTON; MUSEN, 1993). As memodrias
episodicas referem-se a eventos relacionados aos acontecimentos da vida de
um individuo, uma recordagcdo consciente, como por exemplo: a sua prépria
formatura (IZQUIERDO, 2011; SQUIRE, 2009). Ja as memdrias semanticas
referem-se a conhecimentos gerais, como por exemplo: 0 conhecimento da
lingua portuguesa, historia, psicologia entre outros (BURIANOVA; MCINTOSH,;
GRADY, 2010; IZQUIERDO, 2011; KOMPUS et al., 2009; RENOULT et al.,
2012). As memorias ndo declarativas ou implicitas sdo as memdérias que inclui
informacBes que sdo adquiridas durante o aprendizado de habilidades, sejam
elas sensoriais, motoras, de habitos ou de associa¢Bes simples. A memoria
implicita reflete-se no desempenho. O caso mais simples de memdria ndo
declarativa é a habituacao (decréscimo da resposta a determinados estimulos
repetidos) (MAYFORD; SIEGELBAUM; KANDEL, 2012; SQUIRE, 1992;
SQUIRE, 2009; STERN; ALBERINI, 2013; STERN; ALBERINI, 2013).
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E importante frisar que as memorias declarativas e ndo declarativas n&o
atuam sozinhas, elas coexistem e interagem frequentemente (SQUIRE;
KNOWLTON; MUSEN, 1993; STERN; ALBERINI, 2013).

Quanto ao tempo de duracdo, as memorias sdo classificadas em
memorias de trabalho (MT), memdrias de curta duracdo (MCD) ou memdérias de
longa duracao (MLD) (KANDEL; DUDAI; MAYFORD, 2014; STERN; ALBERINI,
2013; 1IZQUIERDO, 2011). A memdria de trabalho se refere a capacidade do
cérebro de reter, por alguns segundos ou minutos, a informacao que esta sendo
processado naquele momento, este tipo de memdéria ndo forma traco e nao €
seguida de alteragBes bioquimicas muito importantes (IZQUIERDO, 2011;
ROOZENDAAL; MCGAUGH, 2011). Enquanto que, as memorias de curta
duracdo permanecem arquivadas por um curto periodo de tempo, poucos
minutos ou horas caso as memarias fiqguem armazenadas por um longo periodo
de tempo, muitas horas, dias, meses ou anos sdo denominadas de memérias de
longa duracéo (STERN; ALBERINI, 2013; IZQUIERDO, 2011).

As memodrias de curta e de longa duracéo utilizam as mesmas estruturas
cerebrais para 0 seu processamento como hipocampo e a amigdala, porém,
envolvem mecanismos moleculares diferentes. Por exemplo, a memoria de
longa duracdo necessita de ativacdo génica, seguido de sintese proteica,
enguanto a memoria de curta duracdo ndo necessita de sintese de proteinas
(KANDEL, 2012; IZQUIERDO, 2011; ALBERINI, 2005).

1.2 Memodria de reconhecimento social

A memoria de reconhecimento se refere a capacidade de discriminar algo
novo de algo familiar, podendo ser um contexto, um objeto, um ambiente, um
individuo, ou seja, é a capacidade de distinguir entre familiaridade e novidade de
um item individual (objeto) ou de um espac¢o composto de varios itens. Portanto,
€ uma capacidade extremamente importante para o dia a dia e para a
sobrevivéncia de muitas espécies (BERMUDEZ-RATTONI, 2014; BROWN;
XIANG, 1998; MORICI; BEKINSCHTEIN; WEISSTAUB, 2015).

Existem varios tipos de memaria de reconhecimento, tais como a memoria

de reconhecimento de objeto, a memdria de reconhecimento de gosto, a
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memoéria de reconhecimento social, entre outros (ZINN et al., 2016; FURINI et
al., 2015). Em particular, a memoria de reconhecimento social (MRS) pode ser
estudada em roedores, uma vez que, o animal possui a tendéncia natural de
explorar mais o animal novo do que o familiar (SHAHAR-GOLD; GUR;
WAGNER, 2013), ou seja, o reconhecimento social reflete a capacidade do
animal de identificar e lembrar-se de outros individuos da mesma espécie
(SHAHAR-GOLD; GUR; WAGNER, 2013; GABOR et al., 2012).

A memoria de reconhecimento social é essencial para formar grupos
sociais, estabelecer hierarquias e vinculos sociais e afetivos (BLUTHE; GHEUSI;
DANTZER, 1993). Este reconhecimento social em roedores e em outros
mamiferos se deve em grande parte a sua capacidade olfatéria distinta
(ENGELMANN; LUDWIG; LANDGRAF, 1994). A deteccdo dos odores
caracteristicos de cada coespecifico ocorre pelo sistema vomeronasal e vias do
bulbo olfatério (ADOLPHS, 2009; BLUTHE; GHEUSI; DANTZER, 1993; THOR;
HOLLOWAY, 1982a), além destes, também existe a influéncia de hormonios
como a vasopressina, a ocitocina e os horménios gonadais (BLUTHE; GHEUSI;
DANTZER, 1993; BYCHOWSKI; MENA; AUGER, 2013; EVERTS; KOOLHAAS,
1997; POPIK; VETULANI; REE, VAN, 1992). Tanto os roedores quanto os seres
humanos nédo vivem bem sozinhos. Existe uma necessidade de convivio entre
membros da mesma espécie (LESER; WAGNER, 2015; GABOR et al., 2012b;
IZQUIERDO, 2011; ADOLPHS, 2009).

A espécie humana é extremamente sociavel e este comportamento surge
por meio de mecanismos neurobiolégicos que também sdo compartilhado com
outras espécies (GABOR et al., 2012; ADOLPHS, 2009). Este comportamento
sociavel esta relacionado ao reconhecimento social, uma capacidade
fundamental para comportamentos sociais. Por exemplo, um individuo sabe
como agir diante de coespecificos, ou seja, outros da mesma espécie, por meio
da observacao do comportamento destes, mas também em funcédo de encontros
estabelecidos anteriormente (GABOR et al., 2012; ADOLPHS, 2009). Desse
modo, ocorrem as relagdes sociais, mas ainda pouco se sabe sobre os
mecanismos e estruturas cerebrais envolvidas nesse comportamento (SHAHAR-
GOLD; GUR; WAGNER, 2013).
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Véarias doencas neurolégicas levam a alteracbes relevantes no
comportamento social, desde isolamento social até sociabilidade extrema.
Algumas doencas neurolégicas, tais como o autismo, a ansiedade social, a
esquizofrenia, a depressédo, a sindrome de Williams e a doenca de Huntington
(BORA; VELAKOULIS; WALTERFANG, 2016; CREMERS; ROELOFS, 2016;
JARVINEN; KORENBERG; BELLUGI, 2013), causam problemas sociais
significativos no cotidiano do individuo. Por isso, a relevancia de se estudar os

mecanismos envolvidos neste tipo de memoria.

1.3 Participacao do cortex insular na formacdo de memorias

O cortex cerebral € dividido em quatro lobos principais. O lobo frontal, lobo
parietal, lobo occipital e o lobo temporal. Em particular, o lobo temporal esta
envolvido com a percepcéao visual, audicao e aprendizado e memoéria (SQUIRE;
KANDEL, 2003). A primeira hipotese de que algum aspecto da meméria poderia
estar armazenado no lobo temporal do cérebro humano surgiu em 1938 com o
trabalho do neurocirurgidao Wilder Penfield, na qual obteve evocacdo de
memorias por estimulacédo desse lobo (SQUARE; KANDEL, 2008).

Com o0 avanco da neurociéncia, verificou-se que diferentes estruturas
cerebrais participam da formacédo das memorias, em particular da meméria de
reconhecimento, tais como o hipocampo, a amigdala, o cértex entorrinal, o cortex
pré-frontal, o cortex perirrinal e o cortex insular (NOACK; MURAU;
ENGELMANN, 2015; MITCHNICK et al., 2015; FURINI et al., 2014; WILSON et
al., 2013; MYSKIW et al., 2008; BERMUDEZ-RATTONI, 2005).

Em especial, o coértex insular (Cl), também conhecido como ilha de Reil
ou apenas insula, consiste de uma estrutura cerebral que faz parte do neocértex,
localizado no lobo temporal, tanto em humanos quanto em primatas n&o
humanos (BERMUDEZ-RATTONI, 2014; SHURA; HURLEY; TABER, 2014;
JONES; WARD; CRITCHLEY, 2010). Esta dividido em trés areas principais: a
area granular dorsal, a area desgranular central, e a area agranular ventral
(SHURA; HURLEY; TABER, 2014; KOSAR; GRILL; NORGREN, 1986). Possui

conexdes com o0s nucleos da base, cortex perirrinal, cértex olfatorio, giro
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cingulado, cortex parietal, e outras areas limbicas importantes, como o
hipocampo e a amigdala (AUGUSTINE, 1996).

O CI possui vias aferentes e eferentes relacionadas ao gosto, olfato,
audicdo, visdo, entre outros. Estas diferentes conexdes podem indicar uma
possivel razdo pela qual o Cl pode estar envolvido em varias funcdes cognitivas
(AUGUSTINE, 1996). Além disso, a associacao entre lesées no Cl e prejuizos
no comportamento social, tem sido estudado através de técnicas de
neuroimagem em humanos, demonstrando que a estrutura esta envolvida em
processos cognitivos sociais, embora as evidéncias sejam limitadas a poucos
estudos (BOUCHER et al., 2015; JONES; WARD; CRITCHLEY, 2010).

Estudos em roedores mostram que o Cl esta envolvido na consolidacao
de diferentes tipos de memoria, tais como, reconhecimento de gosto
(RODRIGUEZ-DURAN; ESCOBAR, 2014), medo condicionado ao contexto
(ALVES et al., 2013), esquiva inibitéria (BERMUDEZ-RATTONI; MCGAUGH,
1991), espacial (BERMUDEZ-RATTONI; INTROINI-COLLISON; MCGAUGH,
1991) e reconhecimento de objetos (BERMUDEZ-RATTONI, 2005).

O papel do Cl em processos cognitivos ainda € pouco elucidado, porém,
o estudo de Boucher e colaboradores (2015) verificaram que o Cl esté envolvido
no processamento de informagbes sociais em pacientes com epilepsia
submetidos a ressecc¢ao desta estrutura (BOUCHER et al., 2015).

Além disso, o Cl tem sido relacionado com algumas doencas, transtornos
e disturbios: afasia, transtornos de humor, transtorno de estresse pds-traumatico
(PTSD), transtornos alimentares, esquizofrenia, autismo, doenca de Alzheimer,
dentre outros (GOGOLLA et al., 2014; NAGAI; KISHI; KATO, 2007;

AUGUSTINE, 1996). Por isso, investigar esta estrutura se faz tdo necessario.

1.4 Modulacdo de memoarias

Os estudos envolvendo a modulacéo da formac¢do da memoria iniciaram
com a investigacdo da acédo de drogas sobre os processos de aprendizagem.
Um estudo publicado por Karl Spencer Lashley, Psicélogo Americano, em 1917
verificou que a administracdo de estricnina em ratos antes da sesséo de

aprendizado na tarefa de labirinto melhorava a consolidacdo dessa memoria,
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indicando que a memoria podia ser modulada por substancias exdgenas
(ROESLER; SCHRODER, 2011; ROOZENDAAL; MCGAUGH, 2011;
MCGAUGH; ROOZENDAAL, 2009).

A partir desse conhecimento, muitos pesquisadores tém dedicado seus
estudos para o entendimento da modulacdo da memdria, verificando a influéncia
de drogas, neurotransmissores ou hormoénios sobre as etapas de formagéo da
memoria (ROESLER; SCHRODER, 2011; TULLY; BOLSHAKOV, 2010;
MCGAUGH, 2004; CAHILL; MCGAUGH, 1996). Sendo um meio de grande
importancia para se estudar as bases neurofisioldgicas das diferentes fases do
processamento da memoria (QUEVEDO et al., 2003).

Com os avangos do conhecimento descobriu-se que durante a formacao
das memoarias, além da participacdo de diferentes estruturas cerebrais, também
€ necessario o envolvimento de diversos neurotransmissores. Dentre estes,
estdo o glutamato, a dopamina, a histamina a noradrenalina e a serotonina que
estdo entre os principais neurotransmissores envolvidos com o processamento
de meméoria (IZQUIERDO, 2011).

Entre os neurotransmissores que regulam a plasticidade sinaptica e a
formacdo da memoria esta o glutamato que é um aminoacido que pode ser
encontrado em grande quantidade no encéfalo de mamiferos, o principal
neurotransmissor excitatério do sistema nervoso central (SNC). Os receptores
glutamatérgicos sao divididos em duas grandes categorias: metabotropicos e
ionotrépicos. Os receptores metabotrépicos (MGLU) pertencem a classe C de
receptores acoplados a proteina G e, com base na funcdo e estrutura, sdo
subdivididos em Grupo | (MGIuR1 e mGIuR5), Grupo Il (mGIuR2 e mGIuR3) e
Grupo Il (mGIluR4, mGIuR6, mGIuR7 e mGIuR8) (RIBEIRO et al., 2017;
RONDARD; PIN, 2015). Os receptores ionotropicos sé&o canais i0nicos
controlados por ligante, e permeaveis a cations. Existem 3 subtipos de
receptores ionotropicos, designados conforme o aminoacido analogo do
glutamato que melhor mimetiza seus efeitos: NMDA (N-metil-D-aspartato),
AMPA (a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolpropionato) e Cainato (RIBEIRO et
al., 2017). Em particular os receptores glutamatérgicos do tipo NMDA, possuem

um importante papel em diferentes tipos de memorias (RODRIGUEZ-DURAN;

18



ESCOBAR, 2014; 1IZQUIERDO, 2011), além de exercer um papel importante em
mecanismos relacionados a plasticidade sinaptica (NAKAI et al., 2014).

Estudos evidenciaram que o receptor NMDA presente no Cl, quando
bloqueado, seguido de inibicdo da atividade da proteina quinase C (PKC),
prejudica a formacdo da memdria no condicionamento aversivo ao gosto
(RODRIGUEZ-DURAN; ESCOBAR, 2014). Além disso, Gutiérrez e
colaboradores (1999) verificaram um prejuizo de meméria na tarefa de
aprendizagem espacial e condicionamento aversivo ao gosto, quando infundido
o antagonista do receptor NMDA no ClI, antes ou imediatamente apds a sessao
de aprendizado nestas tarefas (GUTIERREZ et al., 1999).

Outro importante neurotransmissor envolvido com a formagdo de
diferentes tipos de memoria € a dopamina (MENEZES et al., 2015; FURINI et al.,
2014). A dopamina € uma catecolamina importante e neuromoduladora do SNC
(RANG; DALE, 2012) e estd envolvida em diferentes fungfes, tais como o
mecanismo de recompensa, a coordenagdo motora, a memdaria, entre outros.
Sua acéao ocorre por meio de familias distintas de receptores: a familia D1 que
corresponde aos receptores D1 e D5 e a familia D2 referente aos receptores D2,
D3 e D4 (RANGEL-BARAJAS; CORONEL; FLORAN, 2015). Em particular, os
receptores D1/D5 séo relevante devido sua acdo sobre a plasticidade sinptica
(CLAUSEN et al., 2011; HUANG; KANDEL,1995). Fernandez-Ruiz e
colaboradores (1993) relataram que o bloqueio dos receptores dopaminérgicos
no Cl ou na amigdala prejudica a aprendizagem olfativa ou gustatoria. Sugerindo
o envolvimento desses receptores do Cl nesse tipo de aprendizagem
(FERNANDEZ-RUIZ et al., 1993).

J4 a histamina sintetizada pelos neurénios do nucleo tuberomamilar
(TMN), age por meio de 4 receptores (H1-H4) distintos acoplados a proteina G.
A histamina esté envolvida em diferentes fun¢cdes do SNC como: memoria, sono,
atencao, entre outras (BONINI et al., 2011; BROWN; STEVENS; HAAS, 2001).
O estudo de Puron-Serra e colaboradores (2010) evidenciaram que a inibi¢éo
dos receptores H1 no TMN ou ativacdo dos receptores H3 no CI prejudica a

formacdo, mas néo a evocagao da memaria aversiva ao gosto. Estes resultados
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sugerem fun¢ées distintas para os receptores histaminérgicos do Cl (PURON-
SERRA et al., 2010).

Outro importante neurotransmissor envolvido com a formagédo de
diferentes tipos de memdéria é a noradrenalina, uma amina biogénica que exerce
a sua acao através de duas familias de receptores: a e 3, ambos receptores
acoplados a proteina G. Estes receptores B-adrenérgicos desempenham um
importante papel na aprendizagem (CAHILL et al., 1994). E no Cl desempenham
uma funcgéo crucial na regulacdo da aprendizagem aversiva ao gosto (BERMAN
et al., 2000). O estudo de Miranda e colaboradores (2011) verificou a importancia
da participacdo do receptor B-adrenérgico do Cl. Estes concluiram ser
necessario os receptores B-adrenérgicos do Cl para a aquisicdo de memoria
aversiva (MIRANDA, M. I. et al., 2011).

Além dos neurotransmissores apresentados acima, a serotonina € outro
transmissor neuromodulatério que participa da consolidacdo da memoria.
Quanto aos receptores serotoninérgicos existem sete familias de receptores: 5-
HTi7. Ainda possui subtipos, como o0 5-HT1@x-r e de 5-HT2-c) (UPHOUSE,
1997). Os receptores 5-HT1 sdo acoplados a proteina G, possuem acdes
inibitérias e se localizam principalmente no SNC (RANG; DALE, 2012;
UPHOUSE, 1997). Em patrticular, o receptor 5-HT1a € um autorreceptor e 0 mais
abundante expresso em encéfalo de mamiferos, acredita-se que os receptores
5-HT1a sejam o principal alvo de farmacos para o tratamento de desordens
psiquiatricas (RANG; DALE, 2012).

Mello e Souza e colaboradores (2001) verificaram que a ativacdo dos
receptores 5-HT1a do Cl de ratos prejudica a consolidagdo da memoéria na tarefa
de esquiva inibitéria, quando infundido o agonista (8-OH-DPAT) desse receptor,
imediatamente apos o aprendizado (MELLO e SOUZA et al., 2001).

Entender quais sdo 0s mecanismos, bem como, as estruturas encefélicas
envolvidas na formacédo da MRS se faz relevante. Assim, uma das maneiras de
compreensao dos mecanismos relacionados a memoria é por meio da analise
do processo de formacdo desta memodria. Portanto, uma abordagem

experimental bastante utilizada para o estudo da memoria € a farmacologia, que
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busca investigar como 0s sistemas neurais participam na modulacdo e ou

formacao da memodria.

21



2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Verificar a participacdo dos receptores glutamatérgicos do tipo NMDA,
dopaminérgicos D1/D5, histaminérgicos H2, B-adrenérgicos e o serotoninérgicos

5-HT1a do cértex insular na consolidacdo da memaria de reconhecimento social.

2.2 Objetivos Especificos

e Investigar a participacdo dos receptores glutamatérgicos do tipo NMDA
do cortex insular no processo de consolidagdo da memoria de
reconhecimento social.

e Investigar a participacdo dos receptores dopaminérgicos D1/D5 do cértex
insular no processo de consolidagdo da memoria de reconhecimento
social.

e Investigar a participacdo dos receptores histaminérgicos H2 do coértex
insular no processo de consolidagdo da memadria de reconhecimento
social.

e Investigar a participagao dos receptores B-adrenérgicos do cortex insular
no processo de consolidacdo da memdéria de reconhecimento social.

e Investigar a participacdo dos receptores serotoninérgicos 5-HTia do
cortex insular no processo de consolidacdo da memoéria de

reconhecimento social.
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3. METODOLOGIA

3.1 Animais Experimentais

Foram utilizados ratos Wistar machos juvenis, de 22 a 30 dias de idade, e
adultos, de 3 meses de idade, que foram mantidos em caixas moradia em
ndmero de 4 por caixa, com ciclo claro/escuro de 12 horas (luz a partir das 7:00
horas e escuro a partir das 19:00 horas), com agua e comida a vontade e
temperatura ambiente constante de 23°C. As caixas foram trocadas e
higienizadas a cada 2 dias. Os animais foram adquiridos do CeMBE (Centro de
Modelos Biologicos Experimentais) da Pontificia Universidade Catolica do Rio
Grande do Sul (PUCRS), e mantidos no biotério do Centro de Memoria,
localizado no Prédio 64 da PUCRS.

O tamanho da amostra foi definido com base em estudos da é&rea
publicados em revistas internacionais indexadas (Qualis Al), os quais utilizam
de 9-12 animais por grupo experimental (DE CARVALHO MYSKIW, et al., 2014;
FURINI et al., 2014; GARRIDO ZINN et al., 2016). Os procedimentos
experimentais apresentados nesta dissertacao foram aprovados pela Comissao
de Etica para o Uso de Animais (CEUA) da PUCRS, sob o registro: CEUA
15/00470 (ANEXO A).

3.2 Cirurgia Estereotaxica

Para viabilizar a infusdo farmacoldgica intra-estrutura os animais adultos
foram submetidos a uma cirurgia estereotaxica para implantacdo bilateral de
canulas guia no cortex insular (anterior, +1.2 mm; lateral, £5.5 mm; ventral, -3.1
mm) seguindo as coordenadas do atlas de Paxinos e Watson (PAXINOS;
WATSON, 1986). Todo o procedimento foi realizado com o0s animais
previamente anestesiados com Ketamina, um anestésico de acdo rapida,
juntamente com Xilazina, um sedativo/miorrelaxante/analgésico, ambos

administrados via intraperitoneal (i.p.), nas doses de 75 mg/Kg e 10 mg/Kg
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respectivamente. Como analgésico poés-cirdrgico os animais receberam nas

primeiras 72 horas o anti-inflamatorio Meloxicam, a cada 12 horas.

Figura 1. Equipamento utilizado para realizacdo da cirurgia estereotaxica
(KOPF®).

3.3 Manipulacao

Nos trés dias que antecedem 0s experimentos comportamentais, e pelo
menos 7 dias apds a cirurgia estereotaxica, os animais foram submetidos a
sessbes diarias de manipulacdo, com o objetivo de acostuma-los a serem
manejados, e com isso se familiarizarem com o pesquisador, evitando estresse
durante o experimento. Durante cada sessdo os animais foram levados do
biotério até a sala onde foi realizado a tarefa comportamental, retirados da caixa
moradia e manuseados por aproximadamente 2 minutos. Apés 24 horas da
dltima sessdo de manipulacdo, os animais foram submetidos ao paradigma

comportamental de Discriminac¢do Social.
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3.4 Paradigma de Discriminagao Social

Esse paradigma esta baseado na tendéncia natural do animal de dedicar
mais tempo investigando um coespecifico desconhecido do que um coespecifico
familiar. Esta capacidade é medida por meio da reducédo do comportamento de
exploragdo observado em animais reexpostos a um mesmo coespecifico
(KOGAN; FRANKLAND; SILVA, 2000; THOR; HOLLOWAY, 1982a).

Este comportamento tipico tem sido utilizado em um paradigma
comportamental conhecido como discriminagdo social, o qual vem sendo
utilizado para avaliar os mecanismos envolvidos na formacdo da memoria de
reconhecimento social (THOR; HOLLOWAY, 1982b)

O paradigma de discriminacdo social foi realizado em uma caixa
retangular de campo aberto medindo 60 x 40 x 50 cm, localizada em uma sala
experimental com iluminacéo fraca. Duas gaiolas cilindricas idénticas, feitas em
material acrilico transparente, medindo 9 cm de didametro e 13 cm de altura, com
orificios de 1 cm de didametro espacados a 1 cm cada foram colocadas, na caixa
de campo aberto, proximas aos cantos. Permitindo, assim, a passagem de pistas
olfativas, porém sem contato direto entre o animal adulto e o juvenil. Todo o
aparato experimental era limpo com &lcool 70% entre a passagem de cada

animal para garantir a auséncia de pistas olfativas.

3.4.1 Protocolo Experimental

Antes de serem submetidos ao paradigma de discriminacdao social, 0s
animais adultos passaram por um processo de habituacdo ao dispositivo
experimental que durou 4 dias e consistiu em uma sessdo comportamental diaria
de 20 minutos, na qual foram colocados individualmente no campo aberto
contendo duas gaiolas cilindricas de acrilicos vazias, para que explorassem
livremente o ambiente. Vinte e quatro horas antes da sessdo de treino, 0s
animais juvenis foram colocados na gaiola cilindrica de acrilico, posicionado

dentro do campo aberto na auséncia do animal adulto, e permaneceram la por
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um periodo de 20 minutos, para se habituarem a situacao de estar em um espaco
restrito, que € a gaiola de acrilico.

Apés os quatro dias de habituacdo ao aparato experimental, o animal
adulto foi submetido a uma sesséo de treino (primeiro encontro), que consistiu
em coloca-lo no centro do campo aberto na presenca de um juvenil
desconhecido e uma gaiola de acrilico vazia por 1 hora. A fim de avaliar a
memoéria de longa duracao, a sesséo de teste (segundo encontro) ocorreu 24 h
apos a sessao de treino, que consistiu na reexposi¢cao, por 5 minutos ao mesmo
juvenil apresentado no dia anterior (familiar) e a um juvenil desconhecido (novo),
selecionado de acordo com diferentes combinacdes previamente determinadas.
Durante a sessao de teste foi quantificado o tempo que o animal adulto dispendia
explorando cada um dos juvenis (Figura 2).

Durante as sessfes de treino e teste, os juvenis foram mantidos nas
gaiolas a fim prevenir agresséo do adulto para com eles, e também para garantir
gue o adulto iniciasse a exploragdo. Os dois juvenis (familiar e novo) eram
provenientes de diferentes caixas moradia, assim seus odores eram diferentes
para 0 animal adulto. O comportamento social exploratério foi definido como
cheirar os juvenis atraves dos orificios da gaiola cilindrica. Enquanto que, subir
na gaiola ou permanecer ao redor dela n&o foram considerados comportamentos
exploratérios. O tempo gasto explorando cada juvenil foi medido por um
avaliador, com o auxilio de um cronémetro, e expresso como porcentagem do

tempo total de exploragéao.

Figura 2. Representacdo esquematica do protocolo experimental da tarefa de

discriminacgéo social (Fonte: Adaptado de ZINN et al., 2016).
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Infusao intra-CI pés-treino

Sessdo de Treino Sessdo de Teste
Sessao de Habituacao Exposicao a um juvenil Exposigdo ao juvenil
20 min x 4 Dias 24 h por uma hora 24 h familiar e a um novo
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3.5 Intervencdo Farmacolégica

Os compostos farmacologicos utilizados neste estudo foram: D-serina, AP5,
SKF 38393, SCH 23390, Dimaprit, Ranitidina, Isoproteronol, Timolol, NAM-190
e 8-OH-DPAT; a dose e o mecanismo de acao de cada composto estao descrito
na Tabela 1. Os mesmos foram adquiridos da empresa Sigma-Aldrich (St. Luis,
MO, USA), dissolvidos em solugéo salina 0,9% e armazenados protegidos da luz
a -20°C até seu uso. Os farmacos ou o veiculo (salina) foram administrados intra-
Cl (0,5 plllado) imediatamente apés a sessdo de treino da tarefa de
discriminacao social. Para as infus@es intra-Cl foi utilizado uma micro-seringa
Hamilton® acoplada a um tubo de polietileno com uma agulha de infuséo (0,05
mm de diametro).

As doses utilizadas foram determinadas com base em estudos prévios que
mostraram o efeito destes farmacos sobre o aprendizado e a memdria de ratos,
e em outras variaveis comportamentais e fisioldgicas (DE CARVALHO MY SKIW
et al., 2015; FIORENZA et al., 2012; (BARROS et al., 2001). Ao término, as
agulhas de infusdo foram mantidas no interior das canulas guia por mais 60

segundos, a fim de evitar o refluxo de liquido.
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Tabela 1. Tratamento farmacolégico

Composto Farmacolégico Mecanismo de Acéo Dose
D-Serina Modulador positivo do receptor NMDA 50 pg/lado
AP5 (Acido 2-amino-5-

] Antagonista do receptor NMDA 5 pg/lado
fosfonopentandico)
SKF 38393 Agonista dos receptores D1/D5 12,5 pg/lado
SCH 23390 Antagonista dos receptores D1/D5 1,5 pg/lado
Dimaprit Agonista do receptor H2 2,34 pg/lado
Ranitidina Antagonista do receptor H2 17,54 ugl/lado
8-OH-DPAT Agonista do receptor 5-HT1a 6,25 pg/lado
NAM-190 Antagonista do receptor 5-HT1a 1,25 pg/lado
Isoproterenol Agonista do B-adrenoreceptor 3 pg/lado
Timolol Antagonista do B-adrenoreceptor 1,0 pg/lado

3.6 Andlise Histologica

Apés o término dos experimentos comportamentais 0s animais
previamente operados foram avaliados histologicamente quanto a colocacao de
suas canulas e a regido cerebral atingida pela infusédo, visando assim garantir
gue apenas os dados comportamentais de animais que efetivamente receberam
a administracao correta das drogas fossem incluidos na andlise estatistica final.
Para isso, apés o0s procedimentos comportamentais 0s animais foram
submetidos a infuséo bilateral de uma solucdo de azul de metileno a 4% através
das canulas guia; quinze minutos depois foram eutanasiados com uma overdose
do anestésico tiopental sddico (100 mg/kg) e entdo decapitados. Seus cérebros
foram removidos e colocados em uma solucéo de formol 4% por um periodo de
quatro dias, quando entdo foi realizada a analise histologica, considerando
somente 0s animais com a localizacdo das canulas dentro de 2 mm? dos locais

desejados.

3.7 Andlise Estatistica

A analise estatistica foi realizada com o auxilio do software GraphPad Prism

5.1. Para a andlise estatistica dos dados obtidos no paradigma de discriminagao
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social, foram utilizados testes estatisticos paramétricos (ANOVA de uma via
seguida do Teste de Comparacdo Multipla de Newman-Keuls). Valores de

P<0,05 foram considerados estatisticamente significativos.
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4. RESULTADOS

4.1 Participacdo dos receptores glutamatérgicos do tipo NMDA do cortex

insular na consolidacdo da memadria de reconhecimento social.

Com o objetivo de verificar a participacdo dos receptores glutamatérgicos
do tipo NMDA, do cortex insular, na consolidacdo da memoria de
reconhecimento social, animais foram submetidos a tarefa de discriminacéo
social, imediatamente apds a sessao de treino, receberam infuséo bilateral de
veiculo (Veh), D-serina (D-Ser; 50 pg/lado) modulador positivo do receptor
NMDA ou AP5 (AP5; 5 pg/lado) antagonista do receptor NMDA intra-Cl (0,5
ul/lado). Vinte e quatro horas ap0s a sessdo de treino, os animais foram
submetidos a uma sesséo de teste, na qual foram expostos, por 5 minutos, ao
juvenil familiar e a um juvenil novo.

Como pode ser observado na figura 3, os animais que receberam infusédo
de Veh, D-Serina ou AP5 no ClI, imediatamente apés a sesséo de treino, foram
capazes de reconhecer o juvenil familiar 24 h mais tarde na sesséo de teste, pois
passaram mais tempo explorando o juvenil novo (N) em comparacao ao familiar
(F), mostrando que formaram a memaria de reconhecimento social para o juvenil
apresentado na sesséo de treino (teste t de uma amostra: Fig. 3, Veh t11)=6,811,
P<0,0001; D-Serina t11=2,607, P=0,0244; AP5 t11)=2,586, P=0,0253). A ANOVA
de uma via revelou diferenca significativa entre os grupos (F,66=11,95,
P<0,0001), entretanto, o teste de Comparacdes Multiplas de Newman-Keuls ndo
mostrou diferenca significativa entre os grupos Veh-N vs. D-Ser-N; Veh-N vs.
AP5-N. Estes resultados sugerem que os receptores glutamatérgicos do tipo
NMDA do CI néo participam da consolidacdo da memoéria de reconhecimento

social.
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Figura 3. Efeito da infusdo do agonista e do antagonista dos receptores
glutamatérgicos do tipo NMDA intra-Cl sobre a consolidacdo da memoéria
de reconhecimento social. Animais foram submetidos ao paradigma de
discriminacao social e imediatamente apds a sesséo de treino receberam intra-
Cl (0,5 pl/lado) as infusdes de veiculo (Veh), D-Serina (D-Ser; 50 pg/lado) ou
AP5 (AP5; 5 pg/lado). Vinte e quatro horas depois, os animais foram submetidos
a uma sesséo de teste de 5 min na presencga do juvenil familiar (F) e de um
juvenil novo (N). Os pontos indicam a média tedrica de 50%. Os dados estdo
expressos como média + erro padréo e estao representados como porcentagem
do tempo total de exploracdo (n = 12 animais por grupo). ANOVA de uma via
seguida do Teste de Comparac¢es Mdltiplas de Newman-Keuls.

4.2 Participacado dos receptores dopaminérgicos D1/D5 do Coértex Insular

na consolidacdo da memaéria de reconhecimento social

Com o objetivo de verificar a participacdo dos receptores dopaminérgicos
D1/D5, do cortex insular, na consolidacdo da memoaria de reconhecimento social,
animais foram submetidos a tarefa de discriminagéo social e imediatamente apdos
a sessdo de treino receberam infusdo bilateral de veiculo (Veh), SKF 38393
(SKF; 12,5 ug/lado) agonista dos receptores D1/D5 ou SCH 23390 (SCH; 1,5
pg/lado) antagonista dos receptores D1/D5, intra-Cl (0,5 pl/lado). Vinte e quatro
horas apds a sessao de treino, os animais foram submetidos a uma sessao de
teste, na qual foram expostos, por 5 minutos ao juvenil familiar (F) e a um juvenil

novo (N).
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Como pode ser observado na figura 4, os animais que receberam infusédo
de Veh ou SKF no Cl imediatamente apds a sessao de treino foram capazes de
reconhecer o juvenil familiar 24 h mais tarde na sesséo de teste, pois passaram
mais tempo explorando o juvenil novo em comparagéo ao familiar (teste t para
uma amostra: Fig. 4, Veh t11)=5,849, P<0,01; SKF 38393 t11)=2,801, P=0,0172),
indicando que formaram a memoéria de reconhecimento social para o juvenil
apresentado na sessao de treino. Por outro lado, os animais que receberam a
infusdo de SCH, ndo mostraram diferenca entre o tempo gasto na exploracéo do
juvenil familiar e do juvenil novo (teste t para uma amostra: Fig. 4, SCH 23390
t)=0,2131, P=0,8366). Estes animais mostraram um prejuizo na memoria de
reconhecimento social, pois eles dedicaram a mesma quantidade de tempo
explorando o juvenil familiar e o juvenil novo. A ANOVA de uma via demonstrou
diferenca significativa entre os grupos (F,76=12,01, P<0,0001). O teste de
comparacgdes multiplas de Newman-Keuls revelou diferenca entre os grupos
Veh-N e SCH-N na sesséao de teste (P<0,01).

Ainda, com o objetivo de verificar se o prejuizo causado pelo SCH 23390
era devido especificamente a sua acdo sobre o processo de consolidacao da
MRS, animais receberam intra-Cl, imediatamente apés a sessao de treino, a
coinfusdo de SKF 38393 (SKF; 12,5 ug/lado) e SCH 23390 (SCH; 1,5 pg/lado).
Como pode ser observado na figura 4, os animais foram capazes de reconhecer
o juvenil familiar 24 h mais tarde na sessao de teste, pois passaram mais tempo
explorando o juvenil novo (N) em comparacéo ao familiar (F) (teste t para uma
amostra: Fig. 4, SKF + SCH tg=2,315, P<0,05), indicando que ocorreu um
bloqueio do prejuizo causado pela infusdo do SCH, logo, os animais foram
capazes de formar a MRS. A ANOVA de uma via ndo demonstrou diferenca
significativa entre os grupos SCH + SKF e Veh.

Estes resultados sugerem que os receptores dopaminérgicos D1/D5, do

Cl, participam da consolidacdo da memdéria de reconhecimento social.
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Figura 4. Efeito da infusdo do agonista e do antagonista dos receptores
dopaminérgicos D1/D5 intra-Cl sobre a consolidacdo da memoéria de
reconhecimento social. Animais foram submetidos ao paradigma de
discriminagéo social e imediatamente apos a sessao de treino receberam intra-
Cl (0,5 pl/lado) as infusGes de veiculo (Veh), SKF 38393 (SKF; 12,5 ug/lado),
SCH 23390 (SCH; 1,5 pg/lado) ou de SKF 38393 mais SCH 23390 (SKF+SCH).
Vinte e quatro horas depois, 0s animais foram submetidos a uma sessao de teste
por 5 min na presenca do juvenil familiar (F) e de um juvenil novo (N). Os pontos
indicam a média tedrica de 50%. Os dados estdo expressos como média + erro
padrao e estédo representados como porcentagem do tempo total de exploracéo
(n = 9-12 animais por grupo). **P<0,01 Veh-N vs. SCH-N, ANOVA de uma via
seguida do Teste de Comparac¢des Mdltiplas de Newman-Keuls.

4.3 Participacdo dos receptores histaminérgicos H2 do Cértex Insular na

consolidacdo da memoaria de reconhecimento social

Com o obijetivo de verificar a participacao dos receptores histaminérgicos
H2, do cértex insular, na consolidacdo da memodria de reconhecimento social,
animais foram submetidos a tarefa de discriminagéo social e imediatamente apés
a sessao de treino receberam infuséo bilateral de veiculo (Veh), Dimaprit (Dima;
2,34 pgl/lado) agonista dos receptores H2 ou Ranitidina (Rani; 17,54 ug/lado)
antagonista dos receptores H2, intra-Cl (0,5 pl/lado). Vinte e quatro horas apo6s
a sessao de treino, os animais foram submetidos a uma sesséo de teste, na qual

foram expostos por 5 minutos ao juvenil familiar e a um juvenil novo.
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Como pode ser observado na figura 5, os animais que receberam infusédo
de Veh, Dimaprit ou Ranitidina no Cl, imediatamente ap6s a sesséo de treino,
foram capazes de reconhecer o juvenil familiar 24 h mais tarde na sessao de
teste, pois passaram mais tempo explorando o juvenil novo (N) em comparacgao
ao familiar (F), mostrando que formaram a memoéria de reconhecimento social
para o juvenil apresentado na sessédo de treino (teste t para uma amostra: Fig.
5, VEH tu3=7,149, P<0,0001; Rani t«=5,127, P=0,0006; Dima t)=3,265,
P=0,0138). A ANOVA de uma via mostrou diferenga significativa entre os grupos
(F58=31,13, P<0,0001), entretanto, o teste de Comparac¢des Mdltiplas de
Newman-Keuls néo revelou diferenca significativa entre os grupos Veh-N vs.
Rani-N; Veh-N vs. Dima-N.

Estes resultados sugerem que os receptores histaminérgicos H2 do CI

nao estdo envolvidos na consolidacdo da memoéria de reconhecimento social.
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Figura 5. Efeito da infusdo do agonista e do antagonista dos receptores
histaminérgicos H2 intra-Cl sobre a consolidagdo da memoria de
reconhecimento social. Animais foram submetidos ao paradigma de
discriminagéo social e imediatamente ap6s a sesséo de treino receberam intra-
Cl (0,5 ul/lado) as infusBes de veiculo (Veh), Dimaprit (Dima; 2,3 ug/lado) ou
Ranitidina (Rani; 17,5 pg/lado). Vinte e quatro horas depois, os animais foram
submetidos a uma sessao de teste de 5 min na presenca do juvenil familiar (F)
e de um juvenil novo (N). Os pontos indicam a média tedrica de 50%. Os dados
estdo expressos como média + erro padrdo e estdo representados como
porcentagem do tempo total de exploracéo (n = 8-14 animais por grupo). ANOVA
de uma via seguida do Teste de Comparacdes Mdltiplas de Newman-Keuls.
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4.4 Participacdo dos receptores B-adrenérgicos do Cortex Insular na

consolidagdo da memoria de reconhecimento social

Com o objetivo de verificar a participacao dos receptores (3-adrenérgicos,
do cortex insular, na consolidagdo da memodria de reconhecimento social,
animais foram submetidos a tarefa de discriminag&o social e imediatamente ap6s
a sessao de treino receberam infuséo bilateral de veiculo (Veh), Isoproterenol
(Iso; 3 ug/lado) agonista dos B-adrenérgicos ou Timolol (Tim; 1,0 pg/lado)
antagonista dos B-adrenérgicos, intra-Cl (0,5 pl/lado). Vinte e quatro horas apos
a sessdo de treino, os animais foram submetidos a uma sessao de teste, na qual
foram expostos, por 5 minutos ao juvenil familiar e a um juvenil novo.

Como pode ser observado na figura 6, os animais que receberam infusédo
de Veh ou Iso no ClI, imediatamente apés a sessao de treino, foram capazes de
reconhecer o juvenil familiar 24 h mais tarde na sesséo de teste, pois passaram
mais tempo explorando o juvenil novo (N) em comparagcdo ao familiar (F),
mostrando que formaram a memoria de reconhecimento social para o juvenil
apresentado na sessao de treino (teste t para uma amostra: Fig. 6, Veh
t11)=5,950, P<0,0001; Iso t©=2,392, P<0,05). Por outro lado, os animais que
receberam a infusdo de Tim, ndo mostraram diferenca entre o tempo gasto na
exploracdo do juvenil familiar e do juvenil novo (teste t para uma amostra: Fig.
7, Tim t7=0,05126, P=0,9605). Estes animais mostraram um prejuizo na
memoéria de reconhecimento social, pois eles dedicaram a mesma quantidade
de tempo explorando o juvenil familiar e o juvenil novo. A ANOVA de uma via
mostrou diferenca significativa entre os grupos (F7,72=11,43, P<0,0001). O teste
de comparacdes multiplas de Newman-Keuls revelou diferenca entre os grupos
Veh-N vs. Tim-N na sesséo de teste (P<0,05).

Com o objetivo de verificar se o prejuizo causado pelo Timolol era devido
especificamente sua acao sobre o processo de consolidacdo da MRS, animais
receberam intra-Cl, imediatamente ap0s a sessdo de treino, a coinfusdo de
Isoproterenol (Iso; 3 pg/lado) e Timolol (Tim; 1,0 ug/lado). Como pode ser
observado na figura 6, os animais foram capazes de reconhecer o juvenil familiar

24 h mais tarde na sessao de teste, pois passaram mais tempo explorando o
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juvenil novo (N) em comparacéo ao familiar (F) (teste t para uma amostra: Fig.
6, Tim + Iso t©=2,370, P<0,05), mostrando que ocorreu o bloqueio do prejuizo
causado pela infusdo do Tim, logo, os animais foram capazes de formar a
memoria de reconhecimento social. A ANOVA de uma via ndo demonstrou

diferenca significativa entre os grupos Tim + Iso vs. Veh.

Estes resultados sugerem que 0s receptores B-adrenérgicos, do cortex

insular, participam da consolidacdo da memoria de reconhecimento social.
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Figura 6. Efeito da infusdo do agonista e do antagonista dos receptores -
adrenérgicos intra-Cl sobre a consolidagcdo da memoriade reconhecimento
social. Animais foram submetidos ao paradigma de discriminacdo social e
imediatamente apds a sessao de treino receberam intra-Cl (0,5 ul/lado) as
infusdes de veiculo (Veh), Isoproterenol (Iso; 3 ug/lado), Timolol (Tim; 1,0
pg/lado) ou coinfusdo de Timolol mais Isoproterenol (Tim+lso). Vinte e quatro
horas depois os animais foram submetidos a uma sesséo de teste de 5 min na
presenca do juvenil familiar (F) e de um juvenil novo (N). Os pontos indicam a
média tedrica de 50%. Os dados estdo expressos como média * erro padréo e
estédo representados como porcentagem do tempo total de exploracdo (n = 8-12
animais por grupo). *P<0,05 Veh-N vs. Tim-N, ANOVA de uma via seguida do
Teste de Comparacdes Multiplas de Newman-Keuls.
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4.5 Participacao dos receptores serotoninérgicos 5-HTi1a do Cortex Insular

na consolidagcdo da memaoria de reconhecimento social

Com o objetivo de verificar a participacdo dos receptores serotoninérgicos
5-HTia, do Cortex Insular, na consolidagdo da memodria de reconhecimento
social, animais foram submetidos & tarefa de discriminacdo social e
imediatamente ap0s a sessédo de treino receberam infusé@o bilateral de veiculo
(Veh), 8-OH-DPAT (8-OH; 6,25 ug/lado) agonista dos receptores 5-HT1a ou Nan-
190 (Nan-190; 1,25 ug/lado) antagonista dos receptores 5-HTia, intra-Cl (0,5
pl/lado). Vinte e quatro horas ap0s a sessdo de treino, os animais foram
submetidos a uma sessao de teste, na qual foram expostos, por 5 minutos, ao
juvenil familiar e a um juvenil novo.

Como pode ser observado na figura 7, os animais que receberam infusédo
de Veh ou Nan-190 intra-Cl imediatamente apds a sessdo de treino foram
capazes de reconhecer o juvenil familiar 24 h mais tarde na sesséao de teste, pois
passaram mais tempo explorando o juvenil novo (N) em comparacao ao familiar
(F), mostrando que formaram a memdria de reconhecimento social para o juvenil
apresentado na sessdo de treino (teste t para uma amostra: Fig. 7, Veh
t11)=3,742, P<0,01; Nan-190 tg)=2,614, P<0,05). Por outro lado, os animais que
receberam a infusdo de 8-OH-DPAT, ndo mostraram diferenca entre o tempo
gasto na exploragdo do juvenil familiar e do juvenil novo (teste t para uma
amostra: Fig. 7, 8-OH t1)=0,7785, P=0,4527). Estes animais mostraram um
prejuizo na memoéria de reconhecimento social, pois eles dedicaram a mesma
guantidade de tempo explorando o juvenil familiar e o juvenil novo. A ANOVA de
uma via demonstrou diferenca significativa entre os grupos (F(7,80=9,189,
P<0,0001). O teste de comparacfes multiplas de Newman-Keuls revelou
diferenca entre os grupos Veh-N vs. 8-OH-N na sesséao de teste (P<0,01).

Com o objetivo de verificar se o prejuizo causado pelo 8-OH-DPAT era
devido especificamente a sua acao sobre o processo de consolidagédo da MRS,
animais receberam intra-Cl, imediatamente ap0s a sessao de treino, a coinfusédo
bilateral com o 8-OH-DPAT (8-OH; 6,25 ug/lado) mais o Nan-190 (1,25 pg/lado).

Como pode ser observado na figura 7, os animais foram capazes de reconhecer
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o juvenil familiar 24 h mais tarde na sessao de teste, pois passaram mais tempo
explorando o juvenil novo (N) em comparacéo ao familiar (F) (teste t para uma
amostra: Fig. 7, Nan-190 + 8-OH-DPAT tu0=2,523, P<0,05), mostrando que
ocorreu o bloqueio do prejuizo causado pela infusdo do 8-OH, logo, os animais
foram capazes de formar a memdéria de reconhecimento social. A ANOVA de
uma via ndo mostrou diferenca significativa entre os grupos Nan-190 + 8-OH vs.
Veh.

Estes resultados sugerem que 0s receptores serotoninérgicos 5-HT1a do

Cl participam da consolidacdo da memoéria de reconhecimento social.
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Figura 7. Efeito da infusdo do agonista e do antagonista dos receptores
serotoninérgicos 5-HTia sobre a consolidagdo da memdria de
reconhecimento social. Animais foram submetidos ao paradigma de
discriminagéo social e imediatamente apds a sessao de treino receberam intra-
Cl (0,5 ul/lado) as infus@es de veiculo (Veh), 8-OH-DPAT (8-OH; 6,25 ug/lado),
Nan-190 (Nan-190; 1,25 ug/lado) ou coinfusdo de 8-OH mais Nan-190 (8-OH
+Nan-190). Vinte e quatro horas apdés a sessdo de treino, os animais foram
submetidos a uma sessao de teste de 5 min na presenca do juvenil familiar (F)
e de um juvenil novo (N). Os pontos indicam a média tedrica de 50%. Os dados
estdo expressos como média + erro padrdo e estdo representados como
porcentagem do tempo total de exploracdo (n = 9-12 animais por grupo).
**P<0,01 Veh-N vs. 8-OH-N, ANOVA de uma via seguida do Teste de
Comparacgdes Multiplas de Newman-Keuls.

Importante destacar que ndo foram encontradas diferencas significativas entre

0S grupos no tempo total de exploragdo durante a sesséo de teste (Tabela 2)
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indicando que as doses dos farmacos utilizados ndo afetaram as habilidades

motoras ou a motivacgao para explorar os juvenis.

Tabela 2. Tempo total de exploracdo durante a sessao de teste na tarefa de

discriminacao social.

Tratamento Tempo total de exploracéo (s)

Veiculo 81,9+-3,6
D-Serina 74,2+-8,8
AP5 60,5+-7,2
Isoproterenol 90,8+-10,2
Timolol 83,3+-7,6
Isoproterenol +Timolol 96,4+-14,9
SKF38393 83+-6,7

SCH23390 58,1+-8,9
SKF38393+SCH23390 56,4+-7,7
Dimaprite 56,6+-3,4
Ranitidina 82,6+-8,9
8-OH-DPAT 79,9+-9,1
Nan-190 77+-10,9

8-OH-DPAT +Nan-190 89,7+-10,2

Os dados sédo apresentados como média + erro padrao para ANOVA de uma via.
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5. DISCUSSAO

Evidéncias sugerem que o Cl possui uma participacdo significativa no
funcionamento da memodria em diferentes tarefas comportamentais. Embora
tenha sido demonstrado que o Cl é necessario para formacao e modulagéo de
diferentes memorias (BALDERAS; RODRIGUEZ-ORTIZ; BERMUDEZ-
RATTONI, 2015; DELINT-RAMIREZ; SALCEDO-TELLO; BERMUDEZ-
RATTONI, 2008; BERMUDEZ-RATTONI; MCGAUGH 1991; MELLO e SOUZA
et al. 2001), ndo se tinha o conhecimento sobre o0 seu envolvimento na memoria
de reconhecimento social.

A MRS é crucial para a sobrevivéncia, formacéo de grupos e evolucao da
espécie (LESER; WAGNER, 2015; NORMAN et al., 2012; VANDERSCHUREN;
ACHTERBERG; TREZZA, 2016), no entanto poucos estudos evidenciam o0s
seus mecanismos. Sabe-se que as memodrias podem ser moduladas por
substancias exdégenas (ROOZENDAAL; MCGAUG, 2011). Esta modulagéo pode
ocorrer através de diferentes neurotransmissores e neuromoduladores, como
glutamato, dopamina, histamina, noradrenalina e serotonina (BERMUDEZ-
RATTONI, 2014; MIRANDA et al., 2011; BARROS et al. 2001).

Os dados obtidos no presente trabalho sugerem que o0s receptores
dopaminérgicos D1/D5, B-adrenérgicos e serotoninérgicos 5-HT1a, mas ndo 0s
glutamatérgicos do tipo NMDA e os histaminérgicos H2, do Cl, estdo envolvidos
na consolidacdo da MRS, pelo menos no intervalo de tempo que foi analisado
(imediatamente apo6s a sessao de aprendizado).

Em relacédo aos receptores alvos do estudo, PARKES et al., (2014)
estudaram a participacdo dos receptores NMDA e muscarinicos na
aprendizagem do gosto apetitivo. O estudo demonstrou que 0s receptores
muscarinicos e NMDA participam de forma diferente, quando bloqueado os
receptores NMDA com a infusdo do seu antagonista, iSso ndo prejudicou o
aprendizado no gosto apetitivo, mas sim o aprendizado no condicionamento
aversivo ao gosto, indicando que o Cl pode ter fungéo participativa oposta em
distintos aprendizados. Em concordancia com estas observacdes, os resultados
do presente trabalho verificaram que os receptores glutamatérgicos do tipo

NMDA néo participa da consolidagcdo da MRS, uma vez que a infusdo do seu
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antagonista AP5 no CI, imediatamente ap0s a sessao de treino, ndo causou
prejuizo na MRS. Indicando, portanto que os receptores NMDA do ClI participam
de forma diferente para distintos aprendizados (PARKES et al., 2014).

Outro  neurotransmissor  envolvido com  diferentes  funcdes
neurobiolégicas, inclusive a memoaria é a histamina. O entendimento dos efeitos
dos receptores histaminérgicos é complexo, pois 0 seu envolvimento pode ser
distinto, dependendo da tarefa, estrutura encefalica e tipo de memdria analisada
(KOHLER et al., 2011; BROWN; STEVENS; HAAS, 2001). Os resultados do
presente estudo sugerem que o sistema histaminérgico, mais especificamente
os receptores H2 do Cl ndo estdo envolvidos na MRS. Este resultado € similar
ao encontrado com os receptores NMDA. Indicando que estes receptores, no Cl,
participam de forma diferente para distintos aprendizados, neste caso, na MRS.
Apesar desta estrutura encefélica receber densas projecdes histaminérgicas
(HAAS; SERGEEVA; SELBACH, 2008), e o bloqueio dos receptores
histaminérgicos indicar prejuizo de diferentes fun¢cdes do SNC, inclusive a
memoéria (PURON-SIERRA et al., 2010) sdo escassos o0s trabalhos,
principalmente sobre o receptor histaminérgico H2.

Outro também importante neurotransmissor que participa de diferentes
funcBes neurobiolégicas € a dopamina. Todos 0S seus receptores sdo
amplamente expressos no SNC. Os resultados do presente estudo sugerem que
os receptores dopaminérgicos D1/D5 do Cl estdo envolvidos na consolidacéo da
MRS, uma vez que a infusdo do seu antagonista SCH 23390 imediatamente
apos a sessao de treino, prejudicou a consolidacdo da MRS, além disso, esse
efeito foi bloqueado pela coinfusdo do agonista juntamente com o antagonista
dos receptores dopaminérgicos D1/D5 no Cl. O estudo de Berman e
colaboradores  (2000) evidenciou a importancia de  diferentes
neurotransmissores do Cl para formacdo da memdria gustativa, incluindo os
receptores dopaminérgicos D1/D5, sendo necessarios para a aquisicdo da
informacg&o, mas néo para a evocagao desta memoria (BERMAN et al., 2000).

Os receptores B-adrenérgicos parecem desempenhar um papel
importante na consolidacdo da MRS (ZINN et al., 2016), porém o conhecimento
das funcbes dos receptores B-adrenérgicos do Cl sdo escassos. O estudo de
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Miranda e colaboradores (2009) demonstrou que sdo necessarios os receptores
B-adrenérgicos do Cl durante a aquisicdo da memaoria em um contexto aversivo
(MIRANDA; ORTIZ-GODINA; GARCIA, 2009). Os resultados obtidos no
presente trabalho vdo ao encontro destes, pois demonstram que o0s [-
adrenoreceptores do CI participam da consolidacdo da MRS, uma vez que a
infusdo do seu antagonista timolol, imediatamente ap0s a sessdo de treino,
prejudicou a consolidacdo da MRS, entretanto, esse prejuizo foi bloqueado pela
coinfusédo do agonista juntamente com o antagonista dos 3-adrenoreceptores.

Ainda, os dados obtidos no presente trabalho indicam que os receptores
serotoninérgicos 5-HT1a do Cl também sdo importantes para a consolidagédo da
MRS, uma vez que a infusdo do seu agonista 8-OH-DPAT imediatamente apds
a sessdao de treino, prejudicou a consolidacdo da MRS, além disso, a coinfuséo
do agonista juntamente com o antagonista dos receptores 5-HT1a foi capaz de
bloguear esse prejuizo. Esses resultados corroboram com dados previamente
descritos sobre o Cl e os receptores 5-HT1a, pois Mello e Souza e colaboradores
(2001) treinaram os animais na tarefa esquiva inibitéria e imediatamente apés o
treino foi infundido o agonista ou antagonista dos receptores serotoninérgico
5HT1a. O teste de retencdo revelou um prejuizo quando infundido o agonista
desse receptor, indicando uma sobreativacdo dos receptores 5HTia no CI
prejudicando a consolidacdo da memoria na esquiva inibitéria. Isto sugere que
estes receptores do Cl podem modular a consolidacdo da memodria.

Portanto, o presente trabalho constitui um importante complemento para
o conhecimento da modulacéo da consolidacdo da meméria de reconhecimento
social, bem como do Cértex Insular, pois o conhecimento das funcbes dos
receptores NMDA, D1/D5, H2, B-adrenérgico e 5HT1A é de grande importancia,

uma vez que podem surgir novas abordagens terapéuticas.
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6. CONCLUSOES

Os resultados desta dissertacado de mestrado demonstram que:

Os receptores glutamatérgicos do tipo NMDA, do cortex insular, ndo participam
do processo de consolidacdo da memoria de reconhecimento social.

Os receptores dopaminérgicos D1/D5, do cortex insular, participam do processo
de consolidacdo da memoria de reconhecimento social.

Os receptores histaminérgicos H2, do cortex insular, ndo participam do processo
de consolidagdo da memoria de reconhecimento social.

Os receptores [B-adrenérgicos, do cortex insular, participam do processo de
consolidacdo da memoria de reconhecimento social.

Os receptores serotoninérgicos 5-HT1a, do cortex insular, participam do processo
de consolidacdo da memaria de reconhecimento social.
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ANEXO A - Aprovacgéo do projeto pela CEUA/PUCRS
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