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RESUMO

Durante o periodo neonatal, eventos estressantes influenciam o desenvolvimento
cerebral promovendo déficits de aprendizagem e memoria que podem permanecer
até a idade adulta. As alteragdes bioquimicas e morfolégicas decorrentes deste tipo
de estresse, mimetizado pela privagcdo materna (PM), estdo associados a diversos
transtornos psicossociais como depressao e esquizofrenia. Considerando os efeitos
deletérios do estresse ja instalados, nossa hipotese € de que a utilizacdo de
estratégias de neuroprotegcdo como o exercicio aerdbico agudo (EA), a exposigcao a
novidade e a administragao periférica de um precursor da dopamina (L-Dopa), podem
modular a consolidacdo e a persisténcia da memodria em ratos adultos jovens
submetidos a PM. A fim de testar nossa hipdtese realizamos trés estudos distintos
utiizando o mesmo modelo de PM. Nos trés estudos demonstramos que a PM
prejudica a consolidagao e a persisténcia da memdaria. No primeiro estudo desta tese,
investigamos os efeitos de uma sessao EA na consolidacgao e persisténcia da memoéria
de reconhecimento de objetos (RO). Demonstramos que, embora o exercicio fisico
nao tenha modulado os niveis de dopamina (DA) e noradrenalina (NE), ele foi capaz
de modular o aprendizado, promovendo a aquisicao e a persisténcia da memaoria em
ratos PM por até 21 dias. No segundo estudo investigamos os efeitos da exposi¢ao a
novidade previamente a sesséo de aprendizado sobre a consolidagéo e persisténcia
da memodria de RO em ratos submetidos a PM. Mostramos que a exposigcao a
novidade pode modular o aprendizado, promovendo a aquisicdo e a persisténcia da
memoria. Por fim, no terceiro estudo, demonstramos que a estimulagdo do sistema
dopaminérgico através da administragao periférica de L-Dopa antes da aprendizagem
de RO reverte o comprometimento da memoria relacionado a PM, o que, em
associagao a outros resultados, demonstra o papel do sistema dopaminérgico na
fisiopatologia da PM. O conjunto de resultados apresentados neste trabalho confirma
que a PM causa déficits cognitivos em ratos e que estratégias acessiveis e nao
invasivas de neuroprotecdo podem atuar nesses déficits. Embora nossos resultados
comportamentais tenham sido esclarecedores, acreditamos que novos estudos
devem ser conduzidos para elucidar os mecanismos de ag¢ao envolvidos nos efeitos

observados.



Palalvras-Chave: Estresse precoce. Neuroprotegdo. Exercicio agudo. Novidade. L-

Dopa.



ABSTRACT

During the neonatal period, stressful events influence the brain development,
promoting learning and memory deficits that can persist into adulthood. Biochemical
and morphological changes resulting from this type of stress, mimicked by maternal
deprivation (MD), are associated with several psychosocial disorders such as
depression and schizophrenia. Considering the deleterious effects of stress, we
hypothesize that the use of neuroprotective strategies, such as acute aerobic exercise
(AE), exposure to novelty, and peripheral administration of a dopamine precursor (L-
Dopa) can modulate the memory consolidation and persistence in young adult rats
submitted to MD. To test our hypothesis, we performed three different studies using
the same MD model. In all three studies, we demonstrated that PM impairs memory
consolidation and persistence. In the first study of this thesis, we investigated the
effects of an AE session on object recognition (OR) memory consolidation and
persistence. We demonstrate that acute exercise can modulate learning, promoting
memory acquisition and persistence in MD rats for up to 21 days. However, despite
the MD had altered the levels of dopamine (DA) and norepinephrine (NE) in the
hippocampus of rats, the exercise did not modulate these parameters. In the second
study we investigated the effects of a novelty exposure before the OR learning session
on memory consolidation and persistence in MD rats. We show that exposure to
novelty can modulate learning, promoting memory acquisition and persistence. Finally,
the third study os this thesis we demonstrated that the stimulation of the dopaminergic
system through the peripheral administration of L-Dopa before the OR learning,
reverses the MD-related memory impairment, what, in association to another results,
demonstrates the role of dopaminergic system in the physiopathology of MD. The set
of results presented in this work confirms that MD causes cognitive deficits in rats and
that accessible non-invasive neuroprotective strategy can act on these deficits.
Although our behavioral results were enlightening, we believe that further studies
should be carried out to elucidate the mechanisms of action involved in the observed

effects.

Keywords: Early stress. Neuroprotection. Acute exercise. Novelty. L-Dopa.
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1. APRESENTACAO

Esta tese de doutorado sera apresentada em modelo tradicional. O
documento é composto inicialmente pela revisdo da literatura que contempla todos os
temas abordados no trabalho, contextualizando-os e apresentando os principais
achados da area. Tal revisdo foi realizada a partir da base de dados PubMed
considerando o idioma inglés, a partir de buscas pelas palavras-chave: “Early life
stress” ou “maternal deprivation”, associadas as palavras “memory” ou “dopamine” ou
“‘L-dopa” ou “acute exercise”. Nao foi utilizado recorte de ano de publicacdo para os
estudos selecionados. A seguir, € apresentada a justificativa, o objetivo geral e os
objetivos especificos sao apresentados, seguidos dos materiais e métodos utilizados
nos estudos aqui descritos. A sessdo de resultados é apresentada por estudos
(Estudos 1, 2 e 3). No primeiro estudo, avaliamos o efeito de uma unica sesséo de
exercicio fisico aerdbico, realizado apds a aprendizagem de uma tarefa, na modulagao
dos déficits cognitivos relacionados ao estresse no inicio da vida, mimetizado por um
modelo de privagdo materna. No segundo estudo, avaliamos os efeitos da exposigao
a novidade antes da aprendizagem de uma tarefa na modulagdo dos déficits
cognitivos, utilizando o mesmo modelo de privagdo materna. No terceiro estudo,
investigamos o efeito da administragao intraperitoneal de L-Dopa, um precursor de
dopamina, antes da aprendizagem de uma tarefa, na modulacido dos déficits
cognitivos, também utilizando o mesmo modelo de privagdo materna. Por fim, uma
discussao geral sobre os principais achados do trabalho, juntamente com a conclusao
e as perspectivas futuras, encerram esta tese. Os resultados do primeiro estudo foram
publicados em 2019, em um artigo na revista Neural Plasticity - A2/CBII, intitulado
“‘Maternal Deprivation Induces Memory Deficits That Are Reduced by One Aerobic
Exercise Shot Performed after the Learning Session”, apresentado como anexo deste
documento (Anexo 1). O segundo estudo ainda estad em fase de concluséo para futura
submissao. Os resultados do terceiro estudo compdéem um amplo projeto do nosso
laboratério e foram incluidos em um artigo publicado em 2020 na revista Neurobiology
of Learning and Memory - A2/CBI|, intitulado “On the role of the dopaminergic system
in the memory deficits induced by maternal deprivation”, e também esta anexo a esta

tese (Anexo 2).
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Plasticidade sinaptica no inicio da vida

O desenvolvimento do sistema nervoso central (SNC) tem inicio na vida
intrauterina, a partir da 3% a 4% semana ap6s a fecundacdo (unido dos gametas
feminino e masculino), formando a placa neural (ISMAIL; FATEMI; JOHNSTON, 2017;
STILES; JERNIGAN, 2010). Esse desenvolvimento tem origem em poucas células do
embrido, chamadas de células-tronco neurais, que mais tarde, ainda durante a vida
intrauterina, originam todos os tipos de neurdnios e células da glia (ENGLER; ZHANG,;
TAYLOR, 2018) (Figura 1).

Figura 1 - Formacgao do tubo neural e da crista neural. Figura esquematica mostra
o desenvolvimento inicial do SN no embrido. A parte superior da imagem representa
as vistas dorsais do embrido; a inferior representa os cortes coronais. (A) O SNC
embrionario primitivo inicia-se como uma fina camada de ectoderma. (B) A primeira
etapa importante no desenvolvimento do sistema nervoso é a formagao do sulco
neural. (C) As pregas neurais aproximam-se e fundem-se, formando o tubo neural. (D)
A regiao de ectoderma neural que se separa quando o tubo se enrola chama-se crista
neural, a qual dara origem ao sistema nervoso periférico (SNP).
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Durante a maturagdo neural, a diferenciacdo morfo-quimico-funcional dos
neurénios, permite a formacdo de conexdes entre neurbnio-neurbnio, ou entre
neurénio-estruturas efetoras (PINHEIRO, 2007). Essas conexdes sao denominadas
sinapses (Figura 2), e permitem a passagem de informagdes de uma célula para outra.

As sinapses podem ser classificadas como quimicas (Figura 2A) ou elétricas (Figura



20

2B), sendo as sinapses quimicas as mais comuns no sistema nervoso (SN) (CHEN et
al., 2020; LEVINE, 2007; PETERS; PALAY, 1996; SHERRINGTON, 1906).

Figura 2 - Sinapses.

(A) estrutura da sinapse quimica, modelo de uma sinapse dopaminérgica; (B)
estrutura da sinapse elétrica.
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Para que ocorra uma sinapse quimica os neurénios sintetizam substancias
chamadas neurotransmissores, que sao capazes de modular respostas (através de
excitagdo ou inibigdo) em células-alvo, ou seja, células que apresentem receptores
especificos para o0 neurotransmissor produzido pelo neurdnio pré-sinaptico
(IZQUIERDO, 2018).

A maioria dos neurotransmissores sintetizados pelos neurbnios sao
produzidos no corpo dos neurénios e armazenados em vesiculas pré-sinapticas (que
podem estar aglomeradas perto dos sitios de ancoragem do neurénio ou ancoradas
nas zonas ativas) (CHEN et al, 2020; SHERRINGTON, 1906). Esses
neurotransmissores sao liberados na fenda sinaptica a partir de um sinal de calcio
(Ca?*) que inicia a exocitose das vesiculas pré-sinapticas. O inicio do processo de
liberagdo de neurotransmissores se da pela propagag¢ao de um potencial de agao (PA)
(CHEN et al., 2020; LEVINE, 2007).

O desenvolvimento do SNC é caracterizado pelo surgimento de uma grande
quantidade de sinapses, seguido, mais tarde, pela poda sinaptica (regulagéo fina do
SNC que exclui informag¢des redundantes). Essas fases de desenvolvimento

englobam os periodos referentes a vida intrauterina até primeira infancia, e a
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adolescéncia, respectivamente (CITRI; MALENKA, 2008; IORIO et al., 2017; LEVINE;
GLICK; NAKANE, 1967). Outra caracteristica desse periodo de desenvolvimento é a
ampliacdo da plasticidade sinaptica (ENGLER; ZHANG; TAYLOR, 2018; JIANG,
2020), ou seja, da capacidade de modificagdo dependente da atividade, da forga ou
eficacia da transmissao sinaptica em sinapses preexistentes (CITRI; MALENKA, 2008;
DE PITTA; BRUNEL; VOLTERRA, 2016). A plasticidade sinaptica pode culminar em
modificacdo da funcao de circuitos neurais e, assim, promover mudangas com impacto
a longo prazo (CITRI; MALENKA, 2008; JURUENA, 2014).

A medida que o SNC se desenvolve, da origem a uma série de estruturas,
incluindo as que mais tarde formam o telencéfalo e o hipocampo, que compreende o
giro denteado (GD) e os campos CA (Cormmu Ammonis) (LI; PLEASURE, 2014).

Conforme mostrado na Figura 3, a estruturagdo do hipocampo se da pela
comunicacao de diferentes tipos de células. Os axdnios do cortex entorrinal (CE)
excitam as células granulares da regidao CA1 do hipocampo e o giro denteado. As
células granulares por sua vez, excitam as células piramidais da regido CA3, que
entdo excitam as células piramidais da regido CA1. As células CA1 também se
comunicam de volta ao com o cortex, enviando projegcdes a essa estrutura (AIMONE
et al., 2014; LISMAN, 1999). A partir da formag&o da citoarquitetura do hipocampo,
ocorre a formagao de um circuito neural essencial para a cognigao e memoéria (SMALL
et al., 2011).
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Figura 3 - Circuitos, organizagao regional e laminar da formagao hipocampal em
humanos. CE, cortex entorrinal, CA, cornus ammonis, GD, giro dentado. As setas
indicam a dire¢cao da propagacao da informacao, SUB, subiculo.
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A neuroplasticidade, definida como as alteragdes funcionais e/ou estruturais
no cérebro que permitem adaptagcéo ao meio ambiente, aprendizagem, memoria, € a
capacidade de regeneracdo apos lesao cerebral (GULYAEVA, 2017), também é maior
nos primeiros anos de vida (ENGLER; ZHANG; TAYLOR, 2018). Sendo assim, a
primeira infancia pode ser considerada o alicerce essencial para a saude fisica e
mental do ser humano (DEONI, 2018; ISMAIL; FATEMI; JOHNSTON, 2017). Em
outras palavras, o cérebro humano em desenvolvimento é altamente vulneravel aos
estimulos ambientais (KOLB et al., 2017; MIGUEL et al., 2019).

As experiéncias vivenciadas pelo individuo em desenvolvimento, sejam elas
de aprendizagem positiva, um evento estressante ou a ingestdo de uma substancia
psicoativa, afetam o cérebro ao modificar a atividade e a organizagao de um circuito
neural especifico (CALISKAN; MULLER; ALBRECHT, 2020; CITRI; MALENKA, 2008;
FREDERICSON, 1951). Sendo assim, o principal mecanismo pelo qual a atividade
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neural induzida por uma experiéncia modifica a funcao cerebral € a modificacdo da
transmissao sinaptica, ou seja, plasticidade sinaptica (L&MO, 2018).

Além das alteracdes nas conexdes sinapticas, as experiéncias vivenciadas na
primeira infancia também influenciam a maturagdo astrocitica e o refinamento dos
neurocircuitos corticais através do aumento da inibigdo (CALISKAN; MULLER;
ALBRECHT, 2020).

A parte final da maturacao do SN é marcada pela mielinizagao, que também
tem inicio na vida intrauterina (a partir do sexto més gestacional) e se intensifica na
primeira infancia (SAAB; NAVE, 2017). A mielina € um envoltério lipoproteico
localizado nos axénios dos neurdnios, e que contribui para aumentar a velocidade de
propagacao do impulso nervoso (MCKENZIE et al., 2014; SAAB; NAVE, 2017). Dessa
forma, a mielinizagdo dos neurbnios esta associada a uma maior eficiéncia na
transmissado da informagao e, consequentemente, apresenta relacdo direta com os
processos de aprendizagem (CHEN et al., 2020; MCKENZIE et al., 2014; SAAB;
NAVE, 2017).

Sendo assim, fica claro que qualquer experiéncia nova vivenciada pelo
individuo em desenvolvimento tem potencial para desencadear uma aprendizagem
(IZQUIERDO, 2018). Por sua vez, a exposi¢ao a fatores ambientais estressantes pode
interromper a formagao normal dos circuitos cerebrais e sinapses, influenciando
sistemas cerebrais complexos, como por exemplo, 0s que envolvem os processos de
aprendizagem e memoria (CALISKAN; MULLER; ALBRECHT, 2020). Portanto, para
elucidar os mecanismos comportamentais e morfo-quimico-funcionais relacionados
ao estresse na primeira infancia € importante que mais estudos sejam desenvolvidos.
Também é importante que se desenvolvam estratégias capazes de prevenir, atenuar
ou reverter os danos causados pelo estresse precoce, e algumas delas serado

discutidas adiante.

2.2 Estresse na primeira infancia

O estresse é uma resposta importante para que ocorra a adaptacao
necessaria para a homeostase, desempenho e sobrevivéncia diante de estimulos
especificos (FENOGLIO, 2006; GALLEY et al., 2014). A resposta ao estresse ocorre

sempre que um individuo se depara com um desafio enddégeno ou exdgeno percebido
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como desagradavel, adverso ou ameagador. Pode ser induzida por estimulos fisicos,
fisiologicos ou psicoldgicos (CLARK; MACH, 2016).

Dentre os componentes do SNC, o cérebro € o principal érgao envolvido na
resposta ao estresse (MCEWEN; NASCA; GRAY, 2016), e tem a capacidade de
avaliar e determinar o que € ameacador e, portanto, potencialmente estressante, bem
como de comandar as respostas fisioldgicas e comportamentais decorrentes do
estresse (DERKS et al., 2016).

As experiéncias estressantes durante o inicio da vida tém um impacto potente
e complexo no cérebro de seres humanos e roedores (BURNS et al., 2018). Apds um
evento estressor na primeira infancia, ocorre uma comunicagéo bidirecional entre o
cérebro e os orgaos dos demais sistemas fisioldgicos por meio de mecanismos
neurais e enddcrinos (KIM; PELLMAN; KIM, 2015; KOLB; HARKER; GIBB, 2017;
MCEWEN; NASCA; GRAY, 2016), o que torna o cérebro em desenvolvimento
particularmente vulneravel a influéncias ambientais (LI et al., 2019), a qual pode
persistir ao longo da vida (DALAVERI et al., 2017).

O estresse nesse periodo causa a liberacdo e modificacdo da expressao de
varios mediadores de estresse e neurotransmissores em regides cerebrais especificas
(DE MATOS et al., 2020; LI et al., 2019). A interagdo desses mediadores com
neurbnios e redes neuronais em desenvolvimento € a principal causa de alteracbes
estruturais e funcionais de longa duragéo (e até mesmo permanentes), as quais séo
associadas a psicopatologias na idade adulta (DE MATOS et al., 2020; ROSS et al.,
2015). Assim, o efeito do estresse nesta fase é diferente dos efeitos majoritariamente
transitorios do estresse no cérebro adulto (LI et al., 2019).

O estresse ndo é uma entidade unitaria, mas um espectro de sinais que varia
tanto em gravidade quanto em duragao (KIM; PELLMAN; KIM, 2015). A exposigao ao
estresse leve ou de curta duracdo, muitas vezes melhora a memoria e a tomada de
decisao, aumentando a plasticidade sinaptica, refletindo a importancia adaptativa de
lembrar circunstancias ameacgadoras ou perigosas (IZQUIERDO, 2018; MCGAUGH,
2000). No entanto, esses mesmos mecanismos, quando ativados intensamente ou por
um periodo prolongado, podem contribuir para o desenvolvimento de inumeras
psicopatologias (DERKS et al., 2016; KIM; PELLMAN; KIM, 2015; WIDIGER; CLARK,
2000). Em humanos e roedores adultos, o estresse crdénico geralmente exerce efeitos
adversos nas fung¢des cognitivas, incluindo a memdéria (DE MATOS et al., 2020; LI et
al., 2019).
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Redes cognitivas, como aquelas localizadas no hipocampo (Figura 4), uma
estrutura localizada no lobo temporal medial associada a cognigao, aprendizagem (GE
et al., 2015) e formagcdo de memorias declarativas (ou explicitas) estaveis, sao
altamente suscetiveis ao estresse (KIM; DIAMOND, 2002). Regides como o cortex
pré-frontal e estruturas envolvidas em processos emocionais, como amigdala e o
nucleo accumbens, também sao particularmente vulneraveis aos efeitos do estresse
(KIM; PELLMAN; KIM, 2015; WINGENFELD; WOLF, 2014).

Figura 4 - Representacao do hipocampo em um cérebro humano. A imagem
representa uma vista em corte sagital de um cérebro humano, mostrando as
estruturas mesolimbicas, incluindo o hipocampo e as estruturas subjacentes.
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Fonte: Sosa, PM 2021.

Ja se sabe que a proliferagdo, diferenciagcdo e migragdo neuronal estao
aumentadas durante as primeiras semanas apos o nascimento (DALAVERI et al.,
2017). A neurogénese das células granulares do hipocampo, tanto em roedores
quanto em humanos, também esta aumentada, e atinge seu pico na 22 semana de
vida e no 2° més apdés o nascimento, respectivamente (DALAVERI et al., 2017;
FENOGLIO, 2006). Sendo assim, pode se dizer que existem multiplas janelas de
tempo no inicio da vida, e que os sistemas em desenvolvimento se tornam
especialmente sensiveis as experiéncias ambientais (BURNS et al., 2018).

Em seres humanos, o estresse no inicio da vida esta associado a

anormalidades morfolégicas no hipocampo, a redugdo da densidade sinaptica
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(CHAMPAGNE et al., 2008; DELPECH et al., 2016), e a ativagdao anormal do
hipocampo na idade adulta (CHUGANI et al., 2001).

Eventos distintos também estdo associados aos danos causados pelo
estresse. Um exemplo é a liberagdo de hormdnios especificos que atuam no eixo
hipotalamo-pituitaria-adrenal (HPA). Apds a exposicdo a um estressor, o horménio
liberador de corticotrofina (CRH) e a arginina vasopressina (AVP) sdo secretados pelo
nucleo paraventricular (NPV) do hipotalamo (LEVINE; GLICK; NAKANE, 1967,
PERVANIDOU; CHROUSOS, 2018). O CRH e o AVP ativam a hipdfise anterior para
secretar o hormdnio adrenocorticotréfico (ACTH), que, por sua vez, estimula o cortex
adrenal a produzir corticosteroides, o produto final do eixo HPA (LEVINE; GLICK;
NAKANE, 1967).

O CRH atua principalmente por meio do receptor 1 do CRH (CRHR1)
(REFOJO; HOLSBOER, 2009), que nao é apenas abundantemente expresso na
pituitaria (também nominada hipdéfise) anterior, mas também no cértex pré-frontal,
hipocampo, NPV e amigdala basolateral (BLA); todas regides envolvidas na mediagao
e regulacdo da responsividade comportamental e neuroenddécrina ao estresse (VAN
BODEGOM; HOMBERG; HENCKENS, 2017). A ativagdao de CRHR1 pelo CRH, que
nao € apenas liberada pelo NPV, mas também por células que expressam CRH no
hipocampo e amigdala central, € geralmente considerada mediadora da iniciacéo de
estresse, enquanto a ativagdo de CRHR2 moderaria sua terminagcdo (HENCKENS;
DEUSSING; CHEN, 2016; VAN BODEGOM; HOMBERG; HENCKENS, 2017).

Os corticosteroides cruzam facilmente a barreira hematoencefalica (BHE)
para influenciar a fungao cerebral por meio da ligagao a dois receptores: os receptores
de glicocorticéides (GRs) e os receptores de mineralocorticéides (MRs), que diferem
tanto na distribuicdo quanto na afinidade por seu ligante (DASKALAKIS et al., 2015;
REUL; DE KLOET, 1985). A expressao de MR é principalmente restrita as areas
limbicas, com os mais altos niveis de expressao encontrados no hipocampo (REUL,;
DE KLOET, 1985; VAN BODEGOM; HOMBERG; HENCKENS, 2017).

Para estudar os mecanismos pelos quais o estresse na primeira infancia altera
o funcionamento do cérebro, modelos animais sdo amplamente utilizados. Um dos
modelos utilizados € a privagao materna (PM) em roedores; existem muitos modelos
descritos na literatura, tendo em comum a retirada da méae da presenca dos filhotes
nos primeiros dias pos-natal (MARCO et al., 2015). A PM ativa o eixo HPA e, portanto,
a liberacdo de corticosterona (CORT) durante o periodo de hiporresponsividade ao
estresse (LEVINE; GLICK; NAKANE, 1967; PLOTSKY; MEANEY, 1993). A partir de
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estudos anteriores, principalmente em animais adultos submetidos a PM no inicio da
vida, tornou-se evidente que a PM afeta a morfologia neuronal e a transmissao
sinaptica em varias areas do cérebro (OOMEN et al., 2011).

Uma vez que o hipocampo dos roedores ainda esta em desenvolvimento
durante as primeiras semanas de vida pos-natal (TURNER et al., 1998), e tem uma
alta expressao de receptores de mineralocorticoides e glicocorticoides (MR e GR
respectivamente), esta area do cérebro é altamente suscetivel a influéncias externas
precoces (DERKS et al., 2016). Os altos niveis de CORT na regido CA1 do
hipocampo, induzidos pela PM, mostraram-se capazes de suprimir a potenciacao de
longo prazo (LTP; do inglés long-term potentiation, fendmeno eletrofisiologico
essencial para a formacdo de memoria e aprendizagem) (DERKS et al., 2016).

Além disso, as consequéncias comportamentais das alteracbes induzidas
pelo estresse precoce podem estar relacionadas a interferéncias na excitabilidade dos
neurénios do circuito mesolimbico da dopamina e da area tegmental ventral (AV-DA)
(DOUMA; DE KLOET, 2020) (Figura 5).

Figura 5 - Circuito mesolimbico da dopamina. As vias dopaminérgicas
mesolimbicas estdo representadas em setas na cor azul. Nessa imagem estao
representadas as vias dopaminérgicas nigro-estriatal (1); mesolimbica (2);
mesocortical (3).
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Fonte: Sosa, PM, 2021.

Também cabe ressaltar que a neurotransmissao da dopamina (DA) no cortex
pré-frontal (CPF) estd envolvida na modulagdo da responsividade ao estresse.

Resultados convincentes mostram que eventos estressantes no inicio da vida estao
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associados a concentracdes aumentadas de DA no CPF nos primeiros dias apos a
exposigcao ao estresse (MOHAMMADIAN et al., 2017; MOTAHARI; SAHRAEI,
MEFTAHI, 2016). A atividade dopaminérgica excessiva no CPF medial apés o
estresse tem um impacto negativo em algumas memorias e nas fungdes executivas
em roedores, macacos € humanos, tornando-os incapazes de processar informacgoes
e prejudicando a fungao cognitiva (BAHARI; MEFTAHI; MEFTAHI, 2018).

O estresse na primeira infancia é considerado um grande problema de saude
publica e bem-estar social (GILGOFF; SINGH, 2020; REINCKE; HANGANU-OPATZ,
2017), pois afeta cerca de 40% das criangas ocidentais (HARRISON; BAUNE, 2014).
As adversidades no inicio da vida podem ser representadas por negligéncia, abuso
emocional, abuso fisico e/ou abuso sexual (ROSE; ESLINGER, 2016),
institucionalizagao, pobreza extrema (BURNS et al., 2018), entre outros.

Tais experiéncias tém efeitos de reprogramacgao e podem contribuir para o
desenvolvimento de transtornos do neurodesenvolvimento, incluindo transtornos
afetivos, como depresséao e autismo, esquizofrenia, transtornos alimentares (BALE et
al., 2010), deméncias, como doenca de Alzheimer (LEMCHE, 2018) e demais
disturbios mnemonicos (MENEZES et al.,, 2020). Devido ao seu inicio precoce,
prevaléncia e cronicidade, alguns desses transtornos estdo entre as maiores causas
de incapacidade em todo o mundo (ROSE; ESLINGER, 2016). Sendo assim,
considerando as consequéncias do estresse na primeira infancia, a sua gravidade e
promocao de alteragdes que persistem na idade adulta, ha uma necessidade critica

de compreender a fisiopatologia subjacente a esta condigao.

2.3 Estresse na primeira infancia e memoria

A memoria representa um dos mais importantes processos cognitivos
desempenhados pelo ser humano, pois além de ser responsavel pela criacdo da
identidade pessoal de cada individuo e por guiar em maior ou menor grau as tarefas
cotidianas, esta relacionada a outras fungdes corticais igualmente importantes, tais
como a fungéo executiva e o aprendizado (MOURAOQ; FARIA, 2015).

A memodria compreende a aquisicdo, a conservagao e a evocacao de
informagdes (IZQUIERDO, 2018). A aquisigdo corresponde a aprendizagem
propriamente dita (BEKINSCHTEIN et al., 2007), e diz respeito ao momento em que

a informacgao chega até o SNC através das estruturas sensoriais, as quais transportam
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a informagdo recebida até o cérebro (MOURAO; FARIA, 2015). A consolidacdo
representa os processos de formagdo de memorias de longa duragdo, que geram
alteragbes morfologicas através de novos circuitos, e de alteragbes funcionais em
circuitos pré-existentes, que representam a formagdo de novos canais ou novas
proteinas sinalizadoras, que otimizam a transmissao sinaptica (IZQUIERDO, 2018;
MOURAO; FARIA, 2015). A consolidagdo da memodria de longo prazo envolve
expressao génica e sintese de proteinas que modificam sinapses de regides cerebrais
especificas (FURINI; MYSKIW; IZQUIERDO, 2014). Durante o curso temporal desses
processos de “arquivamento”, a informacdo € armazenada temporariamente na
memoria de curta duracio. Por fim, a evocacéo representa o momento da lembrancga
(IZQUIERDO, 2018), quando se pode afirmar, inequivocamente, que houve
aprendizagem e formagao de meméoria.

As memdrias possuem classificagdes distintas, e podem ser divididas de
acordo com a sua fungao, duragao e conteudo (IZQUIERDO, 2011), e conforme a
classificacdo pelo conteudo as memodrias ainda podem ser declarativas, semanticas
ou autobiograficas (IZQUIERDO, 2018).

As memodrias declarativas sdo aquelas que podem ser descritas, chamadas
de memoarias conscientes para fatos e eventos, como a memoaria de reconhecimento,
que fornece vantagens adaptativas relacionadas a sobrevivéncia, uma vez que
permite a identificacao e discriminacdo de caracteristicas especificas de um evento,
bem como a comparagcdo com caracteristicas de memorias previamente adquiridas
(DA SILVA DE VARGAS et al., 2017; MEDINA et al., 2008). Dessa forma, os testes
de memoria de reconhecimento, como o teste de reconhecimento de objetos, sao
utilizados em pesquisas que investigam a neurobiologia da memoaria declarativa de
mamiferos (WINTERS; SAKSIDA; BUSSEY, 2008).

O processo de desenvolvimento de memoria estavel, conhecido como
consolidacédo (IZQUIERDO, 2018), pode ser dividido em pelo menos duas fases
paralelas: uma fase independente da sintese de proteinas e RNA, que dura de minutos
a 1-3 horas (Memodria de curto prazo - MCP) e uma fase dependente da expressao
génica, sintese de proteinas e mMRNA, que dura de varias horas a dias, semanas ou
ainda mais (Memoéria de longo prazo — MLP) (MCGAUGH, 2000; MEDINA;
IZQUIERDO, 1995). Durante a formacado da memdria, acredita-se que a sintese de
proteinas seja necessaria para transformar as informacdes recém aprendidas em

modificagdes sinapticas estaveis (MCGAUGH, 2000). Logo, a regulagao da expressao
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de varias proteinas tem sido associada ao processo de aprendizagem
(BEKINSCHTEIN et al., 2007).

Essas regulagbes ocorrem localmente nas sinapses individuais, LTP ou
depressdo de longo prazo (LTD, do inglés long-term depression) (DIERING;
HUGANIR, 2018), sendo responsaveis pelo que chamamos de “for¢a” sinaptica. Um
mecanismo primario no controle da forca sinaptica durante a plasticidade € uma
alteracdo no numero, composicao e propriedades biofisicas dos receptores
de glutamato dotipo AMPA (AMPARs) na membrana pos-sinaptica (DIERING;
HUGANIR, 2018; HUGANIR; NICOLL, 2013; MALINOW; MALENKA, 2002). Esses
receptores sao canais idnicos controlados por glutamato e que medeiam a maioria
das transmissdes sinapticas excitatérias rapidas no cérebro (DIERING; HUGANIR,
2018; DILLON; PIZZAGALLI, 2018; IZQUIERDO, 2018).

Evidéncias recentes sugerem que a exposi¢cdo a adversidades no inicio da
vida estabelece mudangas duradouras na plasticidade sinaptica e LTP (BRUNSON et
al., 2005; DERKS et al., 2016; RODENAS-RUANO et al., 2012), que podem estar
subjacentes aos déficits de aprendizagem e memoria observados apds o estresse
precoce (DERKS et al.,, 2016). As alteracdes na estrutura do hipocampo, redes
neuronais e suas fungdes sugerem que o estresse precoce pode contribuir para
déficits cognitivos induzidos por essas alteragdes (IORIO et al., 2017). O hipocampo
pode ser particularmente sensivel, uma vez que essa area continua a se desenvolver
no periodo pos-natal (NIJHOLT et al., 2004).

De fato, estudos em humanos mostraram que adversidades no inicio da vida
estdo associadas a um volume hipocampal reduzido em adultos (ANDERSEN;
TEICHER, 2008; TEICHER; ANDERSON; POLCARI, 2012). Além disso, filhotes de
ratos que receberam baixa quantidade de cuidados maternos no inicio da vida
mostraram diminuicdo da complexidade dendritica, bem como menor expressao de
marcadores sinapticos na regiao CA1 hipocampal e no giro dentado na idade adulta
(BAGOT et al., 2009; CHAMPAGNE et al., 2008; LIU et al., 2000).

Infelizmente, ambientes adversos no inicio da vida sdo frequentemente
encontrados em grande parte das populagdes humanas. O estresse na infancia leva
a diversos prejuizos cognitivos, alguns deles relacionados ao aprendizado e a
memoria (BANQUERI et al., 2021). No entanto, os mecanismos exatos que estéo por
tras das consequéncias das adversidades no inicio da vida para o funcionamento do
cérebro posterior permanecem mal compreendidos (LESUIS; LUCASSEN;
KRUGERS, 2019).
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2.4 Estresse na primeira infancia, memoéria e sistema dopaminérgico

A neuromodulagao dopaminérgica desempenha diversos papéis no SNC,
dependendo amplamente de sua fonte e das areas cerebrais alvo (DUSZKIEWICZ et
al., 2019). Além de seu papel bem conhecido na influéncia do comportamento
continuo do controle do movimento (CENCI, 2007; DODSON et al.,, 2016) e
sinalizagdo de recompensa (CHANG et al., 2016; SCHULTZ, 2007; STEINBERG et
al., 2013) também foi sugerido o papel da dopamina na modulagdo de processos
mnemonicos dependentes do hipocampo, agindo seletivamente para potencializar a
retencdo em diferentes estagios de formacdo da memodria (LISMAN; GRACE;
STREET, 2005).

Além da dopamina propriamente dita, estudos comportamentais confirmaram
que a ativagao dos receptores dopaminérgicos D1 e D5 contribui para a codificagéo
da memoria (PEZZE; BAST, 2012), e é fundamental para formar memoria de longo
prazo dependente da sintese de proteinas (DUSZKIEWICZ et al., 2019). Ainda, foi
demonstrado que novas experiéncias induzem a liberagdo de dopamina no
hipocampo, promovendo a codificagao e a persisténcia de tragos de meméaria (FREY;
FREY, 2008; REDONDO; MORRIS, 2013). Além disso, pesquisas adicionais
fortaleceram a evidéncia de que a dopamina é necessaria para a LTP tardia em CA1
e atribuiram a classe D1 dos receptores de dopamina o papel-chave para esse
processo (LISMAN; GRACE; DUZEL, 2011; PEZZE; BAST, 2012).

A dopamina também desempenha papel importante na formagcdo da memoria
através do modelo de marcagéao e captura sinaptica (STC, do inglés, synaptic tagging
and capture) (DILLON; PIZZAGALLI, 2018). Este modelo coloca uma énfase clara na
dopamina, e trabalhos recentes confirmam a importancia desse neurotransmissor
para a formagao das memérias (DILLON; PIZZAGALLI, 2018; FREY; MORRIS, 1998).
A teoria do STC propde que as sinapses ativadas sejam marcadas com marcadores
moleculares especificos que as identificam como candidatas ao fortalecimento (FREY;
MORRIS, 1998). Se a memodria inicial for fraca, e/ou se nenhuma atividade neuronal
moduladora acontecer nesse periodo, as tags decaem e a LTP precoce desaparece.
Em contrapartida, se a memoéria original for forte, ou houver a entrega de uma
recompensa ou exposi¢cdo a um novo ambiente na janela temporal de consolidacao
da memodria, podera haver liberagdo de dopamina, que por sua vez desencadeia a

sintese de proteinas relacionadas a plasticidade (PSPs) que podem solidificar as
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conexdes pré-sinapticas e pds-sinapticas correspondendo ao LTP tardio (FREY;
MORRIS, 1998).

Em contrapartida aos eventos regulares da formagao da memoria, evidéncias
sugerem que o estresse atua como um gatilho capaz de suprimir a neurogénese
hipocampal, inibir os neurdnios dopaminérgicos mesolimbicos e sensibilizar a
resposta da amigdala as informagdes negativas (ROOZENDAAL; MCEWEN;
CHATTARJI, 2009). Em animais esses trés efeitos indicam que o estresse pode
prejudicar a consolidagédo da memoaria (DILLON; PIZZAGALLI, 2018).

O estresse crénico no inicio da vida também foi associado a efeitos
prejudiciais na memoéria em ratos, promovendo a atrofia dendritica e a reducédo da
neurogénese no hipocampo (MCEWEN; NASCA; GRAY, 2016; ROSENKRANZ,
VENHEIM; PADIVAL, 2010). Em humanos, no entanto, os efeitos do estresse crénico
na cognigdo sdao menos estudados (RAYMOND et al.,, 2018). Ja se sabe que a
exposicao ao estresse no inicio da vida pode moldar disturbios neurodegenerativos
na vida adulta, e diversos fatores que podem estar associados aos déficits de memoria
causados pelo estresse precoce, como a diminuicdo da LTP (LESUIS; LUCASSEN,;
KRUGERS, 2019) e aumento da reatividade do eixo HPA (JAHNG et al., 2010).

A PM é considerada um modelo animal de experiéncia estressante no inicio
da vida (MELLO et al., 2009). Muitos estudos demonstraram que a PM pode levar a
alteracdes permanentes nos diferentes sistemas de neurotransmissores em resposta
ao estresse, incluindo o sistema dopaminérgico (JAHNG et al., 2010; NEVES et al.,
2020). Sendo assim, estudar as alteragcdes do sistema dopaminérgico apos a PM tem
sido de particular interesse, pois a dopamina esta associada a comportamentos
importantes como a motivagao, recompensa (BLOOM, 1988) e retencédo de memoria
(LISMAN; GRACE; DUZEL, 2011).

2.5 Estresse na primeira infancia, memaéria e BDNF

O fator neurotrofico derivado do cérebro (BDNF, do inglés brain-derived
neurotrophic factor) pertence a uma familia de pequenas proteinas que também
incluem o fator de crescimento do nervo (NGF, do inglés nerve growth factor), a
neurotrofina 3 (NT-3) e a neurotrifina 4 (NT-4) (BEKINSCHTEIN; CAMMAROTA;
MEDINA, 2014; BJORKHOLM; MONTEGGIA, 2016; SASI et al., 2017). As

neurotrofinas maduras ligam-se a receptores especificos chamados receptores da
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proteina tirosina quinase (trkA, trkB, trkC). O BDNF ativa especificamente os
receptores trkB (VON BOHLEN UND HALBACH; VON BOHLEN UND HALBACH,
2018).

O BDNF é o membro predominante da familia das neurotrofinas no cérebro
adulto e atende a muitas fung¢des criticas no sistema SNC (SASI et al., 2017). Dentre
as principais funcdes desse fator de crescimento estdo a maturagdo neuronal, indugao
da formacédo de sinapses e plasticidade sinaptica (PARK; POO, 2013), bem como
regulacdo da sobrevivéncia e diferenciagdo de populagbes neuronais durante o
desenvolvimento (BEKINSCHTEIN et al.,, 2007; BEKINSCHTEIN; CAMMAROTA;
MEDINA, 2014). Em um amplo espectro, o BDNF provou ser necessario para a
formacgéao e persisténcia da memoria em diferentes tarefas de aprendizagem, e esta
diretamente ligado ao desenvolvimento da LTP tardia, uma forma de plasticidade
sinaptica que se acredita estar subjacente a formacado da MLP (BEKINSCHTEIN et
al., 2007).

A plasticidade sinaptica, que € um substrato importante para a formacgao da
memodria (KOWIANSKI et al., 2018), é alterada apés a PM ou exposicdo a
adversidades no inicio da vida (CHAMPAGNE et al., 2008; FENOGLIO, 2006;
OOMEN et al., 2011). Compreender como a PM impacta a plasticidade sinaptica pode
ajudar a explicar os efeitos do estresse precoce nas deficiéncias cognitivas
posteriores. O BDNF é um mediador chave da plasticidade neural tanto no CPF
guanto no hipocampo, e sua diminui¢do no cérebro também foi associada a eventos
adversos no inicio da vida (FACHIM et al., 2020; FENOGLIO, 2006).

A diminuicdo da plasticidade sinaptica apds eventos estressores no inicio da
vida pode estar relacionada a uma diminuicdo dos receptores N-metil- D-aspartato
(NMDARSs), que séo cruciais para a transcrigdo do mRNA do BDNF. Logo, a indugao
de LTP, e suas propriedades podem ser alteradas pela exposicdo a experiéncias
estressantes no inicio da vida (BAGOT et al., 2009; RODENAS-RUANO et al., 2012).

Em um estudo recente, o estresse no inicio da vida mostrou afetar a memoéria
de curto prazo e a plasticidade sinaptica no hipocampo, alteragdes que permaneceram
até a idade adulta (LESUIS; LUCASSEN; KRUGERS, 2019). Esses resultados foram
associados a diminuicdo de GIuN2B (Receptor NMDA), dado seu papel na
plasticidade sinaptica e nos processos de aprendizagem e memoria.

Embora diversas teorias sobre os déficits de memoria induzidos pela PM
estejam disponiveis na literatura (BURNS et al., 2018; FACHIM et al., 2020), todas

elas convergem para a diminuicdo da expressdao do BDNF hipocampal, mostrando
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que sua diminuicdo causa déficits na consolidagcdo da MCP e MLP, e perturba a
flexibilidade cognitiva (MENEZES et al., 2020).

2.6 Estratégias de neuroprotecao

O termo neuroprotegao diz respeito a mecanismos ou estratégias protetoras
contra danos que possam afetar a integridade das estruturas do SNC, como doencgas
neurodegenerativas, acidente vascular encefalico isquémico ou hemorragico,
deficiéncia ou auséncia de algum suprimento, entre outros.

As caracteristicas neuroprotetoras de um composto ou estratégia sao
baseados em sua eficacia na melhoria de um ou mais dos principais mecanismos de
les&o tecidual (BABADJOUNI et al., 2017).

Como ja discutido anteriormente, a exposi¢cao ao estresse durante o inicio da
vida € um dos estressores mais potentes (TALGE et al., 2007), e pode ter um impacto
duradouro nos sistemas neural, hormonal e comportamental, que culminam em
déficits cognitivos e emocionais (MACRI; ZORATTO; LAVIOLA, 2011). Tendo em vista
que o estresse precoce pode desencadear inumeras psicopatologias (GOMES; ZHU;
GRACE, 2019), estudos nessa area vem crescendo nos ultimos anos.

O aumento no numero de estudos relacionados ao estresse no inicio da vida,
principalmente os que sdo mimetizados pela PM, possibilita a compreensdo dos
mecanismos fisiopatoldgicos precoces e daqueles desencadeados mais tarde na vida.
Compreender os mecanismos que levam aos danos mneménicos e cognitivos
relacionados a PM tém contribuido para o desenvolvimento de novas abordagens
neuroprotetoras (TARGUM; NEMEROFF, 2019).

Algumas estratégias de neuroprotecao relacionadas a PM ja sdo bem
elucidadas na literatura, como por exemplo o enriquecimento ambiental (MENEZES
etal., 2020), que mostrou ser uma estratégia capaz promover o aumento da espessura
do cortex cerebral e arborizagdo dendritica, promover a neurogénese e
potencializagdo de longo prazo em ratos (FRANCIS et al., 2002), além de aumentar
os niveis de BDNF em animais submetidos a PM (MENEZES et al., 2020).

Outra forma de neuroprotecéo bastante estudada, inclusive em nosso grupo
de estudo, € a suplementacdo com chas provenientes da Camelia sinensis, como o
cha verde (MENEZES et al., 2017; SOSA; SOUZA; MELLO-CARPES, 2018). Dados
recentes demonstraram que a PM causa déficits de memaria de curto e longo prazo

associados ao estresse oxidativo do hipocampo, e que a suplementacdo com cha
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verde previne os déficits de memadria melhorando desequilibrio oxidativo hipocampal
(MENEZES et al., 2017).

Estratégias como exercicio regular (NEVES et al., 2015), e administracao de
agentes neuroprotetores sintéticos (SCHIAVONE et al., 2019) ou naturais (LI et al.,
2019) também ja foram discutidas na literatura, e contribuem para a reversédo dos
danos causados pela PM. A seguir, serao descritas trés estratégias de neuroprotegéo

investigadas nos estudos que compdem esta tese.

2.6.1 Exercicio Fisico como estratégia de neuroprotecao

Nao ha duvida de que o exercicio aerébico promove a saude e a melhora da
fungéo cerebral (WANNER et al., 2021), sendo responsavel também pela melhoria da
qualidade de vida (GREEN; LOPRINZI, 2019).

Existem diversas evidéncias sobre o potencial neuroprotetor dos exercicios
regulares ou de longo prazo (GREEN; LOPRINZI, 2019), e varios grupos de pesquisa
fizeram progressos consideraveis na compreensado de como o exercicio pode servir
para melhorar a memadria em humanos (BENEDETTI et al., 2018; CASSILHAS et al.,
2007) e roedores (CEFIS et al., 2019; VENEZIA; QUINLAN; ROTH, 2017).

Os modelos de exercicio aerdbico relacionam seus efeitos benéficos a alguns
fatores neuroplasticos, como a regulagédo positiva de catecolaminas (por exemplo,
dopamina), bem como fatores neurotroficos (por exemplo, niveis de BDNF) (DINOFF
et al., 2017; MCMORRIS et al., 2008), plasticidade sinaptica no cortex motor primario
(MELLOW et al.,, 2020; SINGH; STAINES, 2015), e um metabolismo cerebral
aumentado (OGOH; AINSLIE, 2021).

Nesse contexto, o exercicio pode ser um tratamento n&do farmacoldgico
promissor para individuos com doencas que acometem o SNC, como as deméncias
(WANNER et al., 2021), além de diminuir o risco de condi¢des patoldgicas, incluindo
doengas cardiovasculares e hipertensdo (SHARMAN; LA GERCHE; COOMBES,
2015), sindrome metabolica (GABRIEL; ZIERATH, 2019), entre outras.

Dentro de uma gama variada de modalidades de exercicio, ha poucos anos
pesquisadores comegaram a investigar os possiveis efeitos de uma unica sessao de
exercicio fisico (LABBAN; ETNIER, 2011), que demonstrou facilitar a consolidagéo e
persisténcia da memoria de reconhecimento de objetos (RO) em ratos sem déficit
cognitivo (DA SILVA DE VARGAS et al., 2017), bem como memoéria de habilidades
motoras recém-adquiridas (ROIG et al., 2016; TAUBERT et al., 2015).
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Estudos forneceram evidéncias de que o exercicio agudo, realizado poucos
minutos antes da tarefa de memoria, € capaz de promover a meméria de longo prazo
(LABBAN; ETNIER, 2011, 2018), estabelecendo a importancia da realizagédo do
exercicio agudo em uma determinada janela temporal, ja que ao ser realizado 1-2h
apos a tarefa de aprendizagem nao se observou efeito benéfico sobre a consolidagao
da memoria (PONTIFEX et al., 2016).

O estudo dos mecanismos envolvidos nos efeitos do exercicio agudo sobre a
memoria indicam que ele pode favorecer a formagao da memaria por meio do aumento
dos niveis de alguns neurotransmissores (por exemplo, dopamina e norepinefrina),
que ativam varias vias de sinalizag&o intracelular (por exemplo, PKA, proteina quinase
A) para facilitar a transcricdo de CREB e, por sua vez, aumentar a LTP de fase tardia
(GREEN; LOPRINZI, 2019). Além disso, o exercicio agudo pode promover a
plasticidade sinaptica, modulando diretamente o trafego do receptor de glutamato do
tipo AMPA (AMPAR) para a membrana neuronal (VENEZIA; QUINLAN; ROTH, 2017).
Como um aumento nos AMPARSs sinapticos medeiam a formagéao de LTP, a regulagao
da disponibilidade do AMPAR exerce um controle importante sobre os limiares de LTP
e consequentemente, na plasticidade sinaptica (DIERING; HUGANIR, 2018).

As catecolaminas também medeiam as adaptacbes cardiovasculares e
metabdlicas relacionadas ao exercicio fisico, € aumentam em resposta ao exercicio
agudo (ZOUHAL et al., 2008). A relagao entre exercicio agudo, catecolaminas e
transcricdo de BDNF sugere que o exercicio agudo tem o potencial de ser uma
estratégia pratica e nao invasiva para promover a neuroplasticidade por meio da
ativacao dessas vias (VENEZIA; QUINLAN; ROTH, 2017).

A partir desses dados, claramente, pesquisas dedicadas a investigagao dos
efeitos neuroprotetores de uma uUnica sessdo de exercicio sdo necessarias para
melhorar a compreensao de como o exercicio agudo pode influenciar os aspectos

relacionados a memoria.

2.6.2 Novidade como estratégia de neuroprotegcao

O desenvolvimento de métodos de identificacdo de mecanismos para
melhorar a persisténcia da memodria e que promovam o beneficio do bem-estar
cognitivo sdo temas centrais nas pesquisas sobre memoria (WANG, 2018; WANG,;
REDONDO; MORRIS, 2010).
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Um comportamento que envolve implicitamente o aprendizado e que pode ser
particularmente permissivo para a plasticidade sinaptica do hipocampo € a exploragao
de ambientes novos (KAMINSKI et al., 2018; MENEZES et al., 2015; SCHOMAKER,
2019) A exposigao a novidade tem sido um tépico de pesquisa popular por décadas,
constituindo um rico corpo na literatura (SCHOMAKER, 2019).

Devido as diferentes linhas de pesquisa, os tipos de novos estimulos usados
em estudos em animais e humanos sado particularmente grandes. Na literatura
humana os estimulos empregados consistem em sons ou imagens, enquanto as
manipulac¢des de novidades em animais muitas vezes consistem em inserir um animal
em um ambiente inteiramente novo (ou seja, novidade espacial/ambiental)
(MONCADA; VIOLA, 2007)

O principio da novidade baseia-se na premissa de que um evento forte
(novidade) pode facilitar a persisténcia de uma memoria fraca (aprendizagem inicial).
Esse processo de facilitar a persisténcia da memdéria usando um segundo evento
comportamental (evento forte), desencadeia a sintese de proteinas relacionadas a
plasticidade, que podem ser capturadas por sinapses e levar a mudangas de longo
prazo (MONCADA; BALLARINI; VIOLA, 2015). Tal mecanismo é baseado na teoria
da STC.

Foi demonstrado que a exposicao a novidade promove a persisténcia de
alguns tipos de memoria, como a memoria de medo contextual e a memoria de
reconhecimento de objetos (BALLARINI et al., 2009). No entanto, os efeitos benéficos
da exposicdo a novidade sdo condicionados a uma janela de tempo especifica,
durante a qual a novidade pode aumentar a persisténcia da memdédria (MONCADA,;
BALLARINI; VIOLA, 2015). Assim, um estudo demonstrou que uma janela de tempo
ideal para a exposicao a novidade varia de 1h antes a 30 min apds a codificacdo da
sessdo de aprendizado (MONCADA; VIOLA, 2007). Além disso, outros estudos
postularam recentemente que a LTP precoce no hipocampo de ratos pode ser
reforcada em LTP tardia pela exposicdo a um novo ambiente (LI et al., 2003;
STRAUBE et al., 2003). Essa modulagao esta relacionada ao fato de que as proteinas
relacionadas a plasticidade (PRPs), sintetizadas sob a influéncia da novidade,
poderiam transformar formas transitérias de plasticidade em formas duradouras
(MONCADA; VIOLA, 2007).

Outra descoberta importante é que as principais mudancgas fisiolégicas
ocorrem durante o periodo inicial de exploragdo de um novo ambiente, por exemplo,

uma diminuicdo na inibicdo GABAérgica somatica € observada no giro dentado
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durante a exploragao inicial de um novo ambiente (MOSER, 1996; MOSER et al.,
1995). Como uma reducéo na inibicado GABAérgica pode facilitar a indugdo de LTP,
aumentando a despolarizagao pos-sinaptica (WIGSTROM; GUSTAFSSON, 1983), a
exploragdo de novos ambientes altera a fungdo hipocampal de uma maneira que
facilitaria a indugao de LTP (DAVIS; JONES; DERRICK, 2004).

A exposicao a novidade também esta relacionada ao aumento dos niveis de
dopamina (KAMINSKI et al., 2018). Em um estudo recente foi demonstrado que o
aumento dos niveis de dopamina facilita a potenciacao de longo prazo no hipocampo;
essa memoria aprimorada, no entanto, € perdida quando os receptores de dopamina
do hipocampo s&o bloqueados (LI et al., 2003). Nesse sentido, foi proposto que o
sistema dopaminérgico e o hipocampo formam uma al¢a multissinaptica que, a partir
da novidade, excita transitoriamente os neurénios dopaminérgicos na area tegmental
ventral, que, por sua vez, levam ao fortalecimento da plasticidade hipocampal através
da ativacéo dos receptores de dopamina do hipocampo (KAMINSKI et al., 2018).

Tendo em vista que o estresse na primeira infancia causa danos na memoria
e cognicao, e que existem evidéncias do envolvimento do sistema dopaminérgico no
mecanismo patoldgico destes danos, a exposicao a novidade pode ser uma estratégia

eficaz para reverter esses déficits.

2.6.3 L-Dopa como estratégia de neuroprotecao

A dopamina, como ja mencionado anteriormente, € um dos principais
neurotransmissores no SNC, responsavel pela modulagcdo de uma série de dominios
comportamentais, como recompensa, atencdo, emogado e cognigdo (FIORILLO;
TOBLER; SCHULTZ, 2003; SCHULTZ, 2002; WAELTI; DICKINSON; SCHULTZ,
2001). Além disso, a dopamina esta intimamente relacionada aos processos de
aprendizagem e memoria (HUSTON; OITZL, 1989; IZQUIERDO, 2018).

Evidéncias crescentes de estudos em animais e humanos apoiam a nocao de
que os neurdnios dopaminérgicos do complexo da substancia negra/area tegmental
ventral, junto com o estriado ventral e o hipocampo, formam uma alga funcional a
servico da aprendizagem e da memoria (KAMINSKI et al., 2018; LISMAN; GRACE;
DUZEL, 2011; SHOHAMY; ADCOCK, 2010). Dentro dessa alga, a dopamina
desempenha um papel critico, pois sua liberacdo modula a criagdo de memorias
estaveis, permitindo que a LTP persista ao longo do tempo (HAAKER et al., 2013;
RIPOLLES et al., 2018).
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Um estudo recente em animais mostrou que a liberacdo do neurotransmissor
dopamina é criticamente importante em muitos desses processos de consolidagao e,
especificamente, promove formas estaveis de LTP, um correlato celular da memoria
de longo prazo (HAAKER et al., 2013). Em alguns casos, como nas deméncias
(ASANUMA; MIYAZAKI, 2016), doengas neurodegenerativas (FLOEL et al., 2005) e
em casos de estresse neonatal (NEVES et al., 2020), as sinapses dopaminérgicas
sdo comprometidas pelo declinio dos niveis desse neurotransmissor (AMBREE et al.,
2009).

A estimulacdo do sistema dopaminérgico pela administragdo do precursor
metabdlico da dopamina, o L -3,4-dihidroxifenilalanina (L -Dopa) (MIGUELEZ et al.,
2016), demonstrou melhorar o aprendizado e a memoria em humanos e roedores,
destacando o importante papel da dopamina para o aprendizado e a formacao da
memoria (AMBREE et al., 2009). A L-Dopa é rapidamente absorvida pelos neurdnios
dopaminérgicos, transformada em dopamina e armazenada em vesiculas das quais
seréa liberada na fenda sinaptica cada vez que o neurénio dispara (RIPOLLES et al.,
2018). Assim, a L-Dopa leva a um aumento geral da dopamina disponivel para
liberagdo nas areas do cérebro inervadas por aferentes dopaminérgicos (MIGUELEZ
et al., 2016).

Além disso, foi demonstrado que a L-Dopa exerce efeitos neurotroficos e
protege os neurdnios do estresse oxidativo em neurdnios mesencefalicos e culturas
gliais, e em neurbénios (ASANUMA; MIYAZAKI, 2016; MENA; DAVILA; SULZER,
1997). Experimentos in vitro também mostraram que a L-Dopa em baixas doses pode
reduzir a morte de neurdnios dopaminérgicos e promover a formagdo de ramos
nervosos (CHEN et al., 2019; ZHAO et al., 2016).

E importante ressaltar que a L-dopa em si ndo tem atividade farmacoldgica,
porém, pode ser descarboxilada e convertida em dopamina pela atividade da enzima
DOPA descarboxilase apos passar pela barreira hematoencefalica (BHE) e atingir o

sistema nervoso central (Figura 6) (WANG et al., 2017).
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Figura 6 - Cascata de eventos de conversao da dopamina. Esquema de conversao
dos neurotrantmissores dopamina, noradrenalina e adrenalia a partir da tirosina e sua
primeira enzima hidroxilase, a tirosina hidroxilase.
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Fonte: Sosa PM, 2021.

A L-Dopa €& convertida durante o metabolismo dos neurotransmissores
catecolaminérgicos, dopamina, noradrenalina (NE) e adrenalina, que apresentam
diferentes atividades biolégicas (GRAVES et al., 2020). A L-dopa foi a primeira droga
utilizada na terapia da doencga de Parkinson, que € um disturbio neurodegenerativo
progressivo que envolve a perda de neurénios dopaminérgicos da substancia negra
pars compacta (BIZZARRI et al., 2015). Nesses casos, a administracdo da L-Dopa
restabelece a morfologia sinaptica e promove neuroadaptagdes funcionais nas regides
mesolibicas, como o0 hipocampo, sugerindo uma recuperagdo completa da
plasticidade sinaptica quando a dopamina € “reposta” (CANNIZZARO et al., 2019).

Tendo em vista as vastas contribuicdes da administragcdo da L-Dopa sobre os
aspectos celulares responsaveis pela consolidagdo da memoria, infere-se que sua
utilizagao pode ser benéfica na reversao de déficits cognitivos em casos de estresse

no inicio da vida mimetizados pela PM.
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2.7 Modelos animais para estudo do estresse na primeira infancia

O uso de modelos animais no estudo da anatomia, fisiologia humana e
medicina comparada baseia-se no conceito de que outras espécies animais
compartilham caracteristicas fisiologicas e comportamentais com os humanos
(ERICSSON; CRIM; FRANKLIN, 2013; ROBINSON et al., 2019). A utilizagao de
modelos animais se desenvolveu a ponto de serem empregados em praticamente
todos os campos da pesquisa biomédica (ERICSSON; CRIM; FRANKLIN, 2013).

Ha muito tempo se reconhece que, especialmente na neurociéncia e na
pesquisa comportamental, os roedores, principalmente os ratos, ttm uma série de
vantagens claras no seu uso experimental (ELLENBROEK; YOUN, 2016). Tais
vantagens, como o tamanho relativamente grande de seus cérebros e o facil manuseio
dos animais, tornam os processos experimentais (invasivos e ndo invasivos) muito
mais faceis (ELLENBROEK; YOUN, 2016).

Com foco nos resultados de estudos epidemioldgicos e clinicos realizados
durante anos, os modelos animais tém auxiliado na identificacdo, prevencao e
tratamento de disturbios do neurodesenvolvimento (BALE et al., 2010). A utilizagao
desses modelos torna possivel identificar as alteracdes da estrutura e fungdo do SNC,
que podem promover doengas (DE MATOS et al., 2020), o que muitas vezes n&o é
possivel realizar em humanos.

Nesse sentido, os modelos animais sdo essenciais para compreender 0s
resultados neurocomportamentais de algumas manipulagées do desenvolvimento
(MARCO et al.,, 2015). Os estudos em animais complementam os estudos
observacionais e longitudinais em humanos (BRANCHI; CIRULLI, 2009). Além disso,
oferecem uma estratégia valida para revelar os mecanismos neurobiolégicos
subjacentes as anomalias no desenvolvimento do cérebro, causadas por exemplo,
pela exposicao a fatores ambientais estressantes, que podem resultar em disturbios
neuropsiquiatricos (MARCO et al.,, 2015; NESTLER; HYMAN, 2010; TEICHER;
TOMODA; ANDERSEN, 2006).

Existe uma grande variedade de modelos animais validados que mimetizam
o estresse na primeira infancia, muitos deles utilizados como paradigma de doencas
como esquizofrenia e depressao mais tarde na vida (BALE et al., 2010). Apesar da
grande variedade de modelos animais de estresse no inicio da vida, uma quantidade
importante deles foi desenvolvida baseando-se na interrupcao da interagao prole-méae,
em roedores (LEVINE, 2005; MARCO et al., 2015; NISHI, 2020). Em modelos
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experimentais, a separacao dos filhotes da mae no periodo pés-natal, tem fornecido
uma importante contribuicdo para a compreensao das consequéncias do estresse
nesta fase inicial da vida (BENETTI et al., 2009; MENEZES et al., 2020).

Uma revisao sobre os diferentes protocolos experimentais disponiveis até o
momento foi publicada recentemente (MARCO et al., 2015). Dentre as variaveis
disponiveis no protocolo de PM estdo: idade especifica para separagao, separagao
da ninhada versus separagcdo da mae, duracdo e frequéncia do episédio de
separagao, entre outros (MARCO et al., 2015).

Os mecanismos pelos quais as experiéncias iniciais da vida, especialmente
o estresse, e cuidados maternos, sdo capazes de programar o cérebro para conferir
vulnerabilidade ou resiliéncia parecem envolver a modulagdo de diversos fatores
epigenéticos, assim como dos sistemas de neurotransmissores, incluindo os
catecolaminérgicos (BALE et al., 2010).

Dessa forma, a separagao materna, dependendo do protocolo utilizado, é
capaz de mimetizar diversas situacdes humanas de trauma no inicio da vida, como
abandono, institucionalizagdo, negligéncia, pobreza extrema, que inclui déficit

alimentar e cuidados precarios, entre outras situagdes de vulnerabilidade infantil.
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3. JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS

3.1 Justificativa

As psicopatologias, incluindo comprometimento cognitivo, declinio da
memoria e deméncia, afetam mais de 50 milhdes de pessoas em todo o mundo,
impondo um fardo substancial aos individuos e a sociedade (SHORT; BARAM, 2020).
Esses disturbios surgem de uma combinagéao de fatores, incluindo os ambientais e as
experiéncias as quais o individuo é exposto, tendo esses fatores maior impacto
durante os periodos sensiveis do desenvolvimento (KIM; PELLMAN; KIM, 2015).

O estresse na primeira infancia é considerado uma fonte de psicopatologias
na idade adulta, exercendo um enorme impacto em termos de custos médicos e perda
de potencial humano (BALE et al., 2010; SHORT; BARAM, 2020). Experiéncias
estressantes ou traumaticas na primeira infancia estdo entre os fatores de risco mais
importantes para o desenvolvimento de todo um espectro de doengas mentais e
fisicas na idade adulta (ENTRINGER; BUSS; HEIM, 2016). Essas experiéncias
incluem, entre tantos fatores, o abuso sexual, violéncia fisica e emocional ou
negligéncia, bem como a perda de pais ou cuidadores.

Segundo dados recentes, o estresse no inicio da vida esta associado
majoritariamente as condi¢des socioeconémicas, bem como ao nivel de instrugdo dos
pais ou cuidadores, sendo assim, apresenta maior prevaléncia em paises
subdesenvolvidos e em desenvolvimento (CROOKSTON et al.,, 2014; SHORT;
BARAM, 2020).

A utilizacdo de modelos animais permite que a relagdo causal entre
experiéncias adversas no inicio da vida e a neurobiologia das consequéncias
cognitivas seja investigada, sendo os modelos de PM em roedores amplamente
aceitos e bem estabelecidos na literatura (BENETTI et al., 2009; MAGHAMI et al.,
2018; MARCO et al., 2015; MENEZES et al., 2017, 2020; PIENAAR et al., 2008).

Através de estudos experimentais realizados pelo nosso grupo, verificamos
que os déficits de memoria causados pela PM estdo associados a diminuicdo dos
niveis de dopamina no hipocampo (NEVES et al., 2020), estrutura altamente
suscetivel ao estresse (KIM; DIAMOND, 2002). Além disso, alteragées do sistema
dopaminérgico em diferentes regides do cérebro, tais como o estriado, cortex pré-

frontal e amigdala de ratos submetidos a PM também podem estar associadas ao
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desenvolvimento de comportamentos correlatos as psicopatologias (LLORENTE et
al., 2007; RENTESI et al., 2010).

Neste trabalho investigamos a hipétese de que uma unica sessao de exercicio
fisico possa modular a aprendizagem, atenuando ou revertendo os danos cognitivos
causados pela PM. Essa hipotese, afirma-se em estudos prévios que demonstram a
eficacia do exercicio fisico na reversao dos prejuizos mnemoénicos (DA SILVA DE
VARGAS et al., 2017; ERICKSON et al., 2011).

O exercicio fisico é descrito como uma abordagem n&o farmacoldgica eficaz
para manter e melhorar a saude do cérebro (VENEZIA; QUINLAN; ROTH, 2017).
Pesquisas em humanos e roedores indicam que o hipocampo é particularmente
beneficiado pela atividade fisica e exercicios (VOSS et al., 2013). As adaptagdes
observadas no hipocampo ap6s o exercicio fisico incluem a neurogénese (PEREIRA
et al., 2007; REDILA; CHRISTIE, 2006) e a arborizagao dendritica (LIN et al., 2012;
STRANAHAN; KHALIL; GOULD, 2007).

Uma das formas pelas quais o exercicio pode melhorar o aprendizado é por
meio da expressao e liberacdo de BDNF, que, como descrito anteriormente, promove
a plasticidade funcional e estrutural no hipocampo (PARK; POO, 2013). No
hipocampo, o BDNF é regulado positivamente pela atividade fisica e treinamento fisico
(BERCHTOLD et al., 2005; VENEZIA; QUINLAN; ROTH, 2017). Além disso, a melhora
da cognicdo advinda do exercicio esta relacionada ao aumento dos niveis de
catecolaminas, incluindo a dopamina e de seus receptores no hipocampo (JUAREZ;
SAMANEZ-LARKIN, 2019).

Embora haja um vasto conhecimento acerca dos beneficios da pratica regular
de exercicio fisico sobre o SNC, inclusive na PM (NEVES et al., 2015), estudos que
descrevem os beneficios de uma unica sessao de exercicio ainda sdo raros. No
entanto, recentemente em nosso laboratério demonstramos que essa modalidade
promove a persisténcia da memoédria em ratos saudaveis, estando associada ao
aumento dos niveis de catecolaminas no SNC (DA SILVA DE VARGAS et al., 2017).
Além disso, outro estudo descreveu o exercicio agudo como uma estratégia capaz de
manter estavel a expressdo e persisténcia de proteinas e fatores de transcrigao
responsaveis pela melhora da memédria em camundongos idosos (VENEZIA;
QUINLAN; ROTH, 2017).

Ainda neste trabalho, também propomos investigar um protocolo de exposicao
a novidade como estratégia de modulagédo da memoria. Nossa hipotese baseia-se em

um estudo prévio realizado pela nossa equipe, no qual demonstramos que a
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exposi¢ao a novidade em ratos saudaveis facilitou a aprendizagem de extingao da
memoria aversiva, efeito que envolveu sintese de novas proteinas e aumento dos
niveis de dopamina no hipocampo (MENEZES et al., 2015).

Em roedores, a exploragdo de um novo ambiente, objeto ou tarefa de
aprendizagem esta relacionada a estimulagdo de neurdnios dopaminérgicos na ATV
(FREY; MORRIS, 1998; NAVAKKODE; SAJIKUMAR; FREY, 2007), a liberagao de
dopamina no hipocampo (IHALAINEN; JR; FEENSTRA, 1999) e a transcri¢ao do gene
Arc (GUZOWSKI et al., 1999), eventos estes intimamente ligados a consolidagcéo da
memoria. Além disso, Frey e Morris (1997) descreveram que € necessaria a ativagao
de receptores dopaminérgicos para ativar a via AMPc / PKA, o que leva a sintese e
distribuicdo de proteinas relacionadas a plasticidade (RPPs), que podem ser
capturadas por marcadores sinapticos para estabilizar novos mecanismos efetores.
Estes eventos caracterizam aqueles descritos na hipétese de STC para a formacéao
de LTP (FREY; MORRIS, 1998; YAMASAKI; TAKEUCHI, 2017).

Por fim, buscamos investigar os efeitos da administragcdo de um farmaco
precursor da dopamina, a L-Dopa, capaz de aumentar as quantidades de dopamina
no SNC, mesmo através de administracdo periférica (NEVES et al., 2020), na
modulagao da aprendizagem em ratos submetidos a PM. A administragdo de L-Dopa
pode ser uma estratégia eficaz para o tratamento dos déficits de memarias apds a
PM, tendo em vista que, além do aumento dopaminérgico, a administragcao de L-Dopa
esta envolvida com o aumento da plasticidade sinaptica (BORGKVIST; LIEBERMAN;
SULZER, 2018).

Sendo assim, nossas investigagdes baseiam-se na tentativa de modular a
consolidacdo da memaria através de diferentes estratégias, atenuando o impacto de
um evento estressor durante a fase de desenvolvimento na aprendizagem de uma

tarefa.

3.2 Objetivo geral

Investigar os efeitos de diferentes estratégias neuroprotetoras na redugéo dos

déficits de memoaria induzidos pela privacdo materna.
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3.3 Objetivos especificos

Cada estudo objetivou investigar uma estratégia de neuroprotecao especifica,

sendo assim, os objetivos especificos dos estudos que compdem esta tese sao:

No primeiro estudo

Investigar os efeitos de uma unica sessdo de exercicio agudo sobre a
consolidacdo da memoria de Reconhecimento de Objetos (RO) de ratos submetidos
a privacao materna;

Investigar os efeitos de uma unica sessao de exercicio agudo sobre a
persisténcia da memodria de RO de ratos submetidos a privagdo materna;

Investigar os efeitos uma unica sessédo de exercicio agudo sobre os niveis
hipocampais (hipocampo total) de dopamina de ratos submetidos a privagédo materna;

Investigar os efeitos uma unica sessdo de exercicio agudo sobre os niveis
hipocampais (hipocampo total) de noradrenalina de ratos submetidos a privagao

materna.

No segundo estudo

Investigar os efeitos da exposicdo a novidade sobre a consolidagdo de
memoria de RO de ratos submetidos a privacao materna;
Investigar os efeitos da exposicdo a novidade sobre a persisténcia da

memoria de RO de ratos submetidos a privagao materna.

No terceiro estudo

Investigar os efeitos da L-Dopa sobre a consolidacdo de memoria de RO de
ratos submetidos a privacdo materna;
Investigar os efeitos da L-Dopa sobre a persisténcia da memoria de RO de

ratos submetidos a privacdo materna;
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Contribuir para a compreensao do papel do sistema dopaminérgico nos

déficits de memoria relacionados a privagao materna.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Animais

Os experimentos desenvolvidos para compor esta tese foram realizados em
concordancia com os Principios Eticos de Experimentagdo Animal e foram aprovados
pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal do Pampa

(CEUA/Unipampa) sob os respectivos protocolos:
Estudo 1 e 3: 050/2017 (Anexo 3 e 5).
Estudo 2: 054/2019 (Anexo 4)

Ao todo, contemplando os trés estudos foram utilizadas 43 ratas Wistar
fémeas prenhas e 174 ratos Wistar machos provenientes de suas proles. As ratas
prenhas procederam do Biotério Central da Universidade Federal de Santa Maria
(UFSM-RS), e foram alojadas individualmente em caixas-moradia no Biotério
Institucional (Unipampa — Uruguaiana/RS). Posteriormente, os animais oriundos da
prole foram alojados 4 ou 5 por caixa caixas-moradia (conforme o experimento).

Todos 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

por livre demanda.

4.2 Delineamento experimental

4.2.1 Estudo 1: Efeitos de uma sessao de exercicio aerdbico realizada apés a

aprendizagem sobre o déficit de meméria de RO induzido pela PM

Inicialmente a amostra deste estudo foi composta por 23 ratas Wistar prenhas.
Apods o nascimento foram utilizados 94 filhotes machos provenientes da prole destas
fémeas.

Os ratos foram divididos em dois grupos iniciais: privados (PM) e controle
(CT). O dia do nascimento da prole foi considerado dia zero. Do dia pds-natal 1 (DPN-
1) ao DPN-10, o protocolo de PM foi realizado com metade dos filhotes, conforme
descrito adiante. Os ratos foram desmamados no DPN-21 (quando os tornam-se

autdbnomos em relagao aos cuidados da rata méae) e alojados em gaiolas préprias para
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a espécie (n = 5). Apenas os ratos machos foram incluidos nos experimentos descritos
neste estudo; as ratas fémeas foram doadas para utilizagdo em outro projeto,
conforme aprovacédo do CEUA/Unipampa.

Ap6s a divisdo inicial, os animais foram subdivididos em seis grupos (n = 15)
+ naive (n = 4), de acordo com os procedimentos adotados, descritos a seguir:

(i) Grupo controle (CT): Os ratos nao foram submetidos ao protocolo de PM,
e, quando adultos foram treinados na tarefa de meméaria de RO.

(ii) Grupo privagao materna (PM): Os ratos foram submetidos ao protocolo
de PM, e, quando adultos, foram treinados na tarefa de RO.

(iii) Grupo controle familiarizado ao aparato de exercicio (CT + FAE): Os
ratos ndo foram submetidos ao protocolo de PM, e, e, quando adultos foram
familiarizados ao aparato de exercicio (esteira para roedores) e foram treinados na
tarefa de RO, sem passar pela sessao de exercicio agudo apos o treinamento de RO.

(iv) Grupo privagao materna familiarizado ao aparato de exercicio (PM
+ FAE): Os ratos foram submetidos ao protocolo de PM, e, quando adultos, foram
familiarizados ao aparato de exercicio e treinados na tarefa de RO, sem passar pela
sessao de exercicio agudo apds o treinamento de RO.

(v) Grupo controle submetido ao exercicio agudo (CT + EA): Os ratos
nao foram submetidos ao protocolo de PM, e, quando adultos, foram familiarizados ao
aparato de exercicio, treinados na tarefa de RO e submetidos a uma unica sessao de
exercicio fisico aerébico imediatamente apds o treino de RO.

(vi) Grupo privagcao materna submetido ao exercicio agudo (PM + EA):
Os ratos foram submetidos ao protocolo de PM, e, quando adultos, foram
familiarizados ao aparato de exercicio, treinados na tarefa de RO e submetidos a uma
Unica sessao de exercicio fisico aerdbico imediatamente apds o treino de RO.

(vii) Grupo naive: Os ratos do grupo naive foram mantidos nas caixas
moradia sem nenhum tipo de manipulagdo, com comida e agua a vontade, e
higienizagao regular da caixa moradia, conforme rotina do Biotério. Os ratos ndo foram
submetidos a nenhum protocolo, seja de PM, familiarizacdo ao aparato de exercicio
ou exercicio. Também nao foram submetidos a habituagdo ao aparato de
reconhecimento de objetos e testes de memoria.

Quinze ratos de cada grupo, exceto do grupo naive, foram treinados na tarefa
de RO e submetidos aos protocolos especificos descritos para cada grupo. Dez
animais de cada grupo foram submetidos ao teste de memoaria de RO 24h, 7, 14 e 21

dias apds o treinamento de RO (Figura 7). Em todos os dias de teste, a tarefa de
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Labirinto em Cruz Elevado (LCE) foi realizada apds o teste de RO, como teste de
controle para comportamento do tipo ansioso. Cinco animais de cada grupo, incluindo
os do grupo naive, foram eutanasiados imediatamente apds a sessao de exercicio
agudo, ou em tempo equivalente, no caso dos animais ndo submetidos ao exercicio.
Os seus cérebros foram isolados e os hipocampos foram rapidamente dissecados

(bilateralmente) para uso nos testes bioquimicos.

Figura 7 - Desenho experimental do estudo 1. Metade dos animais utilizados neste
estudo foi submetida ao protocolo de privagdo materna (PM) do DPN-1 ao DPN-10
(grupos ii, iv e vi). Os animais dos grupos iii a vi foram familiarizados ao aparato de
exercicio fisico do DPN 100 ao DPN 107. Todos os animais, exceto os do grupo naive,
foram habituados ao aparato utilizado na tarefa de memdéria de reconhecimento de
objetos (RO) (DPN 108-111) e passaram pelo treino da tarefa (PND112), quando
foram expostos a dois objetos novos (N) e diferentes entre si para livre exploragao.
Os animais dos grupos v e vi foram submetidos a uma Unica sessao de exercicio
aerobico imediatamente apds o treinamento de RO. Apds a realizagdo do exercicio
aerobico, 5 animais de cada grupo, mais 4 animais naive, foram sacrificados e seus
hipocampos isolados para analise bioquimica (HPLC). Os demais animais foram
submetidos aos testes de RO 24h, 7, 14 e 21 dias ap6s o treinamento de RO (DPN
113, 120, 134 e 155), quando os animais foram expostos a um objeto familiar (F) e a
um novo objeto (N) para livre exploragdo. Em cada dia de teste, sempre apds a sessao
de teste de RO, o teste do Labirinto em Cruz Elevado (LCE) foi realizado como um
teste de controle comportamental.

DPN-1-0 | | DPN-100-107 | | | DPN-108-111 | DPN -112 | DPN-113-120-134-155
Privagao Materna I Familiarizagao I RO Hapituggéo I RO Tr. Unica sesséo del ROS;'?:te
3h/dia ao aparato 20 ml'nldia 5min exercicio agudo & &
10 dias de exercicios 4 dias 30 min F*n IF ; NJ
Imm i 2ah 7 dias
A;{% x ‘ﬁ %:f\_ m o lN_,J} Nl + a lF Nl |F Nl
= g’ 14 dias 21 dias

Teste de Contole

T Comportamental LCE
Eutanasia
n=5/grupo

Fonte: Adaptado de Sosa et al., 2019.
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4.2.2 Estudo 2: Efeitos da novidade sobre os déficits de memoéria induzidos
pela PM

Inicialmente a amostra deste estudo foi composta por 10 ratas Wistar prenhas.
Apds o nascimento foram utilizados 40 filhotes machos provenientes da prole destas
fémeas. Os ratos foram divididos em dois grupos iniciais: privados (PM) e controle
(CT). O dia do nascimento da prole foi considerado dia zero. Do dia pés-natal 1 (DPN-
1) ao DPN-10, o protocolo de PM foi realizado com metade dos filhotes, conforme
descrito adiante. Os ratos foram desmamados no DPN-21 (quando os tornam-se
autdbnomos em relagdo aos cuidados da rata méae) e alojados em gaiolas préprias para
a espécie (n = 5). Apenas os ratos machos foram incluidos nos experimentos descritos
neste estudo; as ratas fémeas foram doadas para utilizacdo em outro projeto,
conforme aprovagao do CEUA/Unipampa.

Apo6s a divisdo inicial, os animais foram subdivididos em quatro grupos, de
acordo com os procedimentos adotados, descritos a seguir:

(i) Grupo controle (CT): Os ratos ndo passaram pelo processo de PM e foram
submetidos treino e testes na tarefa de RO.

(ii) Grupo Novidade (NOVI): Os ratos ndo passaram pelo processo de PM, e
foram submetidos ao treino e testes na tarefa de RO, adicionalmente, foram expostos
a uma novidade 30 minutos antes do treino no RO.

(iii) Grupo privagao materna (PM): Os ratos passaram pelo processo de PM
e foram submetidos ao treino e testes na tarefa de RO.

(iv) Grupo privagao materna exposto a novidade (PM + NOVI): Os ratos
passaram pelo processo de PM, foram submetidos ao treino e testes na tarefa de RO,
adicionalmente, foram expostos a uma novidade 30 minutos antes do treino na tarefa
de RO.

Dez ratos de cada grupo foram submetidos ao teste de memadria de RO 24h,
7, 14 e 21 dias apés o treinamento de RO (Figura 8). Em todos os dias de teste, a
tarefa de Labirinto em Cruz Elevado (LCE) foi realizada apds o teste de RO, como

teste de controle para comportamento do tipo ansioso.
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Figura 8 - Desenho experimental do estudo 2. Metade dos animais utilizada neste
estudo foi submetida ao protocolo de privagdo materna (PM) do DPN-1 ao DPN-10
(grupos iii e iv). Todos os animais foram habituados ao aparato utilizado na tarefa de
memoria de reconhecimento de objetos (RO) (DPN 100-103) e passaram pelo treino
da tarefa (DPN 104), quando foram expostos a dois objetos novos (N) e diferentes
entre si para livre exploragdo. Os animais dos grupos ii e iv foram expostos a novidade
30 minutos antes do treinamento de RO. Os ratos foram submetidos aos testes de RO
24h,7, 14 e 21 dias apos o treinamento de RO (DPN 105,112, 120 e 127), quando os
animais foram expostos a um objeto familiar (F) e a um novo objeto (N) para livre
exploracdao. Em cada dia de teste, sempre apds a sessao de teste de RO, o teste de
LCE foi realizado como um teste de controle comportamental.

DPN 1-10 DPN 100-103 l DPN 104 l DPN 105-12-120-127
I I I
Privagdo Materna Habituagido de RO Novidade Treinamento de RO Teste de RO
20 min/dia - 4 dias 30 min antes 5 min
ok
&« &, &
’ 26l : S
3 n M N =N N
Ambiente novo: 24h 7 dias
@ g Caixa de habituagao l’ l
& com piso, paredes e - v
dimensdes diferentes LF '\U U: I\U
da moradia. 14 dias 21 dias

Teste de Contole
Comportamental LCE

Fonte: Sosa, PM, 2021.

4.2.3 Estudo 3: Efeitos da L-DOPA sobre os déficits de memoria causados pela
DM.

Inicialmente a amostra deste estudo foi composta por 10 ratas Wistar prenhas.
Apds o nascimento foram utilizados 40 filhotes machos provenientes da prole destas
fémeas. Os ratos foram divididos em dois grupos iniciais: privados (PM) e controle
(CT). O dia do nascimento da prole foi considerado dia zero. Do dia pés-natal 1 (DPN-
1) ao DPN-10, o protocolo de PM foi realizado com metade dos filhotes, conforme
descrito adiante. Os ratos foram desmamados no DPN-21 (quando os tornam-se
autdbnomos em relagao aos cuidados da rata méae) e alojados em gaiolas préprias para
a especie (n =5). Apenas os ratos machos foram incluidos nos experimentos descritos
neste estudo; as ratas fémeas foram doadas para utilizagdo em outro projeto,
conforme aprovagao do CEUA/Unipampa.

Apo6s a divisdo inicial, os animais foram subdivididos em quatro grupos, de
acordo com os procedimentos adotados, descritos a seguir:

(i) Grupo controle (CT): Os ratos ndo passaram pelo processo de PM e foram
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submetidos treino e testes na tarefa de RO.

(ii) Grupo controle submetido a injecdo de L-Dopa (LD): Os ratos nao
passaram pelo processo de PM e foram submetidos ao treino e testes na tarefa dede
RO. Adicionalmente, receberam uma injecao intraperitoneal (i.p) de L-Dopa (25mg/kg)
30 minutos antes da sessao de treino no RO.

(iii) Grupo privagao materna (PM): Os ratos passaram pelo processo de PM
e foram submetidos ao treino e testes na tarefa de RO.

(iv) Grupo privagao materna submetido a inje¢ao de L-Dopa (PM + LD):
Os ratos passaram pelo processo de PM e foram submetidos ao treino e teste na
tarefa de RO. Adicionalmente, receberam uma injegao intraperitoneal (i.p) de L-Dopa
(25mg/kg) 30 minutos antes da sessé&o de treino no RO.

Dez ratos de cada grupo foram submetidos aos testes de memdéria de RO
realizados 24h, 7, 14 e 21 dias apds o treinamento de RO (Figura 9). Em todos os dias
de teste, a tarefa de Labirinto em Cruz Elevado (LCE) foi realizada apés o teste de

RO, como teste de controle para comportamento do tipo ansioso.
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Figura 9 - Desenho experimental do estudo 3. Metade dos animais utilizada neste
estudo foi submetida ao protocolo de privagdo materna (PM) do DPN-1 ao DPN-10
(grupos iii e iv). Todos os animais foram habituados ao aparato utilizado na tarefa de
memoria de reconhecimento de objetos (RO) (DPN 100-103) e passaram pelo treino
da tarefa (PND 104), quando foram expostos a dois objetos novos (N) e diferentes
entre si para livre exploragdo. Os animais dos grupos ii e iv foram submetidos a
administracdo de L-Dopa 30 minutos antes do treino de RO. Os ratos também foram
submetidos aos testes de RO 24h, 7, 14 e 21 dias apos o treino (DPN 105, 112,120 e
127), quando os animais foram expostos a um objeto familiar (F) e a um novo objeto
(N) para livre exploragdao. Em cada dia de teste, sempre apds a sessao de teste de
OR, o teste do Labirinto em Cruz Elevado (LCE) foi realizado como um teste de
controle comportamental.

DPN 1-10 DPN 100-103 ' DPN 104 I DPN 105-12-120-127
| I l
Privagao Materna Habituag&o de RO L-Dopa Treinamento de RO Teste de RO
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intraperitoneal de LF‘\ N) u:& NJ
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antes da sesséo.
Teste de Contole
Comportamental LCE

Fonte: Sosa, PM, 2021.

4.3 Protocolos experimentais e procedimentos

4.3.1 Modelo experimental para o estresse na primeira infancia — PM

Nos trés estudos utilizamos um modelo experimental que mimetiza o estresse
na primeira infancia, utilizando a privagéo dos cuidados maternos nos primeiros dias
de vida, cujas consequéncias mimetizam a fisiopatologia dos disturbios cognitivos e
comportamentais na idade adulta (BALE et al., 2010; BENETTI et al., 2009; HUSUM
et al., 2002; MELLO et al., 2009).

O protocolo de PM consiste em retirar a mae da caixa moradia dos filhotes,
realojando esta caixa em outra sala, por 3h/dia (BENETTI et al., 2009). O dia do parto
foi designado como dia pds-natal zero (DPN-0). No dia pds-natal 1 (PND-1), as

ninhadas foram reduzidas para 10 filhotes por rata, sendo, preferencialmente, metade
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destes machos, e a outra metade, fémeas, podendo variar conforme o numero de
machos e fémeas por ninhada (BENETTI et al., 2009; HUSUM et al., 2002).

Os filhotes foram separados diariamente de suas maes por 3 horas durante
os primeiros 10 dias de vida. A privagao consistiu em retirar a mae da caixa-moradia,
enquanto os filhotes foram mantidos na caixa-moradia original, onde costumam
manter-se agrupados no ninho na presenga de odor materno (BENETTI et al., 2012).
A caixa-moradia original, com os filhotes, foi transferida para uma sala diferente
mantida a 32 + 1°C para compensar o calor corporal da mae (RENARD et al., 2005).

A privacgao foi realizada sempre entre as 9h e as 14h30min, no ciclo claro. Os
ratos ndo privados permaneceram intocados na caixa-moradia sob os cuidados das
suas mées. A primeira troca de ninho/maravalha foi realizada apenas no PND-11 para
ambos os grupos (PM e nao privados). Os ratos foram desmamados 21 dias apds o
nascimento (PDN-21), quando sdo considerados independentes dos cuidados da
mae.

Dentre os ratos oriundos destas ninhadas, apenas ratos machos foram
incluidos nos experimentos deste trabalho. As ratas fémeas foram doadas para
utilizacdo em outros projetos, conforme aprovacdo do CEUA/Unipampa. Os testes
comportamentais e bioquimicos realizados neste estudo tiveram inicio quando os
animais atingiram a fase adulta, aos 100-120 dias de idade.

Existem diferentes e variados tipos de protocolos de PM. O protocolo
especifico de PM utilizado neste estudo foi selecionado porque em estudos anteriores
nao foram encontradas alteragdes no comportamento do tipo ansioso ou outros
parametros comportamentais que podem interferir nos resultados dos testes de
memoria (BENETTI et al., 2009; NEVES et al., 2015).

4.4 Estratégias de neuroprotecao

4.4.1 Protocolo de exercicio agudo

O protocolo de exercicio fisico utilizado no estudo 1 envolveu a familiarizagao
ao aparato, o protocolo do bom corredor, o teste de consumo indireto de oxigénio, e a

sessao de exercicio fisico propriamente dito.
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4.4.1.1 Familiarizagao ao aparato - Esteira rolante para roedores

Inicialmente a exposicao ao exercicio, os ratos foram familiarizados a esteira
rolante (Insight Ltda, S&o Paulo, Brasil) onde o exercicio fisico seria realizado, com a
finalidade de evitar efeitos relacionados ao estresse ou a novidade. A familiarizacao
foi realizada ao longo de 3 dias. No primeiro dia os ratos foram colocados no aparato
desligado, ou seja, habituacdo estatica, e, nos dias seguintes, com esteira na

velocidade baixa (2 a 5 m/min) por 10 min/dia.

4.4.1.2 Protocolo do bom corredor

Apos a familiarizagao inicial, os ratos foram submetidos ao “protocolo do bom
corredor”, que consiste em colocar os animais em uma esteira sem inclinagao por 3
dias consecutivos (velocidade de 8 m/min por 10 min) e, em seguida, avaliar o nivel
de treinabilidade, considerando uma escala de 1 a 5 pontos, considerando as
seguintes pontuacgdes:

1-  Recusa-se a correr;

2-  Corredores abaixo da média (corre e para ou corre na dire¢ao errada);

3- Corredor médio;

4- Corredor acima da média (corre bem), com paradas esporadicas na

esteira) e;

5- bom corredor — corre e sempre fica na parte da frente da esteira.

Ao final, os ratos que mantiveram uma média de trés ou mais pontos foram
considerados aptos para serem incluidos nos grupos de exercicio (ARIDA et al.,
2011).

4.4.1.3 Teste do consumo maximo de oxigénio — Medida indireta

Apods a determinagao dos ratos que fariam parte dos “grupos exercicio”, um
teste indireto do consumo maximo de oxigénio (VO2 maximo indireto) foi realizado
para determinar a intensidade do exercicio individual ao qual cada rato seria
submetido no dia do teste.

O teste foi iniciado com a corrida dos animais em uma velocidade lenta, que
foi aumentada em 5m/min a cada 3 minutos, até que o rato ndo pudesse continuar a
correr (CECHETTI et al., 2012).
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4.4.1.4 Protocolo de exercicio fisico agudo

Para o exercicio aerébico foi utilizado um protocolo de corrida em esteira
rolante, com intensidade de 60-70% do VO2 maximo indireto, o que correspondeu,
neste estudo, a uma velocidade de corrida de 9 a 13 m/min. Foi realizada uma unica
sessao de exercicio fisico com duragédo de 30 min (iniciada 30 minutos apds o treino
de RO).

4.4.2 Protocolo de exposi¢cao a novidade

A exposicao a novidade foi realizada 30 minutos antes o treino de RO. O
protocolo consiste em colocar um rato por vez em um ambiente novo para ele, (aqui
utilizamos uma caixa metalica com o assoalho composto por grades e com uma
parede de vidro frontal). Cada rato do grupo NOVI foi removido gentilmente da caixa
moradia e levado a nova caixa, onde foi deixado para explorar livremente durante 5
minutos. Passado o tempo de exploracao, o rato foi devolvido a sua caixa moradia e
30 minutos apds, submetido ao treino na tarefa de RO (ALMAGUER-MELIAN et al.,
2012; MENEZES et al., 2015).

4.4.3 Administragao de farmaco — L-Dopa

Neste trabalho, a L-Dopa (precursor do neurotransmissor dopamina) foi
administrada intraperitonealmente (i.p) na dose de 25 mg/kg de peso corporal, 30
minutos antes do treino de RO, considerando o seu tempo de metabolizacio
(REINHOLZ et al., 2009). A droga foi obtida da empresa Sigma-Aldrich®.

Os animais do grupo controle do estudo 3, receberam a administrado i.p. de
25 mg/kg de peso corporal de solugao salina, a fim de que os ratos passassem pelo

mesmo processo de manipulagdo que passaram os animais dos grupos tratados.

4.5 Teste de avaliagao da memoria de reconhecimento de objetos (RO)

O treino e os testes na tarefa de reconhecimento de objeto (RO) foram
realizados em uma arena (50 x 50 x 60 cm) construida em cloreto de polivinila,
madeira compensada e acrilico transparente, conforme descrito por (ENNACEUR,;
DELACOUR, 1988).
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Primeiramente os ratos foram familiarizados ao aparato de RO, o que consiste
em expor os ratos a arena para livre exploragdo por 20 minutos por dia durante 4 dias
consecutivos antes do treino. No dia do treino, dois objetos diferentes (N e N1), porém,
igualmente atrativos para os ratos, foram colocados na arena e os animais ficaram
livres para explora-los por 5 min. Os objetos eram feitos de metal, vidro ou ceramica
esmaltada. O tempo explorando cada objeto foi contabilizado por experimentadores
cegos, que nao tinham conhecimento das divisdes experimentais dos animais.

Vinte e quatro horas, 7, 14 e 21 dias apds o treino, na fase de teste de
memoria, um dos objetos utilizados no dia do treino (objeto familiar - F) foi mantido, e
outro foi substituido por um objeto novo (N). Em cada dia de teste, os objetos foram
colocados na arena e os animais ficaram livres para explora-los por 5 min e o tempo
de exploragao de cada objeto foi contabilizado (DA SILVA DE VARGAS et al., 2017).
Neste teste espera-se que, se o animal tiver formado memdria no dia do treino,
reconhega o objeto F e, por sua preferéncia a novidade, passe a explorar por mais

tempo o objeto N.

4.6 Teste de avaliagao do comportamento tipo ansioso

Para avaliar o comportamento do tipo ansioso, que pode afetar os resultados
dos testes de memoaria, os ratos foram expostos ao labirinto em cruz elevado (LCE).
O teste do LCE foi realizado em todos os dias de teste no RO, sempre apods o teste. O
LCE consiste em uma plataforma elevada, disposta a 70 cm acima do solo, e possui
dois bracgos fechados frente a frente e dois bracos abertos, também frente a frente,
cada um medindo 60 cm de comprimento. Os bragos fechados sdo compostos por
paredes laterais de 20 cm de altura.

O tempo gasto e o numero total de entradas nos bragos abertos e fechados
foram registrados em uma sessao de 5 minutos (PELLOW et al., 1985). Quanto mais
ansioso o rato estiver, espera-se que mais tempo ele permanecga nos bragos fechados.
O numero elevado de entradas nos bragos fechados também €& um parametro para

avaliar o comportamento ansioso (BEVILAQUA et al., 2003).
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4.7 Experimentos bioquimicos

4.7.1 Niveis de neurotransmissores catecolaminérgicos

No primeiro estudo quantificamos os niveis de catecolaminas (DA e NE)
presentes no hipocampo dos ratos PM e ndo PM, que foram submetidos ou ndo a uma
sesséo de exercicio fisico. Para isso, quatro ratos de cada grupo foram sacrificados
imediatamente apds a sesséo unica de exercicio aerébico ou em tempo equivalente
(ratos que nao passaram pelo exercicio ou naive). Os cérebros dos ratos foram
rapidamente removidos para dissec¢gao do hipocampo bilateral. Os tecidos foram
homogeneizados em HCI 50mM, pH 7,4 (1/5, w/v). Posteriormente, as amostras foram
centrifugadas a 2.400 g por 10 min, e os sobrenadantes (S1) foram filtrados e
armazenados a -80°C para posterior analise.

Os niveis de DA e NE em homogenatos de hipocampo foram determinados
usando um sistema de cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC, do inglés High
Performance Liquid Chromatography) de fase reversa "Inertsil ODS-3" (5u 4:6 X
250mm, GL Sciences) com um detector de arranjo de diodos, conforme descrito por
(Menezes et al., 2015). A fase moével consistia em metanol e agua (12/88,
v/v) ajustado para pH 3 com acido fosférico. As concentragcbes dos
neurotransmissores em relacdo a equacgao da curva analitica padrao foram obtidas e
corrigidas de acordo com a diluigdo e o peso da amostra.

Para separar DA e NE, usamos a programagao isocratica com uma vazao de
0,8 mL/min. A amostra foi filtrada através de filtros de seringa de 0,22 um. Injetamos
20 uL de amostras no sistema de HPLC por um dispositivo de amostragem automatico
(YL9150). A detecgédo foi a 198nm por DAD. Os cromatogramas foram registrados e
integrados por software de integragao com PC (YLClarity). Todas as analises foram
realizadas em triplicata. Os parametros analiticos foram os seguintes: faixa linear, 0,1-
10,0 y g/mL; coeficiente de determinagao, 0,999; e equacgao de calibracdo, y=628,12x-
34 342. A DA e a NE para HPLC foram fornecidos pela Sigma-Aldrich, Brasil.

Estudo 1
A distribuicao dos dados foi analisada pelo teste de Shapiro-Wilk. O tempo de
exploragao dos objetos na tarefa de RO foi convertido em uma porcentagem do tempo

total de exploracdo nas sessdes de treino ou teste, e o teste de Wilcoxon de uma
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amostra foi usado para comparar a porcentagem do tempo total de exploragao gasto
em cada objeto considerando uma média tedrica de 50%.

Os resultados do LCE dos diferentes grupos foram comparados pelo teste de
Kruskal-Wallis.

Os resultados da HPLC e o tempo total de exploracdo em cada sessao no RO
(treino e teste) foram comparados por ANOVA de uma via, seguido pelos testes de
comparagao multipla de Tukey.

Os resultados séo expressos como média + DP. Em todas as analises, valores

de P < 0,05 foram considerados significativos.

Estudo 2

A distribuicao dos dados foi analisada pelo teste de Shapiro-Wilk. O tempo de
exploragao dos objetos na tarefa de RO foi convertido em uma porcentagem do tempo
total de exploracdo nas sessodes de treino ou teste, e o teste de Wilcoxon de uma
amostra foi usado para comparar a porcentagem do tempo total de exploragao gasto
em cada objeto considerando uma média tedrica de 50%.

Os resultados do LCE dos diferentes grupos foram comparados pelo teste de
Kruskal-Wallis.

Os resultados séo expressos como média £ DP. Em todas as analises, valores

de P < 0,05 foram considerados significativos.

Estudo 3

A distribuicao dos dados foi analisada pelo teste de Shapiro-Wilk. O tempo de
exploragao dos objetos na tarefa de RO foi convertido em uma porcentagem do tempo
total de exploracéo e o teste t de Student de uma amostra foi usado para comparar a
porcentagem do tempo total de exploragdo gasto em cada objeto com uma média
tedrica de 50%.

Os resultados do LCE dos diferentes grupos foram comparados pelo teste de
Kruskal-Wallis.

Os resultados séo expressos como média + DP. Em todas as analises, valores

de P <0,05 foram considerados significativos.
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5 RESULTADOS

5.1 Estudo 1: A PM induz déficits de memoria que sao minimizados por uma

sessdo de exercicio aerébio realizada apés a sessao de aprendizagem

Os resultados deste estudo originaram um artigo cientifico original intitulado
“‘Maternal Deprivation Induces Memory Deficits That Are Reduced by One Aerobic
Exercise Shot Performed after the Learning Session” ja publicado na revista Neural

Plasticity - A2/CBII (anexo 1, open access).

5.1.1 Resultados comportamentais

5.1.2 Consolidagao e persisténcia da memoria de RO

A consolidagao e persisténcia da memoria foram avaliadas pelo teste de RO
(Figura 9A). Durante o treino na tarefa de RO, os ratos de todos os grupos exploraram
os dois objetos por uma porcentagem semelhante de tempo, ~ 50% do tempo total de
exploragdo de cada um (P = 0,704, ts) = 0,393, para o grupo CT; P = 0,242, tqg) =
1,288, para o grupo PM; P = 0,155, t9)= 1,552, para o grupo CT + FAE; P = 0,190,
t)= 1,416, para o grupo PM + FAE; P = 0,460, t7)= 0,780, para grupo CT + EA; e, P
= 0,310, t9) = 1,075, para grupo PM + EA; Figura 10B).

Figura 10 - A privagcao materna (PM) causa déficits de longo prazo na memoéria
de reconhecimento de objeto (RO). Uma unica sessao de exercicio agudo
aerdbico é capaz de reverter esses déficits. (A) Os ratos foram treinados na tarefa
de RO e testados 24 horas, 7, 14 e 21 dias apds o treino; os animais de alguns grupos
foram submetidos a familiarizagéo ao aparato de exercicio aerobico (CT + FAE, PM +
FAE, CT + EA e PM + EA), e os animais ratos dos grupos CT + EA e PM + EA foram
submetidos a uma sessao de exercicio aerdbico logo apos o treino na tarefa de RO.
(B) Na sessao de treino, os ratos foram expostos a dois objetos novos (N), diferentes,
porém igualmente atrativos. Os ratos de todos os grupos exploraram cerca de 50% do
tempo total de exploragdo de cada um. (C) No teste de consolidagdo da memoria de
RO (24 h), os ratos foram expostos a um objeto familiar (F) e a um novo objeto (N). O
grupo de PM néo foi capaz de distinguir o objeto familiar do novo na sessao de teste,
mas os ratos de PM familiarizados a esteira (FAE) e submetidos a uma sessao de
exercicio fisico agudo (EA) foram. Quando testados 7 (D) e 14 (E) dias apds o
treinamento, nem o grupo PM nem o grupo CT foram capazes de distinguir os objetos
familiares dos novos. Todos os ratos que realizaram exercicio fisico agudo foram
capazes de distinguir o objeto familiar do novo. (F) Apds 21 dias, apenas ratos PM
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submetidos ao exercicio apresentam persisténcia de memodria. Os dados sao
expressos como média * desvio padrao da porcentagem do tempo total de exploragao;
* P < 0,05 para o teste de Wilcoxon, considerando uma média teérica de 50%. RO =
teste de reconhecimento de objeto; CT = ratos ndo submetidos a PM/controle; PM =
ratos privados das mées; CT + FAE = ratos n&o privados das maes e submetidas a
familiarizagdo ao aparato de exercicio; PM + FAE = ratos privados da mée submetidos
a familiarizagdo ao aparato de exercicio; CT + EA = ratos ndo privados das maes
submetidos a familiarizagcdo ao aparato de exercicio e a uma sessao de exercicios
aerobicos; PM + EA = ratos privados da mae submetidos a familiarizagao ao aparato
de exercicio e a uma sessao de exercicio aerobico.
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No teste de consolidagdo da memoria de longa duracgao, realizado 24h apés
o treino na tarefa de RO, o grupo controle CT explorou significativamente mais de 50%
do novo objeto (P = 0,039, te) = 2,513 Figura 10C). Nos testes de persisténcia da
memoria essa diferenga ndo foi observada (para 7 dias: P = 0,250, tg) = 1,718,
Figura 8D, CT; para 14 dias: P = 0,062, ts) = 0,038, Figura 8E, CT; e por 21 dias: P =
0,734, ts) = 0,168, Figura 10F, CT).

Como esperado, os ratos PM ndo consolidaram a memoria. No teste de 24
horas, eles exploraram ~ 50% do tempo total de exploragéo de cada objeto (P = 0,570,
to) = 0,884 Figura 10C, PM). Resultado semelhante foi observado até o teste de 21
dias (P = 0,125, t7) = 1,84 para teste de 7 dias, Figura 10D, PM; P = 0,082, to) =
1,972, para o teste de 14 dias, Figura 8E, PM; e P = 0,406, t©)= 0,916 para o teste de
21 dias, Figura 10F, PM).

Os ratos do grupo CT + FAE, exploraram mais de ~ 50% do novo objeto em
comparagao com o objeto familiar no teste consolidacdo de memdéria (P = 0,002, to) =
4,239, Figura 10C, CT + FAE). Nos animais deste grupo, a memaria persistiu até 14
dias apos o treino na tarefa de RO (P = 0,002, t) = 6,663 para o teste de 7 dias,
Figura 8D, CT + FAE; P = 0,03, t©) = 2,868, para o teste de 14 dias, Figura 10E, CT +
FAE). A persisténcia da memoria ndo foi observada no teste de 21 dias (P = 0,064, t(9)
= 2,245, Figura 10F, CT + FAE).

Os ratos do grupo PM + FAE exploraram significativamente mais de 50% do
novo objeto no teste de 24 horas (P = 0,019, t¢) = 3,402; Figura 10C, PM + FAE), mas
nao nos testes de subsequentes, de persisténcia de memdédria (P = 0,05, tg) =
2,255 para o teste de 7 dias, Figura 10D, PM + FAE; P = 0,160, t9) = 1,724, para o
teste de 14 dias, Figura 10E, PM + FAE; e P=0,652, t9) = 0,507 para o teste de 21
dias, Figura 10F, PM + FAE).

Os ratos né&o privados que realizaram exercicios aerobicos na esteira (CT +
EA) exploraram significativamente mais do que ~ 50% do novo objeto no teste
realizados 24 h apds o treino na tarefa de RO (P = 0,015, tz) = 3,429, Figura 10C, CT
+ EA). A persisténcia da memoaria foi observada por até 14 apds a aprendizagem de
RO (P =0,015, t7)= 3,617 para o teste de 7 dias, Figura 10D, CT + EA; P = 0,031, tp)
= 2,784 para o teste de 14 dias, Figura 10E, CT + EA). No teste realizado 21 dias apés
o treino na tarefa de RO, a persisténcia da memdria nao foi observada (P = 0,015, t¢7)
= 3,617, Figura 10F, CT + EA).

Os ratos privados das méaes submetidos a sessao de exercicio fisico aerdbico

(PM + EA) apresentaram boa consolidagdo da memdria, pois exploraram o novo
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objeto por mais de 50% do tempo total de exploragao no teste de RO realizado 24h
apos o treino na tarefa (P = 0,002, to) = 4,774; Figura 10C, PM + EA). Além disso, a
memoria persistiu por 21 dias (P = 0,007, t) = 4,429 para teste de 7 dias, Figura 10D,
PM + EA; P = 0:003, to) = 4,140 para teste de 14 dias, Figura 10E, PM + EA; e
P=0,003, t«9) = 4,057 para teste de 21 dias, Figura 10F, PM + EA).

E importante destacar que, apesar das diferencas entre os grupos na
porcentagem de tempo gasto explorando os objetos novos e familiares em algumas
sessdes de teste, nenhuma diferengca no tempo total de exploragéo foi encontrada

entre os grupos em qualquer sessao de treino ou teste (Tabela 1).

Tabela 1 - Tempo total de exploragao no treino e nos testes na tarefa de RO. Os
dados sao expressos como a média = DP do tempo total de exploragao, em segundos,
no treino e testes de RO (RO: N = 8-10 por grupo / dia; P > 0,05; ANOVA). CT =ratos
controle; PM = ratos que passaram pela privagao materna; CT + FAE = ratos controle
submetidos a familiarizagao ao aparato de exercicio; PM + FAE = ratos que passaram
pela privacdo materna submetidos a familiarizagado ao aparato de exercicio; CT + EA
= ratos controle submetidos a familiarizagcao ao aparato de exercicio e a uma sessao
de exercicio aerébico; PM + EA = ratos privados da mae submetidos a familiarizagcao
ao aparato de exercicios e a uma sessao de exercicio aerdbico.

cT PM CT+FAE PM+FAE CT+EA  PM+EA Va'?; de
o G WM W o
Tl S L
e G0 4 G o S ms
i T T,
Teste(21d) 4410% 3400%  4590% 3300 4833 47703 (.

12,35 13,01 8,54 14,94 18,25 14,80

Fonte: Adaptado de Sosa et al., 2019.
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5.1.3 Resultados do teste de controle comportamental

Nenhum dos protocolos aplicados durante estes estudo geraram
comportamento do tipo ansioso nos ratos experimentais. Nem o protocolo de PM nem
o protocolo de exercicio fisico agudo modificaram esse parametro em nenhum dos

dias experimentais 24h, 7, 14 e 21 dias apds o treinamento (Tabela 2).

Tabela 2 - A PM e o exercicio fisico nao alteram a ansiedade dos animais. Os
dados séo expressos como a média + DP do tempo gasto e o numero total de entradas
nos bragos abertos do LCE. Nao houve diferencga significativa entre os grupos nos
diferentes dias (teste de Kruskal-Wallis; n = 8-10 / grupo). CT = ratos controle; PM =
ratos que passaram pela privacdo materna; CT + FAE = ratos controle submetidos a
familiarizagdo ao aparato de exercicio; PM + FAE = ratos que passaram pela privacao
materna submetidos a familiarizacdo ao aparato de exercicio; CT + EA = ratos controle
submetidos a familiarizacdo ao aparato de exercicio € a uma sessdo de exercicio
aerobico; PM + EA = ratos privados da mae submetidos a familiarizagdo ao aparato
de exercicios e a uma sessao de exercicio aerdbico.

cT PM CT+FAE PM+FAE CT+EA  PM+EA X:'gr
Teste (24h)
Tempo nos 138,7+ 1375+ 145,0 + 141,9 + 146,0 + 148,3 +
BA (s) 19,1 29,5 26,6 26,7 31,1 7.7 0,75
Entradas nos
16,8 + 15,2 + 15,9 + 220+ 22.80 +
BA (n) 3,8 5,1 6,7 172£64 g7 5,4 0,10
Teste (7d)
Tempo nos 143,7+ 139,6 + 136,7 + 146,0 + 151,9 + 132,1 + 0.21
BA (s) 18,0 18,3 223 32,1 19,1 9,5 '
Entradas nos
17,5 + 20,0 + 18,0 + 18,7 + 20,1 +
BA (n) 5.1 5.4 6.4 15,8 + 5,0 6.1 41 0,57
Teste (14d)
Tempo nos 133,7+ 134,3+ 142,2 + 140,9 + 155,0 + 148,7 + 0.35
BA (s) 16,1 31,0 34,9 27.9 20,0 17,2 '
Entradasnos 30+ 12,0+ 124 131+  135%
BA (n) 42 33 39 132242 g 47 0,90
Teste (21d)
Tempo nos 1450+  149,7 + 150,3 + 156,9 + 148,7 + 147,3 + 0.95
BA (s) 30,1 30,8 41,5 22,7 17,7 28,8 '
Entradas nos 4155 4 14,0 + 17,3 + 16,1 + 15,5 +
BA (n) 26 26 35 17325 /) 52 0,20

Fonte: Adaptado de Sosa et al., 2019.
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5.1.4 Resultados bioquimicos

Nenhuma diferenca foi encontrada entre os grupos nos niveis de dopamina
(DA) do hipocampo (F @95 = 1,33; P = 0,2513, Figura 11A). Por outro lado, foram
encontradas diferengas entre os grupos nos niveis de noradrenalina (NE) hipocampal
(F 6,54)= 13,08; P < 0,0001, Figura 11B). Os grupos CT apresentaram niveis de NE
mais elevados do que os animais naive (P < 0,001). Os grupos PM apresentaram
niveis de NE mais baixos do que os grupos de CT (P < 0,05 para todas as
comparagdes, Figura 11B). Nao foram observadas diferengas entre os grupos PM e
PM + FAE (P > 0,05 Figura 11B) ou grupo PM + AE (P > 0,05 Figura 11B).

Figura 11 - Niveis hipocampais de dopamina e noradrenalina em ratos privados
e nao privados. Os ratos foram treinados na tarefa de RO; alguns deles foram
submetidos a uma sessao de exercicio fisico aerdbio e, apds, foram eutanasiados e o
hipocampo foi isolado. As barras dos graficos representam os niveis de dopamina (A)
e noradrenalina (B) em homogenatos de hipocampo. Todas as barras com a letras
iguais s&o estatisticamente iguais e diferem significativamente de todas as barras com
a letras diferentes. Os dados sao expressos como média + desvio padrao utilizando a
ANOVA de uma via seguida do teste de comparagdes multiplas de Tukey; P <0,05. N
= 3-5 por grupo, analisado em triplicata. RO = teste de reconhecimento de objeto; CT
= ratos controle; PM = ratos que passaram pela privagao materna; CT + FAE = ratos
controle submetidos a familiarizagdo ao aparato de exercicio; PM + FAE = ratos que
passaram pela privagao materna submetidos a familiarizacdo ao aparato de exercicio;
CT + EA =ratos controle submetidos a familiarizagcdo ao aparato de exercicio e auma
sessdao de exercicio aerdbico; PM + EA = ratos privados da mé&e submetidos a
familiarizagdo ao aparato de exercicios e a uma sessao de exercicio aerdbico.

A Dopamina B Noradrenalina
0.4+ 0.0015-

0.0010- b

mg/ml
mg/ml

Fonte: Adaptado de Sosa et al., 2019.
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5.2 Estudo 2: A PM induz déficits de memoédria que sao minimizados pela
exposicao a novidade realizada antes da sessao de aprendizagem

Este estudo esta em fase de conclusdo. Tendo em vista as condigcbes
impostas pela pandemia de covid-19, os experimentos bioquimicos complementares
a este estudo serao realizados respeitando as medidas de distanciamento e numero
minimo de pessoas por experimento quando possivel, porém sem data definida. Desta

forma, apresentamos nesta tese apenas os resultados comportamentais.

5.2.1 Resultados comportamentais

5.2.1.1 Consolidagao e persisténcia da memoria de RO

A consolidagao e persisténcia da memodria foram avaliadas através do teste
de RO (Figura 12A). Durante o treino na tarefa de RO, os ratos de todos os grupos
exploraram os dois objetos por uma porcentagem de tempo semelhante, ~ 50% do
tempo total de exploracéo de cada um (P = 0,574, t9)= 1,065, para o grupo CT; P =
0,578, t(9)= 0,542, para o grupo PM; P = 0,556, t©9)= 0,612, para o grupo CT + NOVI; P
= 0,054, t9) = 2,240, para grupo PM + NOVI) (Figura 12B).

Figura 12 - Resumo dos protocolos de novidade e treino de RO. (A) Os ratos
foram treinados na tarefa de RO e testados 24 horas, 7, 14 e 21 dias ap0s o treino; os
animais do grupo NOVI foram expostos ao protocolo de exposicao a novidade 30
minutos antes do treino de RO. (B) Na sessao de treino, os ratos foram expostos a
dois objetos novos (N), diferentes, porém igualmente atrativos. Os ratos de todos os
grupos exploraram cerca de 50% do tempo total de exploracéo de cada um. * P < 0,05
para o teste de Wilcoxon, considerando uma média tedrica de 50%. RO = teste de
reconhecimento de objeto; CT = ratos ndo submetidos a PM/controle; PM = ratos
privados das mées; CT+NOVI = ratos ndo submetidos a PM e expostos a novidade;
PM + NOVI = ratos submetidos a PM e expostos a novidade.

A B Treino de RO
=
X
_ < 100
Resumo do protocolo de novidade e RO 8
1
s
L M I ) 5 757
Habituagéo ao Treino Teste RO %
aparato de RO RO  24h,7d, 14d o T T - _ -
(4 dias) ou 21d o 90
©
s
Exposigdo a novidade o 25+
30 min. antes o
(NOVI) Qo
oug € NN N N N Y
()
- cT PM CT+NOVI PM+NOVI

Fonte: Sosa, PM, 2021.
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No teste de consolidagdo da memoria de longo prazo realizado 24h apds o
treino da tarefa de RO, o grupo controle CT explorou significativamente mais de 50%
do novo objeto (P = 0,003, t9) = 4,666 Figura 13A). Essa diferengca também foi
observada nos testes de persisténcia da memoéria realizados 7 e 14 dias apds o treino
no RO (para 7 dias: P = 0,002, t) = 6,099, Figura 13B, CT, para 14 dias: P = 0,039,
to) = 2,499, Figura 13C, CT). No entanto, no teste de 21 dias os animais gastaram
mais de 50% do tempo total de exploragdo explorando o objeto ja familiar, o que
denota que eles n&do foram capazes de reconhecer o objeto familiar (P = 0,027, t©) =
2,843, Figura 13D, CT).
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Figura 13 - A privagao materna (PM) causa déficits na consolidagdao da memoéria
de reconhecimento de objetos (OR), e a novidade é capaz de melhorar a
consolidacao (teste 24h) e a persisténcia desta memadria até o 14° dia. (A) No
teste de consolidagdo da memoaria de RO (24 h), os ratos foram expostos a um objeto
familiar (F) e a um novo objeto (N). O grupo de PM n&o foi capaz de distinguir o objeto
familiar do novo na sessao de teste, mas os ratos submetidos a PM e ao protocolo de
exposigao a novidade sim. Quando testados 7 (B), 14 (C) e 21 (D) dias ap6s o
treinamento, o grupo PM nao foi capaz de distinguir os objetos familiares dos novos.
Todos os ratos que foram expostos a novidade foram capazes de distinguir o objeto
familiar do novo 7 (B) e 14 (C) dias ap6s o treino de RO. Os dados sao expressos
como média £ desvio padréo da porcentagem do tempo total de exploragao; * P < 0,05
para o teste de Wilcoxon, considerando uma média tedrica de 50%. RO = teste de
reconhecimento de objeto; CT = ratos ndo submetidos a PM/controle; PM = ratos
privados das maes; CT+NOVI = ratos ndo submetidos a PM e expostos a novidade;
PM + NOVI = ratos submetidos a PM e expostos a novidade.
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[=3
o
I
(=3
o
Il

~
o
f
~
il

Tempo total de exploragao (%)
Tempo total de exploragao (%)

50" I : 50" I ; :
) m ’j_‘ ﬂ N m m |j_‘
oLE F AN N E o-LE LAY E E E LY
CcT PM CT+NOVI PM+NOVI CT PM CT+NOVI PM+NOVI
c Teste de RO - 14D D Teste de RO - 21D

(=3
o
|

\,
¢

23
b

N
[5,]

E E | Y F FL T
PM CT+NOVI PM+NOVI

Tempo total de exploragao (%)
Tempo total de exploragao (%)

o

cT PM CT+NOVI PM+NOVI

2]
=

Fonte: Sosa, PM, 2021.

Como esperado, os ratos PM nao consolidaram a memodria. No teste de 24
horas, os ratos PM exploraram ~ 50% do tempo total de exploragédo de cada objeto (P
= 0,945, t9) = 0,664 Figura 13A, PM). Resultado semelhante foi observado até o teste
de 21 dias (P = 0,640, t9)= 0,778 para teste de 7 dias, Figura 11B, PM; P = 0,160, t()
= 1,744, para o teste de 14 dias, Figura 13C, PM; e P = 0,105, t©) = 2,166 para o teste
de 21 dias, Figura 13D, PM).
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Os ratos do grupo CT + NOVI, exploraram mais de ~ 50% o novo objeto em
comparagao com o objeto familiar no teste de consolidagdo de memoaria (P = 0,003,
to) = 5,496, Figura 13A, CT + NOVI). Nos animais deste grupo, a memoria persistiu
até 14 dias apds o treino na tarefa de RO (P = 0,002, tg) = 7,312 para o teste de 7
dias, Figura 13B, CT + NOVI; P = 0,002, tg) = 5,486, para o teste de 14 dias,
Figura 13C, CT + NOVI). Nao houve persisténcia da memoria 21 dias apods o treino de
RO (P = 0,492, t9) = 0,629, Figura 13D, CT + NOVI).

Os ratos do grupo PM + NOVI exploraram significativamente mais de 50% do
novo objeto no teste de 24 horas (P = 0,002, te) = 11,60; Figura 13A, PM + NOVI), a
persisténcia da memoria foi observada até 14 dias apos o treino de RO (P = 0,003, t(9)
= 4,721 para o teste de 7 dias, Figura 13B, PM + NOVI; P = 0,027, t9)= 2,776, para o
teste de 14 dias, Figura 13C, PM + NOVI; e P = 0,232, to) = 1,027 para o teste de 21
dias, Figura 13D, PM + NOVI).

5.2.1.2 Resultados do teste de controle comportamental

Nenhum dos protocolos utilizados neste estudo (exposi¢cao a novidade e treino
e teste de RO) geraram comportamento do tipo ansioso nos ratos experimentais. A
avaliagao do comportamento tipo ansioso foi realizada em todos os dias de teste (24h,

7, 14 e 21 dias) apds o treinamento através do LCE (Tabela 3).
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Tabela 3 - A PM e a exposicao a novidade nao alteram a ansiedade dos animais.
Os dados sdo expressos como a média £ DP do numero total de entradas nos bragos
abertos e nos bracos fechados do LCE. Nao houve diferenca significativa entre os
grupos nos diferentes dias (teste de Kruskal-Wallis; n = 8-10/grupo). CT = ratos nao
submetidos a PM/controle; PM = ratos privados das maes; CT+NOVI = ratos nao
submetidos a PM e expostos a novidade; PM + NOVI = ratos submetidos a PM e
expostos a novidade.

CT PM CT+NOVI PM+NOVI Valor de P
Teste (24h)

N° de entradasnosBA 5.7+2.7 64+26 69+3.2 57+3.4 0.821
N° de entradasnosBF 7.0+x2.7 7.2+27 6947 58+2.8 0.723
Teste (7d)

N° de entradasnosBA 94143 7421 105+26 9126 0.478
N° de entradasnosBF 75+31 7.8+x27 7.5+3.1 8.7+2.1 0.391
Teste (14d)

N° de entradasnosBA 9.5+2.0 8.7+3.8 93%28 9.6+3.0 0.716
N° de entradas nosBF 8.8+1.5 73+34 7725 9634 0.237
Teste (21d)

N° de entradasnosBA 8.2+28 6.2+29 7.1+3.1 8.5+£3.0 0.311

N° de entradas nosBF 7.0+26 6.1+24 6.2+2.1 8.1+£29 0.157

Fonte: Sosa, PM, 2021.

5.3 Estudo 3: A injecao i.p. de L-Dopa antes da sessdao de aprendizagem

minimiza os déficits de memoria induzidos pela PM

Os resultados desse estudo foram incluidos em um estudo guarda-chuvas que
investigou o papel do sistema dopaminérgico nos déficits de memdria relacionados a
PM. O estudo intitulado “On the role of the dopaminergic system in the memory deficits
induced by maternal deprivation” foi publicado na revista Neurobiology of Learning and
Memory (A2/CBII; anexo 2).
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5.3.1 Resultados comportamentais

5.3.1.1 Consolidagao e persisténcia da memoria de RO

Para investigar se a administracdo de um precursor da dopamina é capaz de
reverter os déficits de memoria de RO causados pela PM, administramos L-Dopa por

via intraperitoneal (i.p) 30 minutos antes da sessao de treino de RO (Figura 14A).

Figura 14 - Resumo dos protocolos da administragao de L-Dopa e resultados do
treino de RO.

(A) Os ratos foram treinados na tarefa de RO e testados 24 horas, 7, 14 e 21 dias apos
o treino; os animais do grupo L-Dopa receberam uma injecdo i.p de L-Dopa. 30
minutos antes do treino de RO. (B) Na sessao de treino, os ratos foram expostos a
dois objetos novos (N), diferentes, porém igualmente atrativos. Os ratos de todos os
grupos exploraram cerca de 50% do tempo total de exploragao de cada um. * P <0,05
para o teste t de Student, considerando uma média teédrica de 50%. RO = teste de
reconhecimento de objeto; CT = ratos ndo submetidos a PM/controle; PM = ratos
privados das maes; CT+L-Dopa = ratos ndo submetidos a PM e que receberam a
injecao de L-Dopa; PM + L-Dopa = ratos submetidos a PM e que receberam a injecéo
de L-Dopa.

A B Treino de RO

ll TT
T i

L-Dopa PM + L-Dopa

Resumo da administragao de L-Dopa e protocolo RO

Habituacéo ao Treino Teste RO

aparato de RO RO  24h,7d, 14d T T T
(4 dias) ou 21d 50 i
Admnistragao i.p de
L-Dopa
30 min. antes

(L-Dopa)

ouy oA Y N Y

T PM

C

Tempo total de exploragéo (%)

Fonte: Sosa, PM, 2021.

Durante o treino na tarefa de RO, os ratos de todos os grupos exploraram os
dois objetos por uma porcentagem semelhante de tempo, ~ 50% do tempo total de
exploragao de cada um (P = 0,975, te) = 0,0320, para o grupo CT; P = 0,512, ts) =
0,06850, para o grupo PM; P =0,824, t7) = 0,230, para o grupo CT + L-Dopa; P =
0,389, ts)= 0,909, para o grupo PM + L-Dopa, Figura 14B).

No teste de consolidagdo da memoria de longa duragao, realizado 24h apos

o treino na tarefa de RO, o grupo controle CT explorou significativamente mais de 50%
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do novo objeto (P = 0,001, t@) = 4,666 Figura 15A). Nos testes de persisténcia da
memoria essa diferenca ndo foi observada (para 7 dias: P = 0,147, ts) = 1,603,
Figura 15B, CT; para 14 dias: P = 0,8109 ts) = 0,249, Figura 15C, CT; e por 21 dias:
P = 0,058, te) = 0,403, Figura 15D, CT).

Figura 15 - A administracao de um precursor da dopamina (L-dopa) reverte os
déficits de memoaria induzidos pela PM. O teste de consolidagdo de memoéria de RO
de longa duragao foi realizado 24 horas apds o treino na tarefa. O grupo PM néo foi
capaz de diferenciar o objeto familiar e 0 novo; a inje¢éo de L-Dopa (i.p) 30 min antes
do treino no RO reverteu esse déficit. Os testes de persisténcia da memoria RO foram
realizados 7 (B), 14 (C) e 21 (D) dias ap6s o treino. O grupo CT e o grupo de PM foram
incapazes de distinguir o objeto novo do objeto familiar em testes de 7, 14 e 21 dias. L-
Dopa promoveu persisténcia de memoria por 14 dias em ratos CT. O grupo de PM
que recebeu L-Dopa antes da sessao de treinamento de RO explorou mais de 50%
do tempo total de exploragéo do novo objeto nos testes realizados 7 e 14 dias apés o
treinamento de RO. Os dados sdo expressos como média + DP da porcentagem do
tempo total de exploragcao; * P <0,05 para o teste t de Student, considerando uma
média tedrica de 50%; n = 7-9 por grupo. RO = teste de reconhecimento de objeto;
CT = ratos ndao submetidos a PM/controle; PM = ratos privados das maes; CT+L-Dopa
= ratos ndo submetidos a PM e que receberam a inje¢do de L-Dopa; PM + L-Dopa =
ratos submetidos a PM e que receberam a injegao de L-Dopa.
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Fonte: Sosa, PM, 2021.

Como esperado, os ratos PM nao consolidaram a memodria. No teste de 24

horas, eles exploraram ~ 50% do tempo total de exploragéo de cada objeto (P = 0,664,
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to) = 0,449 Figura 15A, PM). Resultado semelhante foi observado até o teste de 21
dias (P = 0,371, t©) = 0,9481 para teste de 7 dias, Figura 15B, PM; P = 0,077, t«) =
1,990, para o teste de 14 dias, Figura 15C, PM; e P = 0,544, t9) = 2,166 para o teste
de 21 dias, Figura 15D, PM).

Os ratos do grupo CT + L-Dopa, exploraram mais de ~ 50% do novo objeto
em comparagao com o objeto familiar no teste consolidacdo de memoadria (P = <
0,0001, te) = 13,34, Figura 15A, CT + L-Dopa). Nos animais deste grupo, a memoria
persistiu até 14 dias apds o treino na tarefa de RO (P < 0,0001, to) = 9,205 para o
teste de 7 dias, Figura 15B, CT + L-Dopa; P <0,0001, t9) = 7,815, para o teste de 14
dias, Figura 15C, CT + L-DOPA). A persisténcia da memdéria ndo foi observada no
teste de 21 dias (P = 0,544, t) = 0,629, Figura 15D, CT + FAE).

Os ratos do grupo PM + L-Dopa exploraram significativamente mais de 50%
do novo objeto no teste de 24 horas (P < 0,0001, te) = 6,638; Figura 15A, PM + L-
Dopa), bem como nos testes de subsequentes, de persisténcia de memoria até 14
dias (P = 0,001, t©) = 9,205 para o teste de 7 dias, Figura 15B, PM + L-Dopa; P <0001,
to) = 7,815, para o teste de 14 dias, Figura 15C, PM + L-Dopa). A persisténcia da
memoria ndo foi observada no teste de 21 dias (P=0,744, t«) = 0,336, Figura 15D, PM
+ L-Dopa).

5.3.1.2 Resultados do teste de controle comportamental

Os protocolos utilizados para injegao de L-Dopa, bem como os protocolos de
treino e teste de memodria utilizados neste estudo ndo alteraram o comportamento do
tipo ansioso dos ratos. A avaliagcdo do comportamento tipo ansioso foi realizada em
todos os dias de teste (24h, 7, 14 e 21 dias) apds o treinamento através do LCE
(Tabela 4).
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Tabela 4 - A administragao periférica de L-Dopa ou inje¢ao intraperitonial de
solucgao salina, bem como PM, nao alteraram o comportamento de ansiedade na
tarefa de LCE. (P > 0,05; ANOVA de uma via) Os dados s&o expressos como média
£+ DP (n=7-10/grupo). CT = ratos ndo submetidos a PM/controle; PM = ratos privados
das mées; CT+L-Dopa = ratos ndo submetidos a PM e que receberam a inje¢édo de L-
Dopa; PM + L-Dopa = ratos submetidos a PM e que receberam a injegéo de L-Dopa.
Continua.

CT PM CT+NOVI PM+NOVI Valor de P
Teste (24h)

N° de entradasnosBA 57127 6426 6.9+3.2 57+3.4 0.821
N° de entradasnosBF 7.0+x2.7 7.2+27 6947 58+2.8 0.723
Teste (7d)

N° de entradasnosBA 94+43 74+21 10526 9.1+26 0.478
N° de entradasnosBF 7.5+3.1 7.8+27 7.5+3.1 8.7+2.1 0.391
Teste (14d)

N° de entradasnosBA 95+20 8738 93+238 9.6+3.0 0.716
N° de entradasnosBF 8.8+15 7334 7725 96+3.4 0.237
Teste (21d)

N° de entradas nos BA 82128 6.2+29 7.1+3.1 8.5+3.0 0.311

N° de entradasnosBF 7.0+26 6.1+24 6.2+2.1 8.1+29 0.157

Fonte: Sosa, PM, 2021.



76

6 DISCUSSAO

No primeiro estudo deste trabalho, investigamos os efeitos de uma sessao de
exercicio aerdbico agudo (EA) na consolidagdo e persisténcia da memoria de
reconhecimento de objetos (RO) em um modelo animal. Nossos resultados mostraram
que o exercicio agudo é capaz de modular o aprendizado, promovendo a aquisicao
de memoria em ratos PM, bem como a persisténcia dessa memoria por até 21 dias.

Esta bem estabelecido que a exposi¢cdo ao estresse no periodo pds-natal
pode desencadear inumeros efeitos na neuroplasticidade, fungdo cognitiva e
comportamento na idade adulta (BENETTI et al., 2009; FACHIM et al., 2020; REUS et
al., 2019; TAKATSURU et al., 2015; VAISERMAN; KOLIADA, 2017; ZOICAS;
NEUMANN, 2016), uma vez que o periodo pos-natal € um periodo critico para o
desenvolvimento do SNC (BURNS et al., 2018; KIM; PELLMAN; KIM, 2015). Nesse
sentido, estratégias que busquem minimizar e/ou reverter os danos cognitivos
relacionados a esse tipo de estresse sdo importantes.

Nossos resultados mostram que os animais do grupo controle (CT) n&o
apresentam persisténcia de memoaria além de 24 horas. E importante enfatizar que
esse resultado ja era esperado, visto que esse tipo de tragco de memdria geralmente
€ suscetivel ao esquecimento fisiolégico (DA SILVA DE VARGAS et al., 2017,
IZQUIERDO, 2018). Os ratos que passaram pela PM também nao foram capazes de
aprender, ou seja, consolidar a memdéria de RO, como demonstrado anteriormente por
outros autores que corroboram com nosso estudo (BANQUERI et al., 2021; BENETTI
et al., 2009; MENEZES et al., 2015; NEVES et al., 2015), postulando que o estresse
pos-natal leva a diversos prejuizos cognitivos, alguns deles relacionados ao
aprendizado, a memodria e as fungdes executivas.

O protocolo de exercicio agudo utilizado nesse estudo foi capaz de reverter
déficits de memadria em ratos PM. Os ratos do grupo PM + EA apresentam melhores
resultados na consolidagao e persisténcia da memoria (7, 14 e 21 dias apos o treino
de RO), quando comparados aos ratos CT, ou seja, ratos normais que nao foram
submetidos a qualquer procedimento além da tarefa de memoria. O tragco de memoria
de RO normalmente decai com o tempo, porém, uma unica sessao de exercicio agudo
visa modular a consolidagdo da memoéria de RO. Como nos animais CT submetidos
ao exercicio, os animais PM também submetidos ao exercicio tiveram uma melhora

na consolidacdo com consequente melhora na persisténcia desta memoria. Esses
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resultados estao associados as mudangas na atividade cerebral apés o exercicio (DA
SILVA DE VARGAS et al., 2017), mostrando que a melhora da consolidagcdo da
memoria pode resultar em melhoria da persisténcia da memaéria (MCGAUGH, 2000).
Isso pode explicar o motivo pelo qual o grupo PM + EA apresenta melhor meméria do
que o grupo CT + FAE, uma vez que ratos CT + FAE nao foram submetidos ao
exercicio apés a aprendizagem; portanto, a consolidagdo da memoéria nao foi
modulada, e esses animais apresentam consolidacdo da memodria, mas nao
apresentaram a mesma persisténcia da memoria. Por outro lado, os animais PM + EA
foram os Unicos que apresentaram persisténcia de memoria até 21 dias. Inicialmente,
esperamos que o CT + AE também apresentasse esse efeito na memdaria, porém esse
resultado nao foi observado. Uma possivel explicagado para este resultado é que as
alteragdes neurais induzidas pela PM podem tornar o cérebro desses animais mais
suscetivel a influéncias externas ao longo da vida (BURNS et al., 2018) ou fazé-los
responder de maneira diferente (BALE et al., 2010). Portanto, se este for o caso,
fatores como a pratica de uma sessao de exercicios poderiam impactar de forma mais
expressiva os animais PM do que os CT.

O exercicio fisico € uma alternativa nao invasiva, acessivel e eficaz para
modular as fungdes cognitivas. Estudos anteriores realizados pelo nosso laboratorio
demonstraram que os protocolos de exercicio aerébico regular minimizam os déficits
mnemdnicos em modelos animais de doengas neurodegenerativas (NEVES et al.,
2015; ROSSI DARE et al., 2019; SOSA et al., 2015). Esses efeitos benéficos do
exercicio tém sido relacionados a sua capacidade antioxidante e anti-inflamatéria
(CHEN et al., 2019; CORDEIRO et al., 2017), além da capacidade de promover a
neuroplasticidade (DINOFF et al., 2017). No entanto, o exercicio agudo ainda é pouco
estudado como estratégia neuroprotetora (DA SILVA DE VARGAS et al., 2017; DE
JESUS FURTADO ALMEIDA et al., 2017; VENEZIA; QUINLAN; ROTH, 2017).

Em um estudo recente, demonstramos que ratos controle submetidos a uma
sessdao de exercicio aerobico agudo 30 minutos apdés o aprendizado de RO
apresentam persisténcia da memoria (DA SILVA DE VARGAS et al., 2017). A
persisténcia da memoria induzida pelo exercicio foi associada ao aumento dos niveis
de NE no hipocampo (DA SILVA DE VARGAS et al.,, 2017). A NE tem grande
contribuigdo na persisténcia da memdria e a sua atividade ja foi descrita anteriormente
(MELLO-CARPES et al.,, 2016). Neste estudo, confirmamos que uma sessédo de

exercicio aerobico é capaz de melhorar a memoaria, promovendo sua persisténcia,
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conforme relatado anteriormente (DA SILVA DE VARGAS et al., 2017), e pela primeira
vez, mostramos que o exercicio aerébico agudo pode minimizar os déficits de memoria
relacionados a PM. Ratos PM que nao conseguiram consolidar a memoria de RO,
quando submetidos a uma sessao de exercicios apds o aprendizado do RO, n&o so6
consolidam a memoaria, mas também formam uma memaria forte, que persiste por 21
dias, no minimo.

E importante considerar que nossos resultados mostram que a simples
familiarizagdo com o aparato de exercicios teve a efeitos benéficos na formacéo e
persisténcia da memoria. A familiarizagdo ao exercicio foi capaz de melhorar a
persisténcia da memadria em animais CT - aos 7 e 14 dias, mas ndo aos 21 dias apos
o treino de RO. O mesmo resultado foi observado no grupo CT + EA. Além disso, a
familiarizagdo melhorou a retencédo da memédria (teste de 24h) em animais PM
(PM+FAE), o que nao foi observado em animais PM n&o submetidos a familiarizagao
ao aparato de exercicio. Este resultado pode ser atribuido a um efeito persistente de
novidade (o aparato de exercicio fisico € uma novidade para os ratos), que, em
estudos prévios, demonstrou promover melhora da memdria de curto e longo prazo
por inducao da sintese de proteinas (MENEZES et al., 2017). Outra provavel hipétese,
a que consideramos mais provavel, é de que a familiarizacdo a esteira poderia ser
considerada como um treinamento fisico de curta duragédo e poderia induzir alguns
efeitos reconhecidos do exercicio fisico no cérebro, como neuroplasticidade, aumento
do suprimento sanguineo cerebral, entre outros (CHEN et al., 2019; CORDEIRO et
al., 2017; DINOFF et al., 2017; NEVES et al., 2015; ROSSI DARE et al., 2019; SOSA
et al., 2015).

Inicialmente, incluimos o grupo familiarizagdo porque o grupo que seria
submetido ao exercicio precisava ser submetido a familiarizacdo a esteira antes da
sessao de exercicio a fim de excluir o viés da dificuldade para a para correr e/ou do
estresse pela exposicdo ao aparato. O que descobrimos € que o exercicio aerébico
apresentou melhores efeitos do que a familiarizagao, principalmente em ratos com
déficit de memdria relacionado a PM, mas a familiarizagdo também promoveu
beneficios a memdria.

E importante destacar que os mecanismos fisioldgicos envolvidos nos efeitos
de uma sessdo de exercicio agudo podem ser muitos; dentre eles, sabe-se que o
exercicio pode promover aumento dos niveis de catecolaminas como NE e DA

(WINTER et al., 2007), neurotransmissores envolvidos na modulagdo da consolidacao
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da memdria. De fato, observamos que todos os grupos CT apresentaram aumento
dos niveis de NE em comparagéo ao grupo naive. No entanto, ndo foi possivel verificar
as mesmas alteragdes nos niveis de NE do hipocampo apds o treinamento de RO em
ratos PM ou em ratos submetidos a sessdo de EA. Por outro lado, ndo foram
observadas diferengas nos niveis de DA entre 0os grupos.

Um estudo anterior mostrou que a PM causa uma diminuicdo na expressao
da enzima tirosina hidroxilase em roedores (Pienaar et al., 2008), que é a primeira
enzima para o metabolismo dopaminérgico, convertendo a tirosina no precursor da
dopamina (Juaréz et al., 2016). Considerando esse achado, poderiamos pensar que
uma diminuicdo nos niveis de NE em ratos PM pode ser devido uma diminuicdo na
enzima; no entanto, uma diminuigdo na enzima tirosina hidroxilase também levaria a
uma diminui¢cdo nos niveis de DA, o que n&do pudemos demonstrar neste estudo. Por
outro lado, sabe-se que a principal fonte de NE para o hipocampo € o locus coeruleus
(LC) (STERLEY; HOWELLS; RUSSELL, 2013), uma estrutura localizada no tronco
encefalico, cujos neurbnios sado afetados pela PM. O estresse na primeira infancia
causado pela PM afeta a morfologia dendritica dos neurénios do LC (SWINNY et al.,
2010), que pode prejudicar as sinapses noradrenérgicas e pode explicar a
impossibilidade de melhorar a liberacédo de NE no hipocampo apds o treinamento de
RO. Essa diminuicdo da NE no hipocampo de ratos PM néo foi revertida pelo exercicio
agudo, uma vez que uma unica sessao de exercicio fisico ndo é capaz de promover
a sintese proteica imediata e a neuroplasticidade, que seriam necessarias para
reverter essas alteragcées morfologicas (KNAEPEN et al., 2010).

Além disso, a diferengca entre os niveis de DA e NE observados pode ser
devido a incoordenagdo entre o controle do sistema noradrenérgico, que é
influenciado pelos sistemas simpatico-adrenal e dopaminérgicos (GOGBERASHVILI,
2007). Trabalhos anteriores com modelos de PM destacaram o impacto desta
intervencao no eixo hipotalamo-pituitaria- adrenal (HPA), o que poderia influenciar
principalmente as fontes de NE (VAN BODEGOM; HOMBERG; HENCKENS, 2017;
VAN DER DOELEN et al., 2014). Corroborando com nosso trabalho, um estudo
anterior com ratas adultas mostrou que, em face de diferentes protocolos de PM, néo
houve diferengas significativas nos niveis de DA (ARBORELIUS; EKLUND, 2007); os
autores destacaram ainda, que a duragao da exposi¢cao ao estresse e o tempo
decorrido entre a exposicdo ao estresse e a eutanasia podem influenciar esses

achados inconsistentes. Outra possivel explicacdo para a discrepancia entre este
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estudo e os demais que encontraram alteracbes dopaminérgicas em ratos PM é a
variagdo da idade, ja que a maioria dos estudos usa modelos PM em ratos
adolescentes, e usamos adultos (ARBORELIUS; EKLUND, 2007; DWYER; LESLIE,
2016; MAJCHER-MA et al., 2017).

Surpreendentemente, o exercicio fisico ndo promoveu alteragbes da NE,
como esperado. Esses resultados também contradizem resultados anteriores, embora
alguns deles utilizem uma unica sesséo de exercicios realizados em alta intensidade
sem habituacdo prévia, ou seja, um protocolo diferente do que utilizamos nesse
estudo (ARIDA et al., 2011; PAGLIARI; PEYRIN, 1995). Esse resultado sugere que o
aumento dos niveis de catecolaminas pode estar relacionado a intensidade do
exercicio (PAGLIARI; PEYRIN, 1995).

Ainda, apesar de nao termos encontrado diferengas significativas nos niveis
de DA no estudo 1, ndo podemos supor que o PM n&o causou nenhum disturbio no
sistema dopaminérgico, bem como que o exercicio nao influenciou na liberagéo desse
neurotransmissor. E importante ressaltar que a técnica utilizada pode influenciar nas
medidas de DA e NE (KIRKLAND, 2000). Embora a técnica de HPLC usada em nosso
estudo tenha sido usada anteriormente pelo nosso grupo com sucesso (DA SILVA DE
VARGAS et al.,, 2017; MENEZES et al., 2017), € importante considerar que a
degradacado de DA e NE pode ocorrer de 200 a 2.000 milissegundos (JUAREZ;
SAMANEZ-LARKIN, 2019), o que dificulta sua medi¢cdo. Assim, medi¢des por
microanalise in vivo podem fornecer resultados mais confiaveis (DREMENCOV et al.,
2017).

Por fim, a melhora dos déficits cognitivos promovidos pelo exercicio aerébico
agudo pode estar associada a outros fatores que nao necessariamente envolvem a
modulacéo das catecolaminas. Estudos recentes indicam que uma unica sessao de
exercicio aerobio agudo é eficaz para aumentar o mRNA do BDNF, mesmo na
auséncia de sinalizagao noradrenérgica (VENEZIA; QUINLAN; ROTH, 2017). O BDNF
€ uma proteina importante relacionada a plasticidade neural e intimamente
relacionada a consolidagdo de memoria de longo prazo (BEKINSCHTEIN;
CAMMAROTA; MEDINA, 2014). Além disso, outros estudos sugerem que a
modulagao epigenética por meio de exercicios aerdbicos agudos (ELSNER et al.,
2011) pode induzir a acetilacédo de histonas, aumentando a atividade da HAT (Histona

Acetiltransferases) em combinagdo com a diminuicéo da atividade da HDAC (histona
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desacetilase) no hipocampo de ratos, levando a efeitos neuroprotetores (ELSNER et
al., 2017).

Em resumo, o exercicio aerdobio agudo é um importante estimulo que atua
atenuando os déficits cognitivos causados pela PM. Apesar do fato de ndo sermos
capazes de determinar os mecanismos moduladores exatos envolvidos nos efeitos
agudos do exercicio, esta € claramente uma medida adicional valiosa para sustentar
as fungdes cognitivas causadas pelo estresse no inicio da vida.

O segundo estudo desta tese investigou os efeitos da exposigdo a novidade
previamente a sessdao de aprendizado sobre a consolidagdo e persisténcia da
memoria de RO em um modelo animal de PM. Nossos resultados mostraram que a
exposicao a novidade € capaz de modular o aprendizado, promovendo a aquisicao de
memoria em ratos PM, bem como a persisténcia dessa memoria por até 14 dias.
Nossa intencgéo inicial envolvia o estudo dos mecanismos relacionados aos efeitos
observados. Destacamos que nao foi possivel concluir esta etapa do estudo 2 em
funcdo da pandemia da COVID-19, que dificultou a continuidade das atividades de
pesquisa. No entanto, pretendemos dar continuidade a este estudo assim que as
condi¢des sanitarias permitirem, de tal forma que estes resultados ainda n&do foram
publicados.

Nos experimentos comportamentais concluidos mostramos que os animais do
grupo controle (CT), surpreendentemente, apresentam persisténcia de memoria até
14 dias. Esse resultado vai de encontro aos nossos estudos anteriores, visto que em
ratos controle é esperado um esquecimento fisioldgico, o que chamamos de traco de
memoria suscetivel a decadéncia fisioldgica. No entanto os ratos que passaram pela
PM, assim como esperado, ndo apresentaram retencao (teste de 24h) e persisténcia
da memoria (teste 7, 14 e 21 dias). Como ja discutido anteriormente, esses dados sao
corroborados por uma vasta gama de estudos que também mostram os prejuizos
cognitivos causados pela PM (MENEZES et al., 2020; SARABDJITSINGH et al., 2017;
TAKATSURU et al., 2015).

Podemos comprovar que o protocolo de exposi¢do a novidade tem efeito
sobre a consolidagao e persisténcia da memoaria dos ratos. Embora os ratos do grupo
controle que passaram pelo protocolo de novidade (CT+NOVI) tenham apresentado
consolidacédo e persisténcia da memoria até 14 dias, ndo podemos atribuir esses
efeitos a novidade, tendo em vista que os animais CT também apresentaram essa

caracteristica cognitiva. No entanto podemos dizer que a novidade é capaz de atenuar
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os déficits de memoria causados pela PM até 14 dias, tendo em vista que os animais
do grupo PM nado submetidos ao exercicio ndo consolidaram memoaria, enquanto os
submetidos sim.

A exposicao a novidade representa um ambiente completamente novo que
exige um remapeamento global do mapa cognitivo do hipocampo (DAHLSTROEM,;
FUXE, 1964; LISMAN; GRACE; DUZEL, 2011). Nossos resultados contribuem com
estudos prévios, que postulam que novas experiéncias promovem a persisténcia da
memoéria (FADOK; DICKERSON; PALMITER, 2009; FREY; FREY, 2008; LISMAN;
GRACE; DUZEL, 2011; SHEN; CHEN; LIAO, 2010).

Esses efeitos estdo associados a plasticidade do hipocampal (OTMAKHOVA;
LISMAN, 1996) e a modulagéo da liberacdo de dopamina em regides mesolimbicas
como hipocampo (BUNZECK; DUZEL, 2006), ATV e LC, aumentando a atividade
dessas estruturas durante a exposigdo a um novo estimulo (BROMBERG-MARTIN;
MATSUMOTO; HIKOSAKA, 2010; COHEN et al., 2009). Estudos prévios
demonstraram que o bloqueio hipocampal local dos receptores de dopamina (D1 e
D5) antes da exposigdo a um novo ambiente prejudica a formag¢ado da MLP (HUANG,
1995; YAMASAKI; TAKEUCHI, 2017), isso porque a fase tardia da LTP é fortemente
regulada por entradas dopaminérgicas para o hipocampo (FREY et al., 1991; FREY;
SCHROEDER; MATTHIES, 1990), as quais s&o provenientes das regides
mesolimbicas supracitadas.

Além disso, ja se sabe que os produtos da sintese de proteinas gerados por
uma nova experiéncia promovem o armazenamento de novas informagdes adquiridas
durante outra tarefa de aprendizagem (IZQUIERDO et al., 2003). No SN dos
mamiferos, acredita-se que as mudancgas dependentes da experiéncia na estrutura e
funcdo das sinapses sejam a base do aprendizado e da formagdo da memoria
(KANDEL, 2001).

Esse dado se baseia principalmente no fato de que a exploracdo de um novo
ambiente é capaz de promover LTP tardia pela indugdo do fenbmeno denominado
STC (FREY; MORRIS, 1997). A LTP das sinapses hipocampais, particularmente na
regidao CA1, é a forma de plasticidade mais estudada, compreendendo trés etapas
sequenciais: (i) a expressado de potenciacéo sinaptica com a configuragao de uma
etiqueta sinaptica local; (ii) a sintese e distribuicdo de PRPs; (iii) a captura dessas
proteinas por sinapses marcadas. Essas trés etapas s&o responsaveis pela
estabilizagdo final da forga sinaptica (REDONDO; MORRIS, 2011).
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No entanto, a estabilizacdo final da forga sinaptica ja demonstrou ser
dependente do BDNF, que desempenha um papel fundamental como mediador da
LTP induzida por atividade no hipocampo, bem como em outras regides do cérebro
(BRAMHAM; MESSAOUDI, 2005; COWANSAGE; LEDOUX; MONFILS, 2012; PARK;
POO, 2013). Dentre as atividades especificas do BDNF estédo a regulacao positiva da
transcricéo e tradugao de genes mediada pela ERK e outras quinases (HETMAN et
al., 1999), resultando na regulagao positiva de genes precoces de codificagcdo de
fatores de transcricio e PRPs. Além disso, o BDNF promove alteracbes do
citoesqueleto no hipocampo e induz a dendritogénese por meio do influxo local de
calcio (TAKEMOTO-KIMURA et al., 2007). O efeito dessas duas agdes - sintese de
PRP e alteragbes citoesqueléticas — apoiam o papel necessario do BDNF na LTP
tardia (REDONDO; MORRIS, 2011).

Sabendo da importancia do BDNF para a STC e LTP, e a hipotese de que a
mobilizacdo desse fator de transcricdo estaria aumentada apds a exposicdo a uma
nova experiéncia, estudos adicionais devem ser realizados mensurando o BDNF
hipocampal apds a exposigao a novidade, associando estes dados aos resultados de
persisténcia da memoria aqui descritos.

Por fim, mostramos que a estimulacdo do sistema dopaminérgico pela
administracdo periférica do precursor da dopamina L-Dopa antes da tarefa de
aprendizagem reverte o comprometimento da memoria relacionado a PM.

Nossos resultados mostram que os animais do grupo CT n&do apresentam
persisténcia de memodria além de 24 horas, como ja esperado. Além disso, o grupo
PM apresentou déficit de memdéria que persistiu ao longo dos dias de treino (24h, 7,
14 e 21 dias). Demonstramos que a administragéo periférica de L-dopa é capaz de
promover a persisténcia da memoéria até 14 dias em ratos controle, portanto,
melhorando a memdria. Os mesmos resultados foram observados nos ratos do grupo
PM que recebeu a L-Dopa, evidenciando seu papel neuroprotetor do farmaco
estudado em casos de estresse no inicio da vida, mimetizado pela PM, bem como o
envolvimento do sistema dopaminérgico neste tipo de déficit cognitivo.

Apoiando nossos resultados, outro estudo ja demonstrou que o estresse no
inicio da vida, mimetizado pela PM, pode influenciar o desenvolvimento do cérebro a
partir da alteracdo de sistemas de neurotransmissores relacionados a respostas
emocionais e cognitivas, como o sistema dopaminérgico (MAJCHER-MASLANKA et

al., 2017). Além disso, outros autores mostraram que o estresse no inicio da vida pode
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diminuir os niveis de dopamina e a expressao de seus receptores D1, tanto no CPF
quanto na amigdala (LIN et al., 2020). A PM também esta associada a redug¢do de
receptores dopaminérgicos em outras regides do cérebro, como no cortex pré-limbico
(diminuic&o dos receptores D5), nucleo accumbens (diminuigdo dos receptores D2) e
no nucleo caudado e putdmen (diminuicdo dos receptores D3) (MAJCHER-
MASLANKA et al., 2017), prejudicando a memoria espacial (AISA et al., 2009;
FABRICIUS; WORTWEIN; PAKKENBERG, 2008) e a memoria aversiva (CHOCYK et
al., 2014; FABRICIUS; WORTWEIN; PAKKENBERG, 2008). Esses resultados que
apontam déficits de diferentes tipos de memdria corroboram nossos achados e
sugerem que a PM pode promover disfungdo dopaminérgica no hipocampo.

Por outro lado, os efeitos moduladores da dopamina sobre a memdéria também
podem estar relacionados a expressdo do BDNF, tendo em vista sua importancia para
o estabelecimento da plasticidade neural e consolidacdo da MLP 12 horas apds a
aprendizagem (BEKINSCHTEIN et al., 2007).

Além disso, nossos resultados, assim como um estudo anterior, demonstram
que a administracdo de L-Dopa é capaz de recuperar a plasticidade sinaptica de CA1,
restaurar a densidade pds-sinaptica do hipocampo e evitar o déficit de memoria em
um modelo de doengca de Alzheimer (NOBILI et al., 2017), uma doenca
neurodegenerativa que causa danos aos neurénios dopaminérgicos na ATV e podem
levar ao comprometimento da memdria (NOBILI et al.,, 2017). Assim, isso pode
explicar por que a estimulagao periférica do sistema dopaminérgico pela L-Dopa,
conhecida no tratamento da doenca de Parkinson, reverte déficits de memodria e
promove persisténcia de memaria em animais submetidos a PM.

Sendo assim, através deste estudo, fornecemos novas evidéncias do papel
do sistema dopaminérgico nos déficits de memdria induzidos pela PM e,
adicionalmente, de que a L-Dopa pode representar uma alternativa a terapia futura
para déficit de memédria induzido ela PM, ja que este é um farmaco disponivel no
mercado. No entanto, cabe ressaltar que estudos adicionais sao necessarios para
elucidar todos os mecanismos de a¢ao da administragao sistémica da L-Dopa.

Por fim, os resultados dos trés estudos que compde esta tese corroboram em
grande parte com literatura da area e permitem afirmar que as estratégias de
neuroprotecdo estudadas podem ser promissoras na melhora das alteracbes
cognitivas e mnemoénicas permanentes, que se manifestam em individuos que

passaram por situacdes de estresse no inicio da vida. Além disso, a alta aplicabilidade
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das estratégias utilizadas aqui, dada sua facilidade de aplicagdo, deve ser um fator

considerado para o tratamento de outras deméncias.
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7 CONCLUSAO

Os resultados apresentados nesta tese confirmam que a privagdo materna
causa déficits cognitivos em ratos e que diferentes estratégias de neuroprotecéo
podem atuar modulando e reduzindo estes déficits.

Os resultados do primeiro estudo demonstram que uma uUnica sessao de
exercicio aerobico, realizado apos a aprendizagem de uma tarefa, € uma estratégia
efetiva para atenuar os déficits de aprendizagem e memoaria de RO induzidos pela
PM. Embora a PM tenha impactado os niveis de NE e DA, ndo confirmamos a hipétese
de que o exercicio fisico atuaria modulando os niveis destes neurotransmissores. De
qualquer forma, consideramos que as limitagdes do estudo, que foram previamente
discutidas, poderiam explicar este resultado

Os resultados do segundo estudo demonstram que a exposi¢cao a novidade &
capaz de modular a consolidagdo da memdéria de RO, revertendo os déficits induzidos
pela PM e promovendo a persisténcia da memoaria por até 14 dias em ratos que
sofreram PM.

Por fim, os resultados do terceiro estudo demonstram que a estimulacéo do
sistema dopaminérgico, através de administragdo intraperitoneal do precursor
dopaminérgico L-Dopa antes da aprendizagem de uma tarefa € capaz de reverter os
impactos da PM sobre a memodria de RO, contribuindo para a compreensédo do

envolvimento deste sistema de neurotransmissao nos efeitos cognitivos da PM.
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8 PERSPECTIVAS

Embora tenhamos evidenciado a efetividade de trés estratégias
neuroprotetoras na modulagado da consolidacdo da memoria e seu potencial para
reverter déficits de memoria relacionados a PM, acreditamos que novos estudos
devem ser conduzidos para esclarecer os mecanismos de acao envolvidos nos efeitos
observados.

Neste sentido, pretendemos investigar as vias neurais estimuladas por uma
unica sessao de exercicio aerdbico, e pela exposicdo a novidade, relacionando com
o impacto da PM nas mesmas. Além disso, nosso grupo de pesquisa pretende
investigar os mecanismos pelos quais a L-dopa aumenta os niveis de dopamina, com
duas hipoteses ja delineadas: se o aumento da dopamina acontece diretamente no
hipocampo ou se o farmaco atua promovendo a ativacdo de neurdnios
dopaminérgicos na ATV, estimulando indiretamente o hipocampo.

Ainda, devem ser finalizados os experimentos bioquimicos do segundo estudo
desta tese, que foram interrompidos diante da pandemia da COVID-19. As analises
serao feitas através da técnica de Western Blotting, objetivando mensurar os niveis
de BDNF no hipocampo dos ratos, submetidos ou ndo a PM, que passaram pela
exposicdo a novidade. Espera-se, com isso, evidenciar o papel da sintese proteica
induzida pela novidade no efeito cognitivo observado. Apds a finalizacdo destas
analises bioquimicas,esperamos publicar os dados advindos deste estudo em uma
revista em uma revista cientifica da area, com um bom fator de impacto e rigorosa

politica editorial.
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