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RESUMO

A memoria de reconhecimento social (MRS) é crucial a reprodugéo, formagéao de
grupos sociais e sobrevivéncia das espécies. Sabe-se que a ocitocina, a
vasopressina, os hormonios sexuais e o bulbo olfatério t€m um forte envolvimento na
formacédo da MRS. Apesar de sua relevancia, a participagao de neurotransmissores,
como dopamina (DA), noradrenalina (NA) e histamina (HIS), bem como das estruturas
amigdala basolateral (BLA) e regido CA1 do hipocampo (CA1) — ja amplamente
conhecidos pela sua importancia na consolidacdo e manutengao de outros tipos de
memorias — permanece desconhecido quanto a MRS. Sendo assim, a primeira parte
deste trabalho buscou avaliar a participagéo dos receptores D1/D5 dopaminérgicos,
R-adrenérgicos e H2 histaminérgicos na BLA e CA1 sobre a consolidagdo da MRS.
Para isso, ratos Wistar machos adultos (3 meses) foram submetidos a tarefa de
discriminagao social (TDS), que baseia-se na tendéncia natural dos roedores de
explorar a novidade. O animal adulto foi exposto a um juvenil (21 dias) coespecifico
por 1 hora (sessao de treino) e 24 horas depois ao juvenil previamente encontrado
(familiar) e a um novo juvenil durante 5 minutos (sessao de teste), quando o tempo de
exploracdo foi medido. As intervengdes farmacoldgicas ocorreram imediatamente
apos a sessao de treino. Verificou-se que os receptores H2 histaminérgicos s&o
necessarios para a consolidacado da memoaria tanto em CA1 quanto na BLA. Contudo
a ativagao dos receptores D1/D5 dopaminérgicos e [3-adrenérgicos interfere de forma
oposta nas duas estruturas cerebrais: os receptores D1/D5 sao necessarios em CA1,
mas nao na BLA para a consolidagcdo da MRS, enquanto a ativagao dos receptores 13-
adrenérgicos é indispensavel na BLA, porém ndo em CA1. O metilfenidato (MPH) é
um farmaco amplamente utilizado no tratamento do Transtorno do Déficit de Atengao
e Hiperatividade. Exerce seu efeito terapéutico pelo aumento nos niveis de DA e NA
em estruturas cerebrais envolvidas nos processos de aprendizagem, como cortex pré-
frontal (CPF) e hipocampo. Uma vez que a DA e a NA tem agdes opostas na MRS,
decidimos avaliar o efeito do MPH sobre a formacéo e a evocagdo da MRS, ja que
esta droga atua sobre os niveis de ambos os neurotransmissores e tem sido utilizada
como doping académico por individuos saudaveis. Utilizando a TDS, com as
intervencgdes farmacologicas em diferentes momentos, verificamos que: 1) o MPH,

administrado de forma sistémica aguda previamente a aquisicdo da informacéo,



bloqueou a MRS; 2) O bloqueio foi revertido quando os animais receberam MPH no
momento da aquisigado e da evocacao, caracterizando o fenébmeno conhecido como
dependéncia de estado (DE); 3) A DE é associada ao CPF, mas ndo a CA1; 4) ADE
nao depende de CA1, pois o aumento de NA em CA1 prejudica a evocacédo da MRS.
Além disso, verificamos que o tratamento crénico de 21 dias com MPH causa uma
maior persisténcia da MRS, quando realizada uma sessao de treino mais fraca.
Considerando os resultados obtidos, este trabalho demonstra que o hipocampo, a
amigdala basolateral e o cortex pré-frontal, modulados pelos sistemas dopaminérgico
e noradrenérgico, regulam o processamento da MRS.

Palavras-chave: Memodria de reconhecimento social; Dopamina; Noradrenalina;
Metilfenidato; Hipocampo; Amigdala basolateral; Cortex pré-frontal; Dependéncia de

estado.



ABSTRACT

The social recognition memory (SRM) is crucial to reproduction, formation of social
groups and species survival. It is well known that oxytocin, vasopressin, sexual
hormones and the olfactory bulb are strongly involved in the formation of SEM. Despite
its relevance, the involvement of neurotransmitters such as dopamine (DA),
noradrenaline (NE) and histamine (HIS), as well as the brain structures basolateral
amygdala (BLA) and CA1 region of dorsal hippocampus — commonly known for their
importance in consolidating and maintaining other types of memories — remains
unknown when concerning SRM. Therefore, the first part of this study aims to evaluate
the participation of the D1/D5 dopaminergic, R-adrenergic and H2 histaminergic
receptors into BLA and CA1 on consolidation of SRM. For this, male Wistar adult rats
(3 months) were submitted to the social discrimination task (SDT), which is based on
the natural tendency of the rodents to explore the novelty. The adult animal was
exposed to a juvenile (21 days) conspecific for 1 hour (training session) and 24 hours
later to the juvenile previously met (familiar) and to a new juvenile during 5 minutes
(test session), when the exploration time was measured. Pharmacological
interventions took place immediately after the training session. We verified that the H2
histaminergic receptors are required to the consolidation of SRM both in CA1 and BLA.
However, the activation of D1/D5 dopaminergic and R-adrenergic receptors interferes
in an opposite way in the two brain structures: D1/D5 receptors are required in CA1,
but not in BLA for consolidation of MRS, whereas activation of 3-adrenergic receptors
is indispensable in BLA, but not in CA1. Methylphenidate (MPH) is a drug widely used
in the treatment of Attention Deficit Hyperactivity Disorder. It exerts its therapeutic
effect by increasing levels of DA and NE in brain structures involved in the learning
processes, such as prefrontal cortex (PFC) and hippocampus. Since DA and NE have
opposite actions in MRS, we decided to evaluate the effect of MPH on the formation
and recall of MRS, since this drug acts on the levels of both neurotransmitters and has
been used for academic doping by healthy individuals. Using SDT, with
pharmacological interventions at different times, we verified that: 1) MPH, administered
acutely prior to the information acquisition, blocked SRM; 2) Blockade was reversed
when the animals received MPH at the time of acquisition and retrieval, characterizing

the phenomenon known as state dependency (SD) learning; 3) The SD is associated



to the CPF, but not to CA1; 4) SD does not depend on CA1, since the increase of NE
in CA1 impairs the retrieval of the SRM. In addition, we verified that the 21-day chronic
treatment with MPH causes a greater persistence of MRS when a weaker training
session is performed. Considering the obtained results, this work demonstrates that
the hippocampus, the basolateral amygdala and the prefrontal cortex, modulated by
the dopaminergic and noradrenergic systems, regulate the SRM processing.

Keywords: Social recognition memory; Dopamine; Noradrenaline; Methylphenidate;
Hippocampus; Basolateral amygdala; Prefrontal cortex; State dependency.



LISTA DE ILUSTRAGOES

FIGURA 1. PARADIGMAS UTILIZADOS PARA VERIFICAR A MEMORIA DE RECONHECIMENTO
LST0 10 1N 31

FIGURA 2. CIRCUITARIA CEREBRAL ATIVADA NO PROCESSAMENTO DAS INFORMACOES
OLFATIVAS ASSOCIADAS A MEMORIA DE RECONHECIMENTO SOCIAL EM ROEDORES32

FIGURA 3. SISTEMA HISTAMINERGICO ...cuuiivtniieneeeieeeeeeieeeeaee e eeeaeeensesaeeaneeannnes 35
FIGURA 4. SINTESE DA HISTAMINA ...cuuiittiett et e e e eae e e ee e ee et e e easesasesnseaneeeanaaes 36
FIGURA 5. SINTESE DAS CATECOLAMINAS ....uieeiieteeeiee et eeeaeeeaeeeaeesaseenssaneeannes 39
FIGURA 6. SISTEMA DOPAMINERGICO ...cuuiivuniieneieieeeeeeieeeeaeeeaeeeaeeensesnesaneeeannes 41
FIGURA 7. REGULACAO DA ADENILIL CICLASE PELOS RECEPTORES DOPAMINERGICOS DAS
FAMILIAS DT E D2 e e e e e e e eas 42
FIGURA 8. SISTEMA NORADRENERGICO ....ccuuiiiuiietieeiieeieneeeaieeeaeeeaeesneeenseaneesannes 44

FIGURA 9. SiTIOS FARMACOLOGICAMENTE SENSIVEIS DO NEURONIO NORADRENERGIC045
FIGURA 10. REPRESENTACAO ESQUEMATICA DO PROTOCOLO EXPERIMENTAL DA TAREFA DE

DISCRIMINAGAQO SOCIAL ....eetneeie et ee et e e e e e e et e et e e et e e et e e et e e eaeeeaeeenneeens 60
FIGURA 11. DESENHO ESQUEMATICO DOS LOCAIS DE MICROINFUSAO ........cevvuneennnnes 62
FIGURA 12. REPRESENTACAO ESQUEMATICA DO PROTOCOLO EXPERIMENTAL DA TAREFA DE

DISCRIMINACAO SOCIAL E DAS INTERVENCOES FARMACOLOGICAS.........eueevvnneen. 78
FIGURA 13. ESPECTRO DE RMN DE HIDROGENIO DO PRODUTO OBTIDO APOS A EXTRACAO

DE METILFENIDATO DAS DRAGEAS DE RITALINA ....ovtniiieeieeeeeeeee e e 80
FIGURA 14. ESPECTRO DE INFRAVERMELHO DO PRODUTO OBTIDO APOS A EXTRACAO DE

METILFENIDATO DAS DRAGEAS DE RITALINA .. cvveiiieiieeee e e 81
FIGURA 15. ESPECTRO DE RMN DE HIDROGENIO UTILIZADO COMO REFERENCIA PARA A

EXTRACAO DO METILFENIDATO uuieuieniiteeteeeneite e eeaeeaneeaseaeesnseanssnssnssanseansenss 82
FIGURA 16. ESPECTRO DE INFRAVERMELHO UTILIZADO COMO REFERENCIA PARA A

EXTRACAO DO METILFENIDATO cuueuieniiteiteeeneete e eeneeanseaseneesnssanssnsenssanseansenss 83
FIGURA 17. DESENHO ESQUEMATICO DOS LOCAIS DE MICROINFUSAO ........cevvuneennnnes 85
FIGURA 18. EFEITO DO TRATAMENTO CRONICO COM METILFENIDATO SOBRE A MEMORIA DE

RECONHECIMENTO SOCIAL ...uituiitieeiteeet e et e eeaeeeaeeeaeeeaneeeansssaseansesneeeannees 114
FIGURA 19. O METILFENIDATO NAO CAUSA EFEITO A LONGO PRAZO SOBRE A MRS, ATE 14

DIAS APOS O FIM DO TRATAMENTO . .euiitniiuietiienieaeeieeeneeaseaesensesnseansenssneeanss 115
FIGURA 20. O TRATAMENTO CRONICO COM METILFENIDATO FACILITA A PERSISTENCIA DA

MEMORIA DE RECONHECIMENTO SOCIAL....cuuuiiirtnieieieeeeeieeeeeeeeeeeaeeeeanneeeennns 117

FIGURA 21. O EFEITO FACILITADOR DO TRATAMENTO CRONICO COM METILFENIDATO NAO
PERDURA NA AUSENCIA DA DROGA. .. et e e e e e aeeaeeen 118



LISTA DE TABELAS

TABELA 1. TEMPO TOTAL DE EXPLORAGAO DURANTE O TREINO DE 5 MINUTOS. ....... 118
TABELA 2. TEMPO TOTAL DE EXPLORAGAO DURANTE O TESTE. ..uuiievvieeiiiieeeennnnnens 119



AC
AMPc
ATP
CPF
DA
DAG
DAT
DBH
FNMT

GPCR

IPs3
LC
LTD
LTP
MAO
MPH
MRS
NA

NET

NPY
PKA
TDAH
TH

LISTA DE SIGLAS

Adenilil ciclase

Adenosina monofosfato

Adenosina trifosfato

Cortex pré-frontal

Dopamina

Diacilglicerol

Transportador de dopamina, do inglés Dopamine transporter
Dopamina B-hidroxilase

Fentolamina N-metiltransferase

Receptores acoplados a proteina G, do inglés G protein-coupled
receptors

Inositoltrifosfato

Locus coeruleus

Depresséo de longa duragao, do inglés Long term depression
Potencializagdo de longa duracéo, do inglés Long term potentiation
Monoamino-oxidase

Metilfenidato, do inglés methylphenidate

Memodria de reconhecimento social

Noradrenalina

Transportador de noradrenalina, do inglés Noradrenaline
transporter

Neuropeptideo Y
Proteina quinase dependente de AMPc
Transtorno do Déficit de Atencéo e Hiperatividade

Tirosina hidroxilase



VMAT Transportador vesicular de monoaminas, do inglés vesicular
monoamine transporter

VTA Area tegmentar ventral, do inglés Ventral tegmental area

SHT 5-hidroxitriptamina ou serotonina



20

SUMARIO
APRESENTAGAD ...t sse s sas s s e s sssssssse s s s s ssese s e s s s sssssesanssnssnssnnns 22
CAPITULO I: MEMORIA E O CEREBRO SOCIAL ......ooeieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseneeaes 23
LI 1N =] 51U 10X L 24
1.1.  MEMORIA: CONCEITOS E CLASSIFICACOES ... ccuiitiiieeiieeeeeeieeeieeeeeeeeeeaaeeeanaes 24
1.2. CEREBRO SOCIAL: MEMORIA DE RECONHECIMENTO SOCIAL E SEUS MECANISMOS27
1.3. NEUROTRANSMISSORES ENVOLVIDOS NA FORMAGAO DA MEMORIA .................... 33
R T I o 1S 1Y 11 34
1.3.2 CATECOLAMINAS: DOPAMINA E NORADRENALINA ....uviveieiieeeieeeeeeeeeeeaeeeanes 38
1.4. TRANSTORNO DE DEFICIT DE ATENCAO E HIPERATIVIDADE E O SEU TRATAMENTO: O
Y= T = T 47
1.5.  METILFENIDATO E RECONHECIMENTO SOCIAL EM ROEDORES .....cccvuvivinieinneennnnns 51
T WS T 107N 17 52
CAPITULO II: MODULAGCAO DA CONSOLIDAGCAO DA MEMORIA DE
RECONHECIMENTO SOCIAL NO HIPOCAMPO DORSAL E AMiIiGDALA
BASOLATERAL ...t irei s s e s rss s s e s s rs e a s e n s e n s s a s s e na s e nas rennnransssnnnnrnn 54
2 N 1 0] 01U 0 Yo S 55
2t I O 1= N = 1Yo 1 57
2t I TR O 1= N = AV @ X e =1 ¥ 57
2.1.2.  OBJETIVOS ESPECIFICOS ..euuiittiiitteeiteeeteeeee e et e et e e sae e e eeeasseaasssnnseaneseannees 57
2.2, METODOLOGIA ...ttt et e e e et e e et e e et e s e e e et e e et s eaaseaneeeannees 58
2.2.1.  ANIMAIS EXPERIMENTAIS ...uuiittiiiteeeteeete e et e et e eaaeesanes et eesanssensesnnsesnesesnees 58
2.2.2. CIRURGIA ESTEREOTAXICA ...couiiteieet e ee et e e e e e e e e e e e e e s eanees 58
2.2.3. MANIPULAGAO ..ottt e e e e et e e e e e e e e e e e eenans 58
2.2.4. PARADIGMA DE DISCRIMINAGAO SOCIAL ......cieveeeeitie et 59
2.2.5. INTERVENGAO FARMACOLOGICA ....coetueeeeie ettt 60
2.2.6. ANALISE HISTOLOGICA .....ieueeeteeee e e e e et et e et e e e e e e e e e e e s eaaeseaneeeanas 61
2.2.7.  ANALISE ESTATISTICA ..cuuieieeee e it ee e et ee e e e et e e e e s e e e e e e et s eaaeeeaneeeanaees 62
2R TR AN = N e X o] 1 =1 Nt o [T @ J 63
P S 70 N (] I ST =1 T 69
CAPITULO IIl: METILFENIDATO INDUZ DEPENDENCIA DE ESTADO NA
MEMORIA DE RECONHECIMENTO SOCIAL .....cooieieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseeseneeaees 70
G T | N =70 ] 51U Lo 7: Yo RSNt 71
3.1 (O] =0 = 1Y 1 75
3.1.1 (O] =] = B YT ] = Y 75
3.1.2.  OBUJETIVOS ESPECIFICOS . .euuiietiieieeetee e et e e e e e e e e s e e s saneeeaneseaneeeanss 75
G T 1Y/ | = o] 510 T 0 T 76
3.2.1.  ANIMAIS EXPERIMENTAIS ...cuuiietiieieeettee et e et ee e e e e e eeaeeaaeeeanessaneesaneseaneeeanss 76
3.2.2.  CIRURGIA ESTEREOTAXICA .. .cuuiieeeee e e e e et e e e e e e e e e e e e e e e eeanes 76
3.2.3. IMANIPULAGAO ...eeette ettt e et e e et e e et e e e eae e e e e e e eeaaeeees 76
3.2.4. PARADIGMA DE DISCRIMINAGAO SOCIAL ...ccuuuieeieieeeiiieeeeetieeeeeteeee e e e eeneeeens 77
3.2.5. CARACTERIZACAO FARMACOLOGICA DO METILFENIDATO ....ceevvuneeeiiieeeennnnness 79
3.2.6. INTERVENGCAO FARMACOLOGICA .....eieteeeeeeeeeeee e e e e e e e 83
3.2.7.  ANALISE HISTOLOGICA ....uieteieet et et e e et e et e et e e e e e e e e s e e e e e e eaeenanss 85
3.2.8.  ANALISE ESTATISTICA . .etntieeieee et e et e e et e et e e e e e et e e e e e e e ean e e eaeenanss 85
G TR T o =10 T 7Y 010 87

3.3.1. PARTE |: TRATAMENTO AGUDO COM METILFENIDATO — ARTIGO ORIGINAL



21

PARTE Il: TRATAMENTO CRONICO COM METILFENIDATO «.nnenee e e eee e e e eeennas 114
B IS CUS S A .. 120
(og0] N [od MUY 0 ] =53RSR 124
REFERENGCIAS ... oot eeeeeeeeeeeeesesstessseesasnesssssesssnsesssneessssesssssesssnessasnesssnnesssnes 126

ANEXO A — CARTA DE SUBMISSAO DO ARTIGO ......ccccecerererenererneeresssenesanaens 147



22

APRESENTAGAO

A presente tese de doutorado é resultado de dois estudos principais, os quais
buscaram investigar, separadamente, através de manipulagédo farmacologica, como
se da o controle da memodria de reconhecimento social e quais os efeitos do
tratamento agudo e crbénico com um estimulante do sistema nervoso central, o
metilfenidato, sobre este tipo de memoaria.

A tese se divide em quatro partes: O Capitulo | destina-se a explanar a
logistica de organizacg&o da tese e justificar o assunto de pesquisa, apresentando uma
revisao da literatura sobre os tipos de memoria e neurotransmissores envolvidos, com
enfoque na memoria de reconhecimento social; o Capitulo Il contempla um resumo
com o0s principais pontos que levaram ao estudo de receptores especificos de
noradrenalina, dopamina e histamina no hipocampo e amigdala basolateral, sobre o
controle da memoria de reconhecimento social, apresenta os objetivos que guiaram
este trabalho, os materiais e métodos utilizados para tanto apresentado de forma
expandida, e resultados e discuss&o no formato de artigo cientifico original, publicado
na revista Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of
America; o Capitulo Ill, da mesma forma que o capitulo anterior, constitui-se da
introdugédo, expondo a problematica do uso do metilfenidato, dos objetivos, dos
materiais e métodos, resultados obtidos com o tratamento farmacolégico agudo e
cronico com metilfenidato sobre a memoria de reconhecimento social, sendo uma
parte na forma de um manuscrito submetido a revista Neurobiology of Learning and
Memory, e a discussao; por fim a ultima parte é composta por uma sessao listando as

principais conclusdes oriundas desta tese.
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CAPITULO I
MEMORIA E O CEREBRO SOCIAL
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1. INTRODUGAO

1.1.Memoédria: conceitos e classificagoes

As memorias sao pegas-chave para a formacao da nossa identidade, uma vez
que o acervo de nossas memoarias, adquiridas através de experiéncias, nos torna
seres unicos (IZQUIERDO, 2011). As memorias sdo também essenciais para guiar os
nossos comportamentos futuros, pois acessando as acbes passadas e suas
consequéncias, podemos atuar sobre estes conhecimentos previamente
armazenados, agindo e pensando de novas maneiras (MCGAUGH, 2015; SQUIRE,
2009; STERN; ALBERINI, 2013). Sendo assim, as memorias séo imprescindiveis para
a sobrevivéncia e adaptagcdo ao meio que nos cerca (DOYLE; KIEBLER, 2011;
MCGAUGH, 2013; SCHACTER, 1997).

A memoria é o resultado de um processo no qual aquilo que € aprendido
persiste ao longo do tempo (SQUIRE, 2009). Logo, aprendizado e memoria sao
fortemente conectados. Tudo o que sabemos foi adquirido por meio de experiéncias
e mantido pela memoria, por exemplo, o rosto e o nome de um amigo ou familiar,
matematica, um numero de telefone, aprender a andar de bicicleta ou tocar uma
musica no violdao (IZQUIERDO, 2011; SQUIRE, 2009). A memoria consiste na
aquisig¢ao, conservagao e evocagao de determinadas informacdes adquiridas através
dos diversos sistemas sensoriais (DUDAI, 1997; IZQUIERDO, 2011). O processo de
formacdo da memoria € extremamente complexo, e requer diferentes mecanismos
moleculares e celulares, além da participacdo de diversas estruturas cerebrais. O
inicio da formacdo de uma memoria se da através da fase de aquisicdo, também
chamada de aprendizagem. A mesma ocorre quando um individuo é exposto a uma
nova informagao. Posteriormente, ocorre a fase de armazenamento dessa informagao
recém adquirida, processo chamado de consolidagéo (IZQUIERDO; MEDINA, 1997).
Finalmente, o acesso a informagao caracteriza a evocagao, ou lembranga, quando
uma informagao armazenada pode ser requisitada para uso em processos cognitivos,
emocdes ou expressao de um comportamento (IZQUIERDO, 2011; SQUIRE, 2009).
Quando a memdria é evocada, ela se torna novamente labil e sofre um processo de
re-estabilizagdo, conhecido como reconsolidagdo (PRZYBYSLAWSKI; SARA, 1997;
SARA, 2000; STERN; ALBERINI, 2013).
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Georg Muller e Alfons Pilzecker verificaram em experimentos em humanos, no
final do século XIX, que durante o periodo de consolidacido a memoria € suscetivel a
agentes que a prejudiquem. Suas observacdes que as memoarias recém formadas s&o
suscetiveis a diversos fatores interferentes foram corroboradas posteriormente por
estudos em animais e humanos (SQUIRE, 2009). Nas primeiras horas apds a
aquisicao, as memorias sao labeis e suscetiveis a interferéncia por diversos fatores,
desde traumatismos cranianos, eletrochoque, uso de drogas e até mesmo a
ocorréncia de novas memorias (DE CARVALHO MYSKIW; BENETTI; IZQUIERDO,
2013; KIM et al., 2012; MCGAUGH, 2000; REICHEL et al., 2011; SARA; DAVID-
REMACLE, 1974). Cabe ressaltar ainda que as etapas da formagao da memodria
podem ser moduladas, melhorando ou prejudicando a memaria (CAHILL; ALKIRE,
2003; MCGAUGH; ROOZENDAAL, 2002; SACAI et al., 2014). Diversos fatores podem
cumprir este papel modulador: o estado de animo, as emogdes, os niveis de alerta,
ansiedade e estresse ou, ainda, a utilizacdo de estimulantes ou depressores do
sistema nervoso central (CAHILL; MCGAUGH, 1995; FINSTERWALD; ALBERINI,
2014; MORGAN, 1999; RADULOVIC et al., 1999; REZAYOF et al., 2008). Estes
fatores desencadeiam a liberacdo de diversos horménios, neuromoduladores e
neurotransmissores, que atuardo direta ou indiretamente sobre estruturas
sabidamente envolvidas na modulagdo da memoria, como a amigdala basolateral
(CAHILL; MCGAUGH, 1995, 1998; GALLAGHER; CHIBA, 1996; IZQUIERDO, 2011;
MCGAUGH, 2002).

Uma vez que os processos de armazenamento sdo dependentes do tempo
(MCGAUGH, 1966), as memorias sao classificadas quanto a sua duragao, sendo
divididas em memodria de trabalho, memoéria de curto prazo e memoéria de longo prazo.
A memoria de trabalho, ou memdria operacional, dura fragdes de segundos até alguns
poucos minutos, ndo deixa tragos, depende fundamentalmente do cértex pré-frontal e
envolve o processo de manutencdo ativa de quantidade limitada de informacgoes,
mantendo online a informacdo que esta sendo processada no momento e dando
continuidade aos nossos atos (IZQUIERDO, 2011; JENESON; SQUIRE, 2011;
SQUIRE, 2009). A memoria de curto prazo permanece por minutos até algumas horas,
mantendo a informac&o ativa na mente, o que garante o sentido de continuidade do
presente, enquanto a memoria de longo prazo é consolidada (IZQUIERDO, 2011;
SQUIRE, 2009; STERN; ALBERINI, 2013). Como o préprio nome diz, a memoria de
longo prazo pode durar de horas até décadas. Diferentemente da memoria de curto
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prazo, ela necessita obrigatoriamente de sintese de novas proteinas para que seja
fixada, através do processo de consolidagao (SQUIRE, 2009). Tanto as memorias de
curto, quanto as de longo prazo requerem as mesmas estruturas encefalicas para a
sua formagéo, contudo os seus mecanismos moleculares sao distintos (IZQUIERDO
et al., 1998, 1999).

Em 1890, William James, filosofo americano, descreveu o habito, como uma
acao mecanica e reflexa, e a memoaria, como algo que envolve a hogao consciente do
passado. Ao longo do século XX, esses conceitos foram aprimorados, sendo
chamados de conhecimento implicito, mais automatico e reflexo, envolvendo
habilidades motoras, e explicito, envolvendo a recordagao consciente do passado e o
conhecimento de fatos e eventos (MILNER; SQUIRE; KANDEL, 1998; SQUIRE,
2009). Por fim, através do estudo de pacientes com amnésia em decorréncia de lesdes
cerebrais, foi possivel classificar as memorias de acordo com seu conteudo, sendo
divididas em memodrias declarativas (ou explicitas) e as memoérias nao declarativas
(ou implicitas) (SQUIRE; ZOLA, 1996).

A memoria declarativa se refere a lembranca de fatos e eventos, e € assim
nomeada por conter conhecimentos que podem potencialmente ser declarados, ou
seja, trazidos a mente de uma forma verbal ou como uma imagem mental (SQUIRE,
2009). Quando utilizamos os termos “memoria” e “lembrar” na linguagem comum,
geralmente nos referimos a este tipo de memaria, como recordar o nome de um amigo
de infancia, de uma viagem realizada, ou de uma noticia que leu no jornal pela manha.
Ela se refere a lembranga de palavras, objetos, cenas, faces e estérias, e depende do
lobo temporal medial, em particular do hipocampo (MAYFORD; SIEGELBAUM;
KANDEL, 2012; SQUIRE, 1992; SQUIRE; ZOLA, 1996). Pode ser subdividida em
memorias semanticas e memdrias episddicas: a primeira se refere a conhecimentos
gerais, como historia, matematica, enquanto a segunda é autobiografica, em relagéo
aos episodios da vida de um individuo (IZQUIERDO, 2011; SQUIRE, 2009).

A memoria n&o-declarativa compreende uma colecdo heterogénea de
capacidades de aprendizagem e de memoéria, que permitem a aquisicdo de
informagdes implicitamente (SQUIRE; ZOLA-MORGAN, 1988). Inclui informagdes que
sdo adquiridas durante o aprendizado de habilidades, sejam elas motoras, sensoriais
ou cognitivas, de habitos, de associagdes simples, aprendizado emocional e de outros
conhecimentos que sao expressos através de performance ao invés da lembranca

(SQUIRE, 1992, 2009). E a memoéria de como executar tarefas, envolvendo
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amplamente o aprendizado motor, como, por exemplo, andar de bicicleta, tocar piano
ou fazer tricd. Diferentemente da memdria declarativa, depende de estruturas como
cerebelo, amigdala e estriado (STERN; ALBERINI, 2013).

Nas desordens que afetam a memoria, como as amnésias, doenga de
Alzheimer e doenga de Parkinson, as memorias declarativas costumam falhar
primordialmente, enquanto as memarias implicitas s&o frequentemente poupadas, ou
prejudicadas apenas nos ultimos estagios da doenga (IZQUIERDO, 2011; SQUIRE;
ZOLA-MORGAN, 1988; STERN; ALBERINI, 2013). Individuos com dificuldade de
formar novas memodrias ou de acessa-las tém suas vidas seriamente prejudicadas,
podendo causar até isolamento social (STERN; ALBERINI, 2013).

Existem ainda outras subdivisbes para as memdrias declarativas, como a
memoria espacial, aversiva e de reconhecimento. No presente estudo, daremos
enfoque a memodria de reconhecimento social, devido a sua indiscutivel importancia

na formagéo de grupos sociais e suas consequéncias.

1.2.Cérebro social: Memodria de reconhecimento social e seus mecanismos

As memodrias de reconhecimento sdo necessarias para verificar se determinado
estimulo foi previamente encontrado, permitindo averiguar se caracteristicas,
elementos, eventos ou individuos sdo familiares ou novos (BERMUDEZ-RATTONI,
2014; BROWN; XIANG, 1998; MANDLER, 1980; WARBURTON; BROWN, 2014).
Essa habilidade desenvolvida ao longo da evolugéo facilita a sobrevivéncia de muitas
espécies (BERMUDEZ-RATTONI, 2014). Humanos e outros animais séo capazes de
reconhecer diferentes odores, gostos, objetos, faces e individuos, e a partir disso
decidir o comportamento a ser adotado frente ao estimulo (ENNACEUR; DELACOUR,
1988; FEINBERG et al., 2012; GHEUSI et al., 1994; RUETTI et al., 2014; WILMER,;
GERMINE; NAKAYAMA, 2014).

Quanto mais evoluida a espécie, maior a necessidade de formar grupos, uma
vez que viver em comunidade gera seguranga entre seus integrantes (IZQUIERDO,
2011). O reconhecimento social é essencial a formagéao e estabilidade destes grupos
sociais, que moldam as comunidades e sociedades (KOGAN; FRANKLAND; SILVA,
2000; VAN DER KOOIJ; SANDI, 2012). Contudo, ao longo da evolugao apenas uma
pequena fragado de organismos se tornou capaz de formar complexos organizacionais,

através da interagdo com outros membros de sua espécie (GUR; TENDLER,;
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WAGNER, 2014; NORMAN et al., 2012). Dentre estes, os mamiferos sao, em geral,
espécies muito sociais e interagem de forma pro-social a fim de se reproduzir, cuidar
da cria, cacgar e se alimentar (ANACKER; BEERY, 2013).

Os humanos sdo os mamiferos que formam a maior rede social conhecida,
constituida de civilizagdes e culturas altamente desenvolvidas, em consequéncia dos
seus complexos comportamentos sociais, que induzem a interagdo social
(CACIOPPO; DECETY, 2011). As civilizagbes humanas sequer existiriam se nao
houvesse um comportamento coletivo em larga escala, uma caracteristica humana
comum (ADOLPHS, 2009). As relagbes humanas dependem de intera¢des sociais,
que necessitam de capacidades importantes para o dominio social efetivo, como a
linguagem, a comunicacgdo, as fung¢des executivas, o altruismo, a empatia e,
especialmente, o reconhecimento social (ADOLPHS, 2009; CACIOPPO; DECETY,
2011; INSEL, 2000). O processamento social em humanos depende ainda do
reconhecimento da face e da voz, que séo processados de forma diferente de objetos
inanimados no cérebro (HAXBY; HOFFMAN; GOBBINI, 2000). Estes requisitos gerais
sao necessarios em um amplo espectro de interagcdes sociais, desde um encontro
casual entre conhecidos, ao vinculo mae-bebé e a formacao de lagos entre amigos e
familiares (LIM; BIELSKY; YOUNG, 2005).

Muitas doencgas psiquiatricas e neuroldgicas sdo caracterizadas por danos
relevantes no funcionamento social, impactando profundamente as relagdes sociais
dos pacientes, como ocorre na depressdo e na fobia social, em que pode ocorrer
isolamento social; na sindrome de Williams, em que ha sociabilidade excessiva; e na
sindrome de Capgras, em que o individuo pensa que o seu conjuge foi substituido por
um impostor idéntico (GUNAYDIN et al., 2014; KENNEDY; ADOLPHS, 2012). Dentre
os diversos aspectos da cognigdo social, o reconhecimento social € sobremaneira
afetado na esquizofrenia e no autismo, que causam déficits de comunicacéao e sociais,
possivelmente, em fungéo do processamento deficiente de faces e emogdes (EARLS;
CURRAN; MITTAL, 2016; FUJISAWA et al., 2014; INSEL; FERNALD, 2004a; LIM;
BIELSKY; YOUNG, 2005; MEGREYA, 2016; RADELOFF et al., 2014; WEIGELT;
KOLDEWYN; KANWISHER, 2012). Os déficits cognitivos sociais comuns em
pacientes com esquizofrenia parecem ocorrer devido a uma interagdo malsucedida
entre o sistema de recompensa dopaminérgico, a amigdala disfuncional e o

neurohormonio ocitocina, que juntos geram um meio neural que atribui incorretamente
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importancia emocional a estimulos do ambiente (ROSENFELD; LIEBERMAN;
JARSKOG, 2011).

A memoria de reconhecimento social (MRS) é dependente da capacidade de
um individuo reconhecer e se lembrar de coespecificos, individuos da mesma espécie
(GABOR et al., 2012; GHEUSI et al., 1994). Sem esta memoéria a adaptagao social, a
reproducao e inclusive a sobrevivéncia podem ser comprometidas (CACIOPPO;
DECETY, 2011; KOGAN; FRANKLAND; SILVA, 2000). Um individuo escolhe a
resposta comportamental apropriada, como investigagdo, cooperagdo, competicao,
agressividade, dentre outras a serem adotadas frente a outros coespecificos, em
funcdo do comportamento destes, mas também em fungcdo de encontros prévios e,
consequentemente, da lembranga destes (GABOR et al., 2012; NORMAN et al., 2012;
THOR; HOLLOWAY, 1982).

Dada a sua importancia, os mecanismos subjacentes a construgcédo e
manutengdo das relagbes sociais vém sendo investigados em experimentos de
laboratério, por meio de tarefas que permitem controlar os fatores que interferem no
estabelecimento dessas relagdes. A fim de estudar esse tipo de memdéria em roedores,
ha mais de 30 anos foi desenvolvido o paradigma de reconhecimento social que reflete
a habilidade de um animal identificar um individuo previamente apresentado (THOR,;
HOLLOWAY, 1982). Esta habilidade é medida através do decréscimo dos
comportamentos sociais e do tempo de investigacdo observado em animais
reexpostos a um coespecifico familiar (KOGAN; FRANKLAND; SILVA, 2000; THOR;
HOLLOWAY, 1982). Ao longo dos anos, diferentes paradigmas para avaliar o
reconhecimento social em roedores foram sendo adaptados a partir daquele descrito
por Thor e Holloway (Figura 1). O paradigma da habituagdo/desabituagao, descrito
por Dluzen (DLUZEN; KREUTZBERG, 1993) e Winslow (WINSLOW; CAMACHO,
1995), consiste na exposigao do sujeito ao animal-estimulo por 4 sessdes de 1 minuto,
separadas por intervalos de 10 minutos. Na 5% sessé&o, o sujeito € exposto a um novo
animal estimulo, consequentemente o tempo de investigagdo, que vinha diminuindo
até a 42 sessao, aumenta na presencga de um novo estimulo (FERGUSON; YOUNG,;
INSEL, 2002). Apesar de sua popularidade, esta variante do paradigma apresenta
algumas dificuldades na interpretagdo dos dados, uma vez que a necessidade de
varias sessodes, pode afetar a motivagao para a investigagao social (CHOLERIS et al.,
2009). Outra variagao bastante utilizada é o paradigma de discriminagao social,
descrito por Engelmann (ENGELMANN; WOTJAK; LANDGRAF, 1995), no qual o
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sujeito € exposto a um juvenil na primeira sessdo, e na segunda sessao €
simultaneamente exposto ao juvenil previamente encontrado e a um novo juvenil.
Desta forma o tempo de exploragao do juvenil familiar tende a ser menor, enquanto o
juvenil novo é explorado por mais tempo, permitindo verificar a diferenga nos tempos
de investigacao entre os estimulos (FERGUSON; YOUNG; INSEL, 2002). Esta
variagdo parece ser mais sensivel para mensurar o reconhecimento social do que a
tarefa de habituacado/desabituacdo, uma vez que necessita apenas uma unica sessao
de teste (CHOLERIS et al., 2009; FERGUSON; YOUNG; INSEL, 2002; VAN DER
KOOIJ; SANDI, 2012).

Dentre as diversas variaveis que podem influenciar o reconhecimento social, a
escolha adequada do animal-estimulo € critica. Thor e Holloway recomendaram a
utilizagcdo de animais machos juvenis, por se tratarem de um estimulo relativamente
neutro, que provoca minimamente comportamentos agressivos ou sexuais do sujeito
em analise. As ratas fémeas ovariectomizadas tém sido apontadas como outra
excelente opcédo de animal-estimulo, posto que podem ser utilizadas por periodos
maiores do que os juvenis (WINSLOW; CAMACHO, 1995).

Uma vez criadas diferentes tarefas comportamentais para avaliar a MRS, a
partir do estudo em modelos animais foi possivel determinar o papel da ocitocina, da
vasopressina e dos horménios sexuais no reconhecimento social, além de suas agoes
na regulagcdo do comportamento maternal, no cortejo, defesa de territério e cuidados
parentais (BLUTHE; GHEUSI; DANTZER, 1993; BYCHOWSKI; MENA; AUGER,
2013; EVERTS; KOOLHAAS, 1997; GOODSON; BASS, 2001; POPIK; VAN REE,
1998; POPIK; VETULANI; VAN REE, 1992; VAN WIMERSMA GREIDANUS;
MAIGRET, 1996). A acao da ocitocina no reconhecimento social esta associada a sua
acao na amigdala medial (FERGUSON et al., 2001) e parece agir apenas na aquisicao
da MRS, enquanto a vasopressina atua nas fases de aquisi¢cao e consolidacédo deste
tipo de memodria (GABOR et al., 2012). Os estrogenos agem indiretamente,
promovendo a sintese da ocitocina e seu respectivo receptor (DELLOVADE; ZHU;
PFAFF, 1999). Curiosamente, em fémeas de ratos e camundongos, a memaria social
tem um pico quando elas estdo no pré-estro, que é o periodo em que os estrogenos
estdo em concentragdo mais elevada (ENGELMANN et al., 1998). O papel da
testosterona, por sua vez, parece mais complexo e supde-se que ela age através do

estradiol (PIERMAN et al., 2008). A vasopressina também ¢é regulada pela



31

testosterona, logo diferentes sistemas parecem estar ligados a agéao da testosterona
(GABOR et al., 2012).

Figura 1. Paradigmas utilizados para verificar a memoria de reconhecimento social

Habituacdo/Desabituagao
Dluzen, 1993; Winslow, 1995

1

Oy ¥R

O ¥R _

Reconhecimento social Discriminagao social
Thor & Holloway, 1982 Engelmann, 1995
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Fonte: Autor, 2017; adaptado de Ferguson, 2002.

150

100

50

0

Em roedores, foi observado que o bulbo olfatério é indispensavel a formacgéao
da memoaria de reconhecimento social, uma vez que, através da percepc¢ao das pistas
quimicas que carreiam a informagédo olfativa, fornece o primeiro nivel de

processamento de informagao utilizada para construir as memorias sociais (CAMATS
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PERNA; ENGELMANN, 2015). O sistema age através do 6rgdo vomeronasal e do
bulbo olfatorio acessoério, que projetam neurbnios para a amigdala — importante
estrutura na modulagdo da memoaria, especialmente as com teor emocional — e do
epitélio olfatério principal, que projeta conexdes para o bulbo olfatorio principal e
deste, para os cortices olfatorios primarios (CAMATS PERNA; ENGELMANN, 2015;
INSEL; FERNALD, 2004a). A partir destas areas de proje¢do secundarias, a

informacgao é enviada a outras estruturas (Figura 2).

Figura 2. Circuitaria cerebral ativada no processamento das informagoes olfativas associadas a

memoria de reconhecimento social em roedores
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Os estimulos n&o-volateis s&o processados principalmente pelo 6érgdo vomeronasal (OVN), que envia
projecdes ao bulbo olfatério acessoério (BOA), transmitindo a informagéo ao sistema limbico e a areas
corticais essenciais para a formagao da memoria de reconhecimento social. Os estimulos volateis, por
sua vez, sdo processados principalmente pelo epitélio olfatério principal (EOP), que projeta ao bulbo
olfatério principal (BOP), que envia a informagdo aos cortices olfatérios primarios, de onde sera
transferida a areas terciarias, incluindo a amigdala e o hipocampo. Fonte: Autor, 2017; adaptado de
Camats Perna & Engelmann, 2015.

O cértex perirrinal, envolvido na discriminagao de familiaridade de objetos (HO
et al., 2015; OLARTE-SANCHEZ et al., 2015), recebe a informacédo sensorial dos
cortices olfatérios e envia ao coértex entorrinal. Estudos que utilizaram lesbes em
ambas as estruturas, demonstraram prejuizos nas memorias de reconhecimento de
odor social e de reconhecimento individual no contexto do efeito de Coolidge,
apoiando o papel dessas estruturas no reconhecimento social (FEINBERG et al.,
2012; PETRULIS; EICHENBAUM, 2003). Além do cortex perirrinal, o cortex entorrinal

recebe proje¢cdes da amigdala, talamo, hipotalamo e outras areas modulatérias



33

(CAMATS PERNA; ENGELMANN, 2015). Outra conexao importante do cortex
entorrinal se da com o hipocampo, principal estrutura envolvida na consolidacdo das
memorias declarativas. O cortex entorrinal € a porta de entrada para a formagao
hipocampal, provendo a principal fonte de acesso cortical a este. Além disso, em
conjunto com o subiculum, também recebe a maior saida do hipocampo em diregéo
aos cortices de associagédo (WITTER et al., 1989). Apesar de sua indiscutivel
importancia no processamento das memorias declarativas — incluindo as memdrias
sociais —, o papel do hipocampo na memdria de reconhecimento social ainda € incerto.
Alguns estudos propdéem que lesbes no hipocampo prejudicam a memoéria de
reconhecimento social (KOGAN; FRANKLAND; SILVA, 2000; STEVENSON;
CALDWELL, 2014; UEKITA; OKANOYA, 2011), enquanto outros ndo observaram
nenhum tipo de falha na memoria apds as lesbes (BANNERMAN et al.,, 2001;
FEINBERG et al., 2012; SQUIRES et al., 2006).

Estudos demonstram ainda que o cértex pré-frontal (CPF) participa da memaria
de reconhecimento social. Esta estrutura cerebral € conhecida pelo seu papel
gerenciador na memoria de trabalho e esta interconectada com regides envolvidas na
regulacao da emogao e processo de recompensa e punigao. O cortex pré-frontal tem
sido associado ao comportamento social desde o caso histérico de Phineas Gage,
que no século XIX sofreu um acidente de trabalho, no qual uma barra de ferro
atravessou o seu cranio. Felizmente Gage sobreviveu, entretanto sua personalidade
mudou drasticamente ap6s o acidente; ele passou de astuto, persistente e respeitavel,
a profano, caprichoso e nao confiavel (DAMASIO et al., 1994). A associagao entre
alteragdes do comportamento social e danos no cértex pré-frontal tem sido estudada
desde entdo, demonstrando que esta estrutura esta envolvida com a interpretagao
nao-verbal de informagdes sociais em humanos e, na tomada de decisbes
(ADOLPHS, 2009; EUSTON; GRUBER; MCNAUGHTON, 2012), sendo que o CPF ¢é
intimamente associado ao hipocampo (EUSTON; GRUBER; MCNAUGHTON, 2012;
WANG; COHEN; VOSS, 2014).

1.3.Neurotransmissores envolvidos na formagao da memoéria

Dentre os diversos sistemas de neurotransmissores envolvidos na formacgao e
manutengao das memorias, destacam-se os sistemas noradrenérgico, dopaminérgico

e histaminérgico. Estes sistemas s&do mediados pelas aminas biogénicas que os
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nomeiam, noradrenalina/norepinefrina (NA), dopamina (DA) e histamina, que
juntamente com a serotonina (5HT) e acetilcolina, tém papel essencial no sistema
nervoso central (SNC) e na modulagao da memdria (RANG, 2012). As monoaminas
estdo localizadas em pequenas populagdes de neurdnios com corpos celulares
localizados no tronco cerebral e na parte basal do prosencéfalo, projetando-se para
areas corticais e outras regides. Esses neurdnios estdo amplamente relacionados a
comportamentos de nivel elevado, como a emog¢ao, cognigédo, consciéncia € memoria
(IZQUIERDO, 2011; RANG, 2012). Sabe-se, por exemplo, que a memoaria de trabalho
€ modulada no cértex pré-frontal por vias dopaminérgicas que agem nos receptores
D1 (GOLDMAN-RAKIC, 1996), por outro lado as memoérias de curta duragao e longa
duragdo, bem como sua evocacgao, parecem depender de receptores dopaminérgicos
D1 e B-adrenérgicos no hipocampo e cértex entorrinal (IZQUIERDO, 2011). Ainda, a
histamina, administrada em diversas regides cerebrais, modula a consolidagao da
memoria em varias tarefas, através dos receptores Hq, H, e Hz (DE CARVALHO
MY SKIW; FURINI; IZQUIERDO, 2016).

Dada a importancia destes neurotransmissores na modulagdo da memoria, via
determinados receptores, a seguir sera apresentada uma breve revisao da literatura

para a melhor compreensdo dos mecanismos envolvidos.

1.3.1. Histamina

A imidazol-etilamina € um transmissor do sistema nervoso e uma molécula
sinalizadora no intestino, pele e sistema imune, o que gerou seu nome histamina,
derivado do grego histos, que significa amina presente nos tecidos (HAAS;
SERGEEVA; SELBACH, 2008). E conhecida comumente pela sua relagdo com
reacdes alérgicas e inflamag&o e chamou a ateng¢ao no final do século 20 para o seu
possivel papel na cognigédo (ALVAREZ, 2009). A histamina esta envolvida em muitas
fungdes neurobioldgicas e comportamentais, como o controle do ciclo sono-vigilia,
consumo de fluidos e alimentos, atividade motora, nocicepgédo e termoregulagéo
(BLANDINA et al., 2012; HAAS; SERGEEVA; SELBACH, 2008; KOHLER et al., 2011).
Ela é sintetizada nos neurdnios do nucleo tuberomamilar hipotalamico, que inervam
muitas estruturas importantes como o bulbo olfatério, talamo, hipocampo e amigdala
(Figura 3) (ALVAREZ, 2009).
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Figura 3. Sistema histaminérgico
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A figura apresenta a inervacédo do sistema histaminérgico a partir do nucleo tuberomamilar. Fonte:
Autor, 2017; adaptado de Haas et al., 2008.

O aminoacido histidina entra na célula através do transportador de L-
aminoacido e é ent&do descarboxilado, em uma reagao catalisada pela enzima histidina
descarboxilase, formando a histamina (Figura 4). O neurotransmissor € entao
transportado até uma vesicula, pela troca de dois prétons através do transportador
vesicular de monoaminas (VMAT), e liberado com a chegada dos potenciais de agao
(HAAS; SERGEEVA; SELBACH, 2008). Apds sua liberagdo na fenda sinaptica, a
inativacdo da histamina presente no espacgo extracelular € realizada por metilacdo
através da enzima neuronal histamina N-metiltransferase (BARNES; HOUGH, 2002;
BOWSHER; VERBURG; HENRY, 1983).

Uma vez liberada, a histamina pode exercer suas ac¢des através da ligagao a
quatro diferentes tipos de receptores acoplados a proteina G (GPCR). Os receptores
conhecidos até o momento sao H4, Hz, H3 e Hy (HAAS; PANULA, 2003). Dado que a
histamina esta envolvida em uma série de processos fisioldgicos, seus receptores sao

alvos terapéuticos importantes.
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Figura 4. Sintese da histamina
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A histamina é sintetizada a partir da histidina, em uma reagao de descarboxilagdo catalisada pela L-
histidina descarboxilase. Fonte: Autor, 2017.

O receptor H; é expresso na superficie de uma variedade de tipos celulares,
incluindo as células epiteliais, lisas vasculares, endoteliais vasculares, imune, gliais e
neuronais. Este receptor € bem conhecido por seu papel nas respostas alérgicas e
anafilaticas (BLANDINA; PASSANI, 2016), bem como na vigilia, observado através do
uso de anti-histaminicos com acao nos receptores H1 e que tém como efeito adverso
a sedacdo (PARSONS; GANELLIN, 2009). Esta ligado a proteina Gg/11 e a fosfolipase
C que, quando ativadas, levam a formac¢ao dos segundos mensageiros diacilglicerol
(DAG) e inositoltrifosfato (IP3), mediando a¢des excitatérias sobre a atividade cerebral,
incluindo o tronco cerebral, hipotalamo, talamo, amigdala, hipocampo, bulbo olfatério
e cortex (HAAS; SERGEEVA; SELBACH, 2008; HAAS; PANULA, 2003; PASSANI;
BLANDINA, 2011).

O receptor H; é encontrado em células neuronais, epiteliais, endoteliais, imune
e gastricas, e esta envolvido na regulagcédo da secre¢do de acido gastrico e presséo
sanguinea (BLANDINA; PASSANI, 2016). No SNC o receptor H2 é expresso nos
génglios da base, hipocampo, amigdala, células piramidais, nucleo da rafe e
substancia negra (NADDAFI; MIRSHAFIEY, 2013). Este receptor esta acoplado a
proteina Gs, que estimula a adenilil ciclase (AC) e aumenta adenosina monofosfato
ciclico (AMPc) intracelular, ativando consequentemente a proteina quinase
dependente de AMPc (PKA) e o fator de transcrigio CREB, todos reguladores
importantes para a fisiologia neuronal e a plasticidade (HAAS; SERGEEVA;
SELBACH, 2008). Os agonistas do receptor H, potenciam a transmissao sinaptica no
hipocampo, enquanto animais knockout para este receptor apresentam déficits
cognitivos, incluindo a meméria, e prejuizo na potencializagéo de longa duragao (LTP)
hipocampal, mecanismo que, juntamente com a depressao de longa duragao (LTD),
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potencialmente constitui o processamento mneménico (DAI et al., 2007; SELBACH;
BROWN; HAAS, 1997).

O receptor H; esta predominantemente expresso no SNC, com alta expressao
no cortex cerebral, ganglios da base e hipotalamo (NADDAFI; MIRSHAFIEY, 2013).
Esta relacionado a varios processos neurofisiolégicos, como o ciclo sono-vigilia,
comportamento alimentar e homeostase. Este receptor esta expresso também na
periferia, como no sistema cardiovascular e gastrointestinal (BLANDINA; PASSANI,
2016). Ele regula a transdugéo de sinal predominantemente através da inibicdo da AC
e ativagado da via da MAP quinase. Os receptores H; estdo acoplados a proteina Gy,
e aos canais de calcio de alta voltagem, um mecanismo tipico para a liberagcado de
transmissores (HAAS; PANULA, 2003). Sendo assim, a ativagcado deste tipo de
receptor nos terminais neuronais histaminérgicos inibe a sintese e liberagdo da
histamina, caracterizando-o como um autorreceptor. O receptor Hs possui também
uma caracteristica muito importante que € seu alto grau de atividade constitutiva in
vivo, tornando-o espontaneamente ativo. Esta descoberta € relevante para o
desenvolvimento de farmacos, uma vez que a habilidade de competir com o estado
constitutivo do Hs, estabelecendo um agonismo inverso, pode ter implicagdes
terapéuticas importantes (PASSANI; BLANDINA, 2011).

O mais recentemente descoberto receptor histaminérgico, o Hi, possui
homologia molecular e farmacoldgica similar ao do Hs. E encontrado amplamente nos
tecidos e células envolvidas na resposta imune, como baco, linfonodos, medula éssea
e leucocitos (BLANDINA; PASSANI, 2016). Algumas subpopulagdes de neurbnios que
expressam receptores Hs se encontram também nos ganglios radiculares dorsais e no
corno dorsal da medula espinhal, e em algumas areas corticais e talamicas restritas
(STRAKHOVA et al, 2009). O receptor Hs se acopla a proteina Gj, e
consequentemente reduz a sinalizagdo mediada pela PKA.

Em geral, os niveis cerebrais de histamina s&o mais baixos do que das outras
monoaminas, porém a sua renovagao é consideravelmente mais rapida (na ordem de
minutos) (DISMUKES; SNYDER, 1974). Através da técnica de microdialise foi
possivel verificar também que os niveis de histamina cerebral apresentam um ritmo
circadiano bem marcado (MOCHIZUKI et al., 1992). Além disso, a quantidade de
histamina aumenta, enquanto a densidade de seus receptores diminui com o
envelhecimento, o que pode contribuir com patologias neurolégicas e disfungcado na
velhice (HIGUCHI et al., 2000; RYU et al., 1995; TERAO et al., 2004).



38

O sistema histaminérgico € conhecido por seus efeitos contraditérios sobre a
consolidacao de diferentes tipos de memdrias, como as memoarias aversivas, espacial
e de reconhecimento de objetos (BENETTI; IZQUIERDO, 2013b; BONINI et al., 2011;
DA SILVA et al., 2006; DA SILVEIRA et al., 2013; DERE, 2003; KOHLER et al., 2011;
ONODERA; MIYAZAKI; IMAIZUMI, 1998; ZARRINDAST et al., 2002). O bloqueio da
histamina ou a falta do gene que codifica o receptor H1 prejudicam a performance na
tarefa do labirinto radial, enquanto a inativagdo do mesmo receptor melhora a memoaria
no labirinto aquatico de Morris (CHEN; SUGIMOTO; KAMEI, 1999; HASENOHRL;
WETH; HUSTON, 1999; ZLOMUZICA et al., 2009). Por outro lado, a sua ativagao
facilita o aprendizado, enquanto o bloqueio do receptor H1 prejudica a consolidagéo
da memodria na tarefa de reconhecimento de objetos (DA SILVEIRA et al., 2013;
MALMBERG-AIELLO et al.,, 2003). As areas cerebrais envolvidas nas memorias
espacial e de reconhecimento s&o diferentes, sendo a primeira predominantemente
dependente do hipocampo e a segunda do cértex perirrinal. Desta forma, essa
diferenga quanto ao papel do receptor H pode depender das densidades distintas do
receptor nestas areas (KOHLER et al., 2011). As memorias de teor aversivo podem
ser prejudicadas ou facilitadas pela administragdo de histamina (DE ALMEIDA,;
IZQUIERDO, 1986, 1988; ZARRINDAST et al., 2002) e parecem ter uma modulagao
negativa pela ativagao do receptor H, (EIDI et al.,, 2003; ONODERA; MIYAZAKI;
IMAIZUMI, 1998). Contudo, existem poucos estudos abordando o sistema
histaminérgico sobre a MRS (DAl et al., 2005; FOX, 2004; JIA et al., 2008; PRAST;
ARGYRIOU; PHILIPPU, 1996).

1.3.2. Catecolaminas: Dopamina e Noradrenalina

O aminoacido tirosina é precursor da dopamina, noradrenalina e adrenalina,
neurotransmissores que possuem em seus esqueletos quimicos a estrutura catecol,
0 que os torna conhecidos como catecolaminas (KAPCZINSKI; QUEVEDO;
IZQUIERDO, 2004). A sua sintese ocorre em neurénios catecolaminérgicos, os quais
apresentam a enzima tirosina hidroxilase (TH), enzima limitante para a sintese tanto
de DA quanto de NA, uma vez que converte a tirosina em L-diidroxifenilalanina (L-
DOPA), que sera descarboxilada formando a DA. A DA é transportada para vesiculas
sinapticas, onde podera ser convertida em NA pela enzima dopamina [-hidroxilase
(DBH). Por fim a NA pode ser convertida em adrenalina pela enzima fentolamina N-
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metiltransferase (FNMT), encontrada principalmente na medula suprarrenal (Figura
5). A adrenalina é a catecolamina menos utilizada como neurotransmissor,
desempenhando um papel importante fora do SNC, atuando como horménio sobre o
sistema nervoso autbnomo e sendo sintetizada e liberada pela medula adrenal.
Considerando que enzimas diferentes sao utilizadas em cada etapa da sintese das
catecolaminas, o neurénio que utiliza DA como neurotransmissor ndo expressa a D3H,
assim como aquele que utiliza NA nao expressa a FNMT (KAPCZINSKI; QUEVEDO,;
IZQUIERDO, 2004; RANG, 2012).

Figura 5. Sintese das catecolaminas
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Sintese das catecolaminas dopamina, noradrenalina e adrenalina a partir do aminoacido tirosina. Fonte:
Autor, 2017; adaptado de Rang, 2012.

Parte das catecolaminas liberadas pelos neurdnios apds sua sintese, séo
capturadas e empacotadas dentro de vesiculas. Estes dois processos de captura das
catecolaminas sdo dependentes de moléculas transportadoras diferentes. O
empacotamento dentro de vesiculas ocorre através do VMAT, impulsionado pelo
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gradiente de proétons entre o citosol e o conteudo das vesiculas. Ja a captura neuronal
€ realizada pelos transportadores de DA e NA, o DAT e o NET, respectivamente,
proteinas transportadoras especificas para os diferentes transmissores aminados,
presentes na membrana plasmatica. Estes transportadores atuam como
cotransportadores de Na* e CI" e utilizam o gradiente eletroquimico para o Na* como
forgca motriz (GOLAN, 2009; RANG, 2012). Os transportadores de monoaminas tém
papel critico no funcionamento normal no cérebro, o que é ressaltado pela ampla
gama de medicamentos para depressdo, transtorno de déficit de atencédo e
hiperatividade (TDAH), adigéo, transtorno obsessivo compulsivo, desordens do sono,
etc, que agem sobre estes transportadores (MADRAS; MILLER; FISCHMAN, 2005).

O metabolismo das catecolaminas depende das enzimas monoamino-oxidase
(MAO) e catecol-ortometiltransferase: a primeira € uma enzima mitocondrial, expressa
na maioria dos neurdnios, enquanto a segunda € uma enzima citosoélica expressa
primariamente no figado (GOLAN, 2009; RANG, 2012). A redugdo na atividade da
MAO resulta em aumento na concentragdao de DA, NA e serotonina, nos locais de
armazenamento no sistema nervoso central e no sistema nervoso simpatico. Devido
a esta agdo, muitos farmacos inibidores da MAO s&o utilizados no tratamento da
depressdo, uma vez que o aumento na disponibilidade de um ou mais
neurotransmissores vem sendo relacionada a agao antidepressiva (MORENO;
MORENO; SOARES, 1999).

A dopamina foi reconhecida como um neurotransmissor, € ndo apenas como
um precursor da noradrenalina, nos anos 50 (CARLSSON et al., 1958). O interesse
sobre o seu papel foi intensificado uma vez percebida a sua importédncia na
patogénese e tratamento de doengas neurodegenerativas, primeiramente na doenga
de Parkinson e apds na esclerose multipla e doenga de Huntington, bem como de
desordens psiquiatricas, como o TDAH, sindrome de Tourette, esquizofrenia e
depressdao. A DA é um dos mais importantes neurotransmissores, participando de
diversas fungbes como a coordenagdo motora, emogdes, memaoria, mecanismos de
recompensa, regulagdo neuroenddcrina, entre outras (RANGEL-BARAJAS;
CORONEL; FLORAN, 2015).

As principais fontes de DA no SNC sdo as vias nigroestriatal,
mesocorticolimbica e tuberoinfundibular, cada uma envolvida em diferentes aspectos
neurofisiolégicos. A via nigroestriatal esta relacionada a fungdo motora, uma vez que

a substancia negra envia projegdes para o estriado dorsal e regula através da DA e
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seus receptores a atividade correta dos ganglios da base, o que resulta em
movimentos coordenados. Na via mesocorticolimbica, a area tegmentar ventral (VTA)
langa projegdes para o estriado ventral ou nucleo accumbens, amigdala, bulbo
olfatério, hipocampo, giro cingulado e cortex pré-frontal orbital e medial, relacionando-
se as fungdes cognitivas, motivacdo e emocgédo. Por fim, na via tuberoinfundibular o
hipotalamo langa projecbes para a hipdfise anterior, liberando DA e controlando
fungdes neuroenddcrinas, como a secregao de prolactina (Figura 6) (BEN-
JONATHAN, 1985; JACKSON; WESTLIND-DANIELSSON, 1994).

Figura 6. Sistema dopaminérgico
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A figura apresenta a inervacdo do sistema dopaminérgico pelas vias nigroestriatal e

mesocorticolimbica. Fonte: Autor, 2017; adaptado de Boron e Boulpaep, 2017.

Os efeitos fisioldgicos da DA sdo mediados por um conjunto de proteinas
receptoras acopladas a proteina G, amplamente difundidos no SNC. Os receptores
dopaminérgicos s&o alvo de diversas drogas, como psicoestimulantes e antipsicoticos
(RANGEL-BARAJAS; CORONEL; FLORAN, 2015). Cools e van Rossum através de
estudos anatdmicos, eletrofisioldgicos e farmacologicos, sugeriram que poderia existir
mais do que um tipo de receptor para a dopamina no cérebro, sugestédo esta que foi
confirmada posteriormente por Kebabian e Calne, em 1979 (COOLS; VAN ROSSUM,
1976; KEBABIAN; CALNE, 1979). Até o momento foram identificados cinco subtipos
diferentes de receptores de DA (D4, D2, D3, D4 € Ds) que podem ser separados em
duas familias, com base em suas propriedades farmacoldgicas, estruturais e agdes
bioldgicas: a familia D1 inclui os receptores D1 e Ds, 0s quais estdo associados a
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proteina Gs, apresentam uma terminag¢ao carboxila intracelular longa e estimulam a
enzima AC, levando a formacdo dos segundos mensageiros AMPc e IP3; com
consequente ativacdo da PKA; em contraste, as proteinas receptoras da familia D2,
composta pelos receptores D,, D3 e D4, estdo acopladas a proteina Gi que inibe a AC
e, consequentemente, o resultado de sua ativacdo diminui o acumulo de AMPc,
modulando a atividade da PKA e seus efetores (Figura 7) (DALLEY; EVERITT, 2009;
RANG, 2012; RANGEL-BARAJAS; CORONEL; FLORAN, 2015).

Figura 7. Regulacao da adenilil ciclase pelos receptores dopaminérgicos das familias D1 e D2
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A figura mostra os efeitos da dopamina ao estimular ou inibir a adenil ciclase (AC) através da ativagao
de um receptor da familia D1 acoplado a proteina Gs ou de um receptor da familia D2 acoplado a
proteina Gi. Fonte: Autor, 2017, adaptado de Rang, 2012.

Os receptores D4 sdo encontrados, em altos niveis, em regides inervadas por
neurénios dopaminérgicos, como o nucleo caudado e putdmen, substancia negra,
nucleo accumbens, hipotalamo, talamo, cortex frontal, enquanto os receptores Ds tém
localizacdo mais restrita, sendo encontrados principalmente no hipocampo, talamo,
estriado e cortex cerebral. Os receptores D4 e Ds parecem mediar agdes importantes
da dopamina, como controle do movimento, sistema de recompensa e funcdes
cognitivas, como aprendizado e memoria. Dentre os receptores da familia D2, o
subtipo D2 € o mais abundante no cérebro, localizado em regides ricas em dopamina,
como o estriado, nucleo accumbens, bulbo olfatério, enquanto os subtipos D3 e D4 sdo
mais escassos, encontrando-se predominantemente nas areas limbicas. O receptor
D, é importante por mediar os efeitos da DA sobre o controle do movimento, alguns
aspectos comportamentais e a secrecido de prolactina pela hipofise. As fungdes dos
receptores D3 e D4 ainda sdo pouco conhecidas, apesar de que suas localizagdes nas

areas limbicas do cérebro sugerem um envolvimento na cogni¢do, emocgdes e
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comportamento (JACKSON; WESTLIND-DANIELSSON, 1994; RANGEL-BARAJAS;
CORONEL; FLORAN, 2015; VALLONE; PICETTI; BORRELLI, 2000).

A noradrenalina foi descoberta por UIf Von Euler, em 1946, quando foi
identificada como sendo o principal neurotransmissor nas sinapses adreneérgicas, ao
invés da adrenalina, como se pensava na época (EULER, 1946). A partir disso, sua
distribuicdo, armazenamento, liberagdo, recaptacédo, excrecao e quantificagdo em
condigbes fisiologicas e patologicas foram estudados em seu laboratério, o que,
posteriormente, Ihe rendeu o Nobel em Medicina (AMINOFF; DAROFF, 2014). Sabe-
se que a transmissdo noradrenérgica tem papel essencial no sistema de alerta, na
regulacao da pressao sanguinea e no controle do humor (RANG, 2012). Os neurdnios
noradrenérgicos centrais apresentam uma difusa arborizagdo axonal. Os corpos
celulares se agregam em pequenos nucleos na ponte e no bulbo, sendo o locus
coeruleus (LC), localizado na ponte, 0 mais proeminente, contendo aproximadamente
50% dos neurbnios noradrenérgicos (RANG, 2012; SZABADI, 2013). Os neurdnios
gue se originam nesse nucleo inervam amplamente o cértex cerebral, areas limbicas,
hipotalamo, cerebelo, chegando até a medula espinhal (Figura 8), de onde as fibras
simpaticas transportam os impulsos nervosos aos 6rgaos efetores (SZABADI, 2013;
VAN STEGEREN, 2008). Diversos estudos sobre o local de acdo da NA sobre a
memoria sao direcionados para a amigdala. Contudo, como a circuitaria
noradrenérgica € ampla, outras areas cerebrais também determinam os efeitos da NA
sobre a performance mnemoénica. Dentre estas, o hipocampo e o CPF, que estdo
conectados com projecdes noradrenérgicas ascendentes provenientes do locus
coeruleus e reciprocamente conectados com a amigdala, parecem ter papel
fundamental na formacdo de memodrias emocionais dependentes da fungao
noradrenérgica (VAN STEGEREN, 2008).

Os neurbnios noradrenérgicos podem conter e liberar outros
neurotransmissores além da NA, caracterizando a cotransmissao (CAMPBELL, 1987).
Os cotransmissores nos neurdnios noradrenérgicos periféricos incluem a adenosina
trifosfato (ATP) e o neuropeptideo Y (NPY), enquanto nos neurbnios noradrenérgicos
centrais encontram-se o ATP, NPY, glutamato, encefalinas e galanina. A
cotransmissao parece modular a agao da NA, tanto na pré-sinapse (liberagéo), quanto

nos sitios pos-sinapticos (neurotransmissao) (SZABADI, 2013).
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Figura 8. Sistema noradrenérgico
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A figura apresenta a inervagao do sistema noradrenérgico a partir do seu principal nucleo, o locus
coeruleus. Fonte: Autor, 2017; adaptado de Boron e Boulpaep, 2017.

Os receptores adrenérgicos (ou adreno-receptores) sao seletivos para a NA e
adrenalina, contudo a DA, em condig¢des suprafisioldgicas, também pode ativar alguns
receptores adrenérgicos. Os adreno-receptores, assim como 0s receptores
dopaminérgicos, sdo membros da superfamilia dos GPCR. Dividem-se em duas
classes principais, denominadas a e 3 (GOLAN, 2009; RANG, 2012). Essa divisao
surgiu quando Ahlquist propds, em 1948, que a agao da epinefrina era mediada por
dois tipos de receptores, uma vez que este transmissor causava vasoconstricio em
alguns tecidos e vasodilatagao em outros (AHLQUIST, 1948).

Os receptores a-adrenérgicos se dividem em a4 e az. Os receptores a4 se
subdividem em a1a, Q4g € Qic, tém localizagdo pods-sinaptica e geralmente estéo
acoplados a proteina Gq, desta forma, seus efeitos sdo mediados através da via de
sinalizagao fosfolipase C, o que resulta na ativagao da proteina quinase C (PKC) e na
liberagdo intracelular de Ca*. A NA parece ter maior afinidade pelos receptores ao,
localizados nas densidades pré-sinapticas. Os receptores a, se dividem em aza, Oz €
ayc e geralmente estdo associados a proteina G;, consequentemente, sua ativagéo
gera redugao de AMPc, através da inibicdo da AC (RAMOS; ARNSTEN, 2007,
SCHMIDT; WEINSHENKER, 2014). Os receptores aza € 0zc Sa0 encontrados também
no corpo celular e no terminal pré-sinaptico, atuando como auto-receptores, afim de

mediar a inibicdo da transmissao sinaptica por retroalimentagdo, desta forma agem
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como moduladores da fungdo noradrenérgica central (Figura 9) (MACDONALD;
KOBILKA; SCHEININ, 1997). A NA tém menor afinidade pelos receptores B, que
possuem 3 subtipos: B1, B2 € B3, sendo que o ultimo ainda € pouco conhecido. Todas
as subclassses de B-adrenoceptores sdo pos-sinapticos (GOLAN, 2009; RAMOS;
ARNSTEN, 2007). Apesar de serem tradicionalmente conhecidos por estarem ligados
a AC através da proteina estimuladora Gs, aumentando a sinalizacdo por AMPc,
estudos recentes sugerem que os receptores 3 sdo capazes de interagir também com
proteina G; B-arrestinas e GPCR-quinases (GRKs), diversificando suas sinalizagao
intracelular (HALL, 2004; RAMOS; ARNSTEN, 2007; SCHMIDT; WEINSHENKER,
2014).

Figura 9. Sitios farmacologicamente sensiveis do neurénio noradrenérgico
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A noradrenalina liberada pelos terminais axdnicos do neurdnio podem ativar adrenoceptores nas
células-alvo. A ilustracdo mostra os diversos receptores adrenérgicos pds-sinapticos: receptores aj
(excitatdrios), a, (inibitorios) e B (excitatorios ou inibitérios). Existem ainda adrenoceptores no corpo
celular, dendritos e no terminal pré-sinaptico, os auto-receptores, da familia dos receptores a,, que sao
estimulados pela liberagao de noradrenalina e inibem a sua liberagao. Fonte: Autor, 2017; Adaptado de
Szabadi, 2013.

Estudos em animais e humanos demonstraram a presenga de todos os tipos
de adrenoceptores no SNC: os receptores a4 foram encontrados no bulbo olfatério,

talamo, hipotalamo, tronco cerebral, cértex cerebral, amigdala, cerebelo, hipdfise,
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hipocampo e medula espinhal (DAY et al., 1997); os receptores a, se encontram
amplamente distribuidos no LC, tronco cerebral, cortex, hipotalamo, hipocampo,
amigdala, talamo e géanglios da base (SCHEININ et al., 1994); os receptores [
localizam-se no coértex cingulado, cortex cerebral, hipocampo, talamo, cerebelo,
substancia negra, tubérculo olfatério, nacleo accumbens, estriado e medula (ATLAS;
MELAMED, 1978; JOYCE et al.,, 1992; RAINBOW; PARSONS; WOLFE, 1984;
SUMMERS et al., 1995).

Alteracbes como ansiedade, irritabilidade e instabilidade emocional parecem
ser consequéncia do excesso de atividade do sistema noradrenérgico central, como
foi observado por Holmberg e Gershorn, ao avaliar pacientes submetidos a injegéo de
ioimbina, um antagonista de receptor a, (HOLMBERG; GERSHON, 1961). A disfungao
noradrenérgica causa anormalidades nos niveis de alerta e esta relacionada com
multiplas desordens psiquiatricas, dentre elas transtornos de ansiedade, como
transtorno de estresse pos-traumatico, sindrome do panico e transtorno de ansiedade
generalizada; transtornos do humor, como depressdo e mania; e esquizofrenia
(YAMAMOTO; SHINBA; YOSHII, 2014).

Considerando-se o envolvimento da NA e da DA em disturbios neurologicos e
psiquiatricos, a modulagdo farmacoldgica das catecolaminas centrais por diferentes
vias (liberagao, armazenamento, recaptagdo) tem sido de grande importancia
terapéutica. Por exemplo, todas as medicagcbes aprovadas até o momento para o
tratamento do TDAH influenciam a transmissdo da NA, sendo que a droga mais
utilizada, o metilfenidato, bloqueia o transporte de NA e de DA (ARNSTEN, 2011). A
levodopa, precursor imediato da dopamina que atravessa a barreira hemato-
encefalica, € utilizada ha mais de 30 anos como o tratamento mais efetivo para a
doencga de Parkinson (HUOT et al., 2013). Farmacos utilizados no manejo da psicose
presente na esquizofrenia, incluem a clorpromazina e o haloperidol, dois antipsicéticos
tipicos que agem como antagonistas dos receptores Dy; dentre os antipsicoticos
atipicos, que possuem antagonismo D, menos proeminente, encontram-se a
clonazina, olanzapina, quetiapina, ziprasidona e risperidona (DI GIOVANNI et al.,
2016). As bases biolégicas da depresséo comegaram a ser desvendadas nas décadas
de 1940 e 1950, quando foi observado que agentes que atuavam sobre a 5HT, DA e
NA possuiam efeitos sobre o humor (DI GIOVANNI et al., 2016; GOLAN, 2009). Tendo
em vista que a desregulacdo da atividade destes neurotransmissores contribui

fortemente para o estabelecimento e manutencao da depressao, estabeleceu-se o seu
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tratamento baseado em farmacos que modulam o equilibrio principalmente da 5HT e
NA (RESSLER; NEMEROFF, 2000). Dentre estes, os antidepressivos triciclicos
(desipramina, nortriptilina, etc), assim como os inibidores da recaptagédo de
serotonina-noradrenalina (venlafaxina e duloxetina), inibem a recaptagéo de S5HT e
NA na fenda sinaptica, através do bloqueio de seus transportadores, afetando também
a recaptacao de DA (DELL'OSSO et al., 2011).

Posto que tanto o sistema noradrenérgico quanto o dopaminérgico estao
envolvidos em uma gama de disturbios neurologicos e psiquiatricos; que possuem
ampla inervagcdo no SNC, agindo sobre estruturas sabidamente envolvidas no
processamento e armazenamento da memoria, diversos estudos com animais
confirmaram a participagéo destes sistemas nos processos mnemaonicos. A adrenalina
e seus agonistas administrados apds o treino em tarefas de estresse melhoram a
performance da memoria (CAHILL; MCGAUGH, 1998; IZQUIERDO et al., 1992;
LIANG; MCGAUGH, 1983; LIANG; MCGAUGH; YAO, 1990). Por sua vez, a
administragao simultanea de propranolol, um antagonista (-adrenérgico, bloqueia o
efeito positivo da NA intra-amigdala sobre a retencao da memodria (LIANG; JULER,;
MCGAUGH, 1986). Ademais, o uso de isoproterenol, um agonista seletivo dos B-
adrenoceptores, facilitou a LTP na regiao CA1 do hipocampo (THOMAS et al., 1996).
Estes resultados sugerem que o efeito benéfico da NA sobre a memodria € mediado
por receptores (-adrenérgicos. O papel da DA na plasticidade sinaptica e no
aprendizado ha muito foi inferido pelo seu envolvimento na LTP e na LTD, de forma
dependente da ativagao dos receptores D1/Ds (CENTONZE et al., 1999; JAY, 2003;
KERR; WICKENS, 2001). Verificou-se também que a DA esta implicada nos
mecanismos de aprendizados associativos, uma vez que o bloqueio de receptores D1
no nucleo accumbens prejudica a consolidagédo de memorias Pavlonianas (DALLEY
et al., 2005). Estes mesmos receptores estdo envolvidos também na consolidagéao das
memorias de reconhecimento de objetos, aversiva e espacial (FURINI et al., 2014, p.
1; SILVA et al., 2012).

1.4. Transtorno de déficit de atencao e hiperatividade e o seu tratamento: o

metilfenidato

O Transtorno do Déficit de Atencdo e Hiperatividade é um transtorno

neuropsiquiatrico, na qual o individuo apresenta dificuldades em manter a atengéo em
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atividades muito longas e/ou repetitivas, sendo facilmente distraido por estimulos do
ambiente externo e por pensamentos. Ainda, outras caracteristicas apresentadas pelo
individuo com TDAH s&o a hiperatividade, a impulsividade e a dificuldade de manter
relacionamentos sociais (DICKSTEIN et al., 2006; GALVAN et al., 2006; SEMRUD-
CLIKEMAN et al.,, 2010; TRIPP; WICKENS, 2009). Esses sintomas geralmente
aparecem antes dos 7 anos de idade e cursam de forma intensa e persistente ao longo
da vida, causando prejuizos funcionais significativos (AMERICAN PSYCHIATRIC
ASSOCIATION; AMERICAN PSYCHIATRIC ASSOCIATION, 2000; BARKLEY, 2006;
GARRETT et al., 2008; KRAIN; CASTELLANOS, 2006). No Brasil, estima-se que a
prevaléncia de TDAH é de 5,8% a 19,9% entre criangas e adolescentes (ANSELMI et
al., 2010; PASTURA; MATTOS; ARAUJO, 2007; POLANCZYK et al., 2010; ROHDE
etal., 1999).

Apesar dos critérios para o diagnostico do TDAH ja estarem estabelecidos,
ainda ndo estdo claros quais sdo os fatores que levam a doenga. Alguns
pesquisadores consideram os fatores genéticos como sendo os principais causadores
do TDAH (AKUTAGAVA-MARTINS et al., 2013; FARAONE et al., 2005; THAPAR;
O’'DONOVAN; OWEN, 2005), enquanto outros acreditam que os fatores ambientais,
tais como o uso de tabaco, alcool e cocaina durante a gravidez, sofrimento fetal ou
nascimento prematuro também podem contribuir (THOMSEN; PLESSEN;
HOUMANN, 2014; TRIDAS, 2007). Talvez a doenga nao tenha um fator unico causal,
mas seja o reflexo da interagdo entre genes e ambiente (THAPAR; O'DONOVAN;
OWEN, 2005).

Individuos com TDAH apresentam prejuizos cognitivos, baixa concentragéo,
baixo desempenho escolar, inquietude e comportamento social inapropriado (CUNILL;
CASTELLS, 2014), podendo exibir dificuldades em relacionamentos sociais,
processamento emocional e reconhecimento de emocgdes faciais, bem como, prejuizo
nas fungbes executivas (BARKLEY, 1997; GAU; SHANG, 2010; HUANG-POLLOCK
et al., 2007; KOFLER et al., 2011; RINSKY; HINSHAW, 2011; WILLCUTT et al., 2008)
levando a graves implicagbes sociais, académicas e ocupacionais (REINHARDT;
REINHARDT, 2013).

Dentre as estruturas cerebrais envolvidas na modulagdo das fungbes que se
encontram prejudicadas no TDAH, destaca-se a participagdo do cortex pré-frontal e
do hipocampo. O CPF utiliza a memdéria de trabalho para guiar o comportamento e a

atencdo, bem como, para inibir comportamentos, pensamentos e sentimentos
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inapropriados (ARNSTEN, 2006), sendo a estrutura cerebral responsavel pelas
fungbes executivas (NIEDERMEYER; NAIDU, 1997; SIEVER, 2008; UMHAU et al.,
2012). Estudos de neuro-imagem evidenciaram anormalidades morfolégicas no CPF
e no hipocampo em individuos com TDAH (ALMEIDA et al., 2010; BATTY et al., 2010;
MAKRIS et al., 2007, 2012; PERLOV et al., 2008; PLESSEN et al., 2006; SHAW et al.,
2007; SOWELL et al., 2003). Além disso, existem também anormalidades estruturais
e funcionais em diversas redes neurais, incluindo os circuitos frontoestriatais,
frontoparietal temporal, frontocerebelar e frontolimbicas (RUBIA; ALEGRIA;
BRINSON, 2014).

Fatores neuroquimicos também apresentam-se alterados no TDAH, sendo o
mais marcante deles o sistema catecolaminérgico, em que os neurotransmissores
dopaminérgicos e noradrenérgicos encontram-se alterados (LEVY, 2009). Visando
restabelecer os niveis de liberacdo destes neurotransmissores, as drogas
empregadas para o TDAH incluem inibidores da recaptacdo de dopamina e
noradrenalina, agonistas a2-adrenérgicos, e também inibidores da monoaminoxidase,
dentre outros (MTA COOPERATIVE GROUP, 2004).

Dentre as diferentes drogas existentes, o tratamento farmacologico mais
utilizado em criangas e adultos com TDAH é o metilfenidato (MPH) (BALCIOGLU et
al., 2009), um estimulante leve do sistema nervoso central, derivado da piperidina, que
estruturalmente e farmacologicamente se assemelha a anfetamina. O MPH & um
psicoestimulante utilizado desde os anos 50, quando foi descrito como menos potente
que a anfetamina, porém mais potente que a cafeina (WOQOD et al., 2013). A poténcia
do MPH é mais baixa comparada a da anfetamina, pois além de inverter a direcdo do
transportador de DA, a anfetamina ainda libera a reserva de DA vesicular,
diferentemente do MPH (EASTON et al., 2007).

Sua nomenclatura segundo a IUPAC é cloridrato de metil a-fenil-2-acetato de
piperidina, apresentando a féormula molecular C14H1gNO,, com peso molecular de
233,31 g/mol (WENTHUR, 2016). Inicialmente o MPH era comercializado como uma
mistura dos racematos eritro e treo na proporcdo de 80:20. Entretanto, estudos
subsequentes mostraram que o racemato treo era o responsavel pela agao da mistura
racémica no SNC, enquanto ambos racematos eram equipotentes na producido de
efeitos hipertensivos indesejados e toxicidade (PATRICK et al., 1987; SZPORNY;
GOROG, 1961). Na tentativa de melhorar o efeito terapéutico e diminuir a toxicidade,

o racemato eritro foi removido da mistura e o MPH passou a ser comercializado como
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uma mistura 50:50 dos racematos enantidbmeros D-treo- e L-treo-MPH(D,L-MPH) e
vendida pelo nome comercial Ritalina® e Concerta® (KIMKO; CROSS; ABERNETHY,
1999). Esta disponivel em versdes de liberagao imediata, prolongada e controlada. A
concentragdo maxima (Cnax) € atingida apds aproximadamente 2 horas para as
formulagdes de liberagcdo imediata; sua meia-vida plasmatica também €& de 2 horas
(WENTHUR, 2016).

Farmacologicamente, o MPH atua bloqueando DAT e NET, agindo como um
agonista indireto das catecolaminas, aumentando os niveis extracelulares de DA e NA
do cérebro através da inibi¢ao de sua recaptagao (MINNEMAN et al., 2006; TAUKULIS
etal., 2014; VANDERSCHUREN et al., 2008). Rowley e colaboradores, demonstraram
em roedores, que o aumento dos niveis desses neurotransmissores ja pode ser
observado 15 minutos apés a administragao intraperitoneal de MPH (ROWLEY et al.,
2014). Vale ressaltar que a NA e a DA estdo intimamente relacionadas a memoria
emocional, principalmente através dos receptores [(-adrenérgicos e D1/D5
dopaminérgicos (BARROS et al., 2001; BERLAU; MCGAUGH, 2006; FIORENZA et
al., 2012; FURINI et al., 2014), entretanto, a participagdo desses receptores na
formagao da memoria de reconhecimento social ainda nao foi estudada.

O mecanismo exato pelo qual o MPH exerce o seu efeito terapéutico ainda é
desconhecido, entretanto, acredita-se que seu efeito positivo sobre a cognigcao é
devido ao aumento na liberagdo das catecolaminas em estruturas cerebrais
envolvidas nos processos de aprendizagem e memoaria, tais como o cortex pré-frontal,
hipocampo e amigdala. No CPF o MPH é capaz de induzir o aumento da liberagao de
DA e NA, e uma melhora da memodria de trabalho e da atengdo em roedores
(BERRIDGE et al., 2006; MEHTA et al., 2000). Ainda, estudos de imagem funcional
em humanos indicam que o MPH altera a atividade neuronal do CPF em individuos
com ou sem TDAH (MEHTA et al., 2000; VAIDYA et al., 1998).

Ao longo do tempo, o MPH se tornou o pilar do tratamento do TDAH, uma vez
que reduz a impulsividade e melhora a fungdo cognitiva, incluindo a memdria
(CARMACK et al., 2014a). Além disso, melhora a atencdo, a concentracdo e a
capacidade de ficar acordado (BEYER; STAUNTON; MOODLEY, 2014). Tendo em
vista seus efeitos sobre a cognigdo, o uso do MPH para fins recreativos aumentou
significativamente nos ultimos anos, principalmente entre os adolescentes (YUAN;
MCCANN; RICAURTE, 1997). O MPH tem sido utilizado indiscriminadamente por
estudantes com a finalidade de melhorar a aten¢cao durante o estudo e, obter melhor
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desempenho escolar, ato que ficou conhecido como doping académico ou “uso
cosmetico” de drogas controladas. Contudo, os efeitos do uso do MPH por individuos
saudaveis n&do sdo assegurados, enquanto que os seus beneficios cognitivos em
pacientes de TDAH ja foram testados e comprovados clinicamente (BEYER;
STAUNTON; MOODLEY, 2014; MASLEN; FAULMULLER; SAVULESCU, 2014).

Existem diferentes formas farmacéuticas: tabletes, comprimidos, capsula,
solugdo, comprimido mastigavel e adesivo transdérmico, sendo que no Brasil as
apresentacdes farmacéuticas encontradas sdo apenas o comprimido simples de
10mg, o comprimido revestido de liberagado controlada de 18mg, 36mg e 54mg e a
capsula gelatinosa dura com microgranulos de liberacdo modificada de 20mg, 30mg
e 40mg (MOTA; OLIVEIRA, 2012; WENTHUR, 2016). Independentemente da
formulacdo escolhida, a maioria dos farmacos comercializados contendo MPH possui
uma ampla variacdo de dosagens aceitaveis e a individualizagdo € necessaria.
Ademais, estudos recentes tém indicado que o peso do paciente pode ser utilizado
como base para a dosagem, com 1 mg/kg como a dose média eficaz nas populagdes
pediatrica, adolescente e adulta (WENTHUR, 2016).

Apesar da falta de consenso cientifico sobre o mecanismo pelo qual o MPH age
no cérebro e induz as modificagcbes comportamentais observadas, ele ainda é
considerado o tratamento mais efetivo para os sintomas do TDAH (THE MTA
COOPERATIVE GROUP, 1999). Estudos realizados em humanos mostram que o uso
do MPH é capaz de reduzir a impulsividade (ARON et al., 2003; TANNOCK et al.,
1989), melhorar a atengao (HAWK et al., 2003; OVERTOOM et al., 2003; SOLANTO;
WENDER; BARTELL, 1997) e a fungéo cognitiva (CARMACK et al., 2014a; MEHTA;
GOODYER; SAHAKIAN, 2004) em pacientes com e sem o TDAH (MEHTA et al.,
2000; PIETRAS et al., 2003; VOLKOW et al., 2004).

1.5. Metilfenidato e reconhecimento social em roedores

Inumeros estudos foram realizados nos ultimos anos com o objetivo de
investigar os efeitos do MPH sobre o processamento mnemaonico. Infelizmente, devido
a discrepancia entre os resultados, ainda nao esta claro quais sdo as consequéncias
do seu uso sobre os diferentes tipos de memadria (CARMACK et al., 2014b; GUO et
al., 2012; LEBLANC-DUCHIN; TAUKULIS, 2009; SCHERER et al., 2010). Os efeitos
do uso do MPH verificados nos estudos variam quanto a dose, o tempo de duragao
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do tratamento, a idade do animal, a via de administracédo, o ciclo circadiano e a
presenca de restricdo alimentar. Com relagao as variagdes dos resultados quanto a
dose, estudos verificaram que baixas doses de MPH estao associadas a uma melhora
da memoria, enquanto altas doses levam a um prejuizo (CARMACK et al., 2014b).
Quanto ao tempo de duragdo do tratamento, a administracdo aguda acarreta uma
melhora na atencao, aprendizado e memoria ao passo que, a administragao cronica
pode levar a mudangas fisiolégicas e comportamentais negativas (BRITTON, 2012;
CARMACK et al., 2014b; LEBLANC-DUCHIN; TAUKULIS, 2009; TAUKULIS et al.,
2014). Ainda, pesquisas a respeito do efeito do metilfenidato sobre a memadria em
diferentes tarefas comportamentais também apresentam discordancias, uma vez que
0 seu uso cronico pode levar tanto ao prejuizo, quanto a melhora da memoaria espacial
(CARMACK et al.,, 2014b; GUO et al.,, 2012; SCHERER et al., 2010) e de
reconhecimento de objetos (LEBLANC-DUCHIN; TAUKULIS, 2009; TAUKULIS et al.,
2014).

Além disso, em todas as publicagcbes supracitadas que realizaram tratamentos
cronicos de MPH, os animais foram testados na auséncia da droga, logo o resultado
obtido pode ser em decorréncia desta auséncia, o que configuraria uma dependéncia
de estado. A dependéncia de estado se refere a substancias exdégenas ou enddgenas,
que sao capazes de modular a memoadria em dois momentos: durante a consolidagao
e durante a evocacao. Neste processo, a recordagdo de determinadas memorias
somente €& possivel se o sujeito estiver em um contexto sensorial e estado fisioldgico
muito semelhante ao que ocorreu durante a fase de aquisicao/consolidagao
(IZQUIERDO, 2011; MUELLER; CAHILL, 2010), ou seja, quando o conjunto das
alteragbes endodgenas (estado neuro-humoral e hormonal) provocadas no momento

em que estas foram adquiridas se repete.

1.6. Justificativa

A psicopatologia do TDAH n&o se manifesta apenas no comportamento relativo
as tarefas escolares, mas também nas intera¢gdées sociais, levando ao padrao de
relacionamentos instaveis, desemprego e comportamento criminoso. O metilfenidato
€ o principal farmaco para tratamento desta patologia, atuando sobre os niveis de
dopamina e noradrenalina. Entretanto, seu uso n&o se restringe apenas ao tratamento

de patologias, uma vez que se popularizou devido a sua agao sobre a concentragao,
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o aprendizado e a memoria. Inumeros estudantes tém feito uso desse medicamento
como doping académico, porém os efeitos decorrentes de seu uso indiscriminado
ainda nao foram estabelecidos, sobretudo quanto as alteragbes neuroquimicas e
comportamentais, em individuos sem diagnostico de TDAH.

Dito isto, verificar o efeito do metilfenidato, sobre a formagcdo da memoaria de
reconhecimento social, bem como investigar quais os seus mecanismos e estruturas
cerebrais envolvidos, em decorréncia das administracdes aguda e crénica sobre esta
memoria, sao passos fundamentais para a compreens&o da neurobiologia da memoaria

social e para o uso consciente deste farmaco.



CAPITULO II

MODULACAO DA CONSOLIDACAO
DA MEMORIA DE RECONHECIMENTO
SOCIAL NO HIPOCAMPO DORSAL E

AMIGDAIA BASOIATERAL
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2. Introducgao

A memodéria de reconhecimento social é crucial para a reproducao, formacgao de
grupos sociais e sobrevivéncia das espécies. Apesar de sua importancia, a MRS ainda
€ pouco estudada. Sabe-se que em roedores o bulbo olfatério € indispensavel na
formacao da MRS (INSEL; FERNALD, 2004b), contudo o papel do nucleo basolateral
da amigdala e do hipocampo ainda sao incertos. Ferguson observou que a amigdala
medial era importante para o reconhecimento social (FERGUSON et al., 2001). Em
seu estudo o autor verificou que camundongos knockout para o gene que codifica a
ocitocina ndo foram capazes de reconhecer animais coespecificos familiares apés
exposicoes repetidas, apesar de sua habilidade olfativa estar intacta. Contudo quando
estes animais receberam ocitocina diretamente na amigdala medial, a MRS foi
completamente restaurada (FERGUSON et al., 2001). Outros estudos também
suportam a hipotese da participagdo da amigdala medial na MRS (GUR; TENDLER,;
WAGNER, 2014; WANG et al., 2014). Apesar do ja conhecido envolvimento do
hipocampo na consolidagdo de varias memorias, os estudos sdo contraditorios a
respeito de sua participagcdo na MRS: alguns estudos propdem que lesdes no
hipocampo prejudicam a memoria (KOGAN; FRANKLAND; SILVA, 2000;
STEVENSON; CALDWELL, 2014; UEKITA; OKANOYA, 2011), enquanto outros nao
foram capazes de ver nenhum prejuizo (BANNERMAN et al., 2001; FEINBERG et al.,
2012; SQUIRES et al., 2006).

Tem sido sugerido que a ocitocina, que esta fortemente ligada a MRS, induz a
liberagdo de dopamina (SKUSE; GALLAGHER, 2011). Dentre os receptores
dopaminérgicos, sabe-se que os receptores D1/D5 dopaminérgicos estao implicados
na memoria espacial e de reconhecimento de objetos (DA SILVA et al., 2012; DE LIMA
etal., 2011; FURINI et al., 2014). A noradrenalina, principalmente através de sua agao
nos receptores (-adrenérgicos, esta envolvida na aquisicdo e consolidagdo da
memoria. Este papel da NA foi observado em diferentes areas cerebrais incluindo o
hipocampo e amigdala (SARA, 2009; TULLY; BOLSHAKOV, 2010). O sistema
histaminérgico € conhecido pelos seus efeitos contraditérios na consolidagdo de
diferentes tipos de memodrias, como as memorias aversiva, espacial e de
reconhecimento de objetos (ONODERA; MIYAZAKI; IMAIZUMI, 1998; ZARRINDAST
etal., 2002; BENETTI; IZQUIERDO, 2013a; BONINI et al., 2011; KOHLER et al., 2011;
DA SILVA et al., 2006; DERE, 2003; DA SILVEIRA et al., 2013). Entretanto, quanto a
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MRS, poucos estudos abordam o sistema histaminérgico, e nenhum destes estudou
o papel do receptor histaminérgico H2, que € de extrema importancia na modulagao
da memodria (DAI et al., 2005; FOX, 2004; JIA et al., 2008; PRAST; ARGYRIOU;
PHILIPPU, 1996).

Nossa hipétese é que os sistemas dopaminérgico, noradrenérgico e
histaminérgico desempenham um papel importante na consolidagdo da memodria
social, através da ativagao de determinados receptores no hipocampo e na amigdala.
Sendo assim, este estudo teve como objetivo determinar o envolvimento da regido
CA1 do hipocampo dorsal e a do nucleo basolateral da amigdala na consolidagao da
MRS e investigar a participagéo dos receptores D1/D5 dopaminérgico, 3-adrenérgico
e H2 histaminérgico nestas estruturas sobre este tipo de memodria. Dada a importancia
da cognigao social para o desenvolvimento das espécies, o melhor entendimento dos
mecanismos neurais subjacentes a MRS pode ser util para compreender doengas que

prejudicam o comportamento social.
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2.1.0Objetivos

2.1.1. Objetivo geral

Avaliar o papel dos sistemas noradrenérgico, dopaminérgico e histaminérgico
na memoria de longo prazo do reconhecimento social em duas areas cerebrais

distintas: a regido CA1 do hipocampo dorsal e a amigdala basolateral.

2.1.2. Objetivos especificos

1. Investigar a participagdo da regido CA1 do hipocampo e da amigdala
basolateral na consolidagao da memoaria de reconhecimento social;

2. \Verificar a participagao dos receptores (3-adrenérgicos em CA1 e na BLA sobre
a consolidagao da memdria de reconhecimento social,

3. Verificar a participagao dos receptores D1/D5 dopaminérgicos em CA1 e na
BLA sobre a consolidacdo da memoaria de reconhecimento social;

4. Verificar a participagdo dos receptores Hy histaminérgicos em CA1 e na BLA

sobre a consolidagdo da memdria de reconhecimento social.
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2.2.Metodologia

2.2.1. Animais Experimentais

Foram utilizados ratos Wistar (CriCembe:WI) machos juvenis, de 22 a 30 dias
de idade, e adultos, de 3 meses de idade (aproximadamente 330g), alojados em
caixas moradia em numero de 4 animais por caixa. Os animais foram adquiridos do
Centro de Modelos Biolégicos Experimentais (CEMBE) da PUCRS e mantidos no
biotério do Centro de Memdria, localizado no Prédio 64 da PUCRS, sob ciclo
claro/escuro de 12 horas, com agua e comida a vontade e temperatura ambiente
constante de 23°C. Os experimentos foram conduzidos durante o periodo claro do
ciclo. Todos os procedimentos foram realizados somente apdés a aprovacédo da
Comiss&o de Etica no Uso de Animais da PUCRS, sob o registro CEUA 13/00363, e
estiveram de acordo com as normas da Diretriz Brasileira para o Cuidado e a
Utilizacdo de Animais em Atividades de Ensino ou de Pesquisa Cientifica do
CONCEA.

2.2.2. Cirurgia Estereotaxica

Os animais adultos foram submetidos a cirurgia estereotaxica para implantagéao
bilateral de canulas-guia na regido CA1 do hipocampo dorsal (CA1; anterior, 4.2 mm;
lateral, £3.0 mm; ventral, —1.8 mm) ou na amigdala basolateral (BLA; anterior -2.4,
lateral £5.1, ventral -7.5 mm), seguindo as coordenadas do atlas de Paxinos e Watson
(PAXINOS; WATSON, 1986). Todo o procedimento foi realizado com os animais
previamente anestesiados com cetamina, juntamente com xilazina, um
sedativo/miorrelaxante/analgésico, ambos administrados intraperitonealmente (i.p.),
nas doses de 75 mg/Kg e 10 mg/Kg respectivamente. Como analgésico pés-cirurgico
0S animais receberam nas primeiras 24 horas o anti-inflamatério Meloxicam, de 8 em

8 horas.
2.2.3. Manipulagao

Nos trés dias anteriores aos experimentos, e pelo menos 5 dias apos a cirurgia

estereotaxica, os animais adultos foram submetidos a sessbes diarias de
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manipulagdo. Os juvenis foram manipulados durante dois dias previamente aos
experimentos comportamentais. Durante cada sessdo os animais eram levados do
biotério até a sala de manipulagao, retirados da caixa-moradia e manuseados durante
2 minutos. Apds 24 horas da ultima sessdo de manipulacdo os animais foram
submetidos aos paradigmas comportamentais.

2.2.4. Paradigma de Discriminagao Social

O paradigma de discriminagao social foi realizado em uma caixa retangular de
campo aberto medindo 60 x 40 x 50 cm, colocada em uma sala com iluminagéo fraca
e indireta. Duas gaiolas cilindricas idénticas, feitas em acrilico transparente, medindo
9 cm de didametro e 13 cm de altura, foram colocadas na caixa proximas aos cantos.
As gaiolas possuiam pequenos orificios de 1 cm de diametro, espagados a cada 1 cm
em sua parede, permitindo a passagem de odores (pistas olfativas), porém prevenindo
a interagdo direta entre o animal adulto e o juvenil. Um copo de Béquer repleto de
agua (500 mL) foi colocado em cima de cada gaiola para prevenir que os animais
adultos movessem ou subissem na gaiola. O campo, as gaiolas e os béqueres eram
limpos com uma solugao de alcool 70% entre a passagem de cada animal para
garantir a auséncia de pistas olfativas.

Os animais adultos passaram por um processo de habituacdo ao dispositivo
experimental, com duracao de 4 dias e que consistiu em uma sessdo comportamental
diaria de 20 minutos, na qual os animais foram colocados individualmente no campo
aberto contendo as duas gaiolas, sem nenhum juvenil, para que o explorassem
livremente. Vinte e quatro horas antes da sessao de treino, sem a presenca dos
animais adultos, os juvenis foram colocados dentro das gaiolas, e permaneceram la
por um periodo de 20 minutos, para se habituarem a situagcado de estar em um espaco
restrito, que é o cilindro de acrilico.

Vinte e quatro horas apds a Uultima sessao de habituagdo ao aparato
experimental, durante a sesséo de treino (primeiro encontro), o animal adulto era
colocado no centro do campo e exposto a um juvenil dentro de uma gaiola e a uma
gaiola vazia (aleatoriamente selecionados e contrabalanceados para cada grupo),
durante 1 hora. A fim de avaliar a memoria de longa duragéo, a sessao de teste
(segundo encontro) ocorria 24h apds a sessao de treino, e consistia na reexposi¢ao

do animal adulto por 5 minutos ao mesmo juvenil (familiar) apresentado no dia anterior,
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durante a sessao de treino, e a um juvenil desconhecido (novo), selecionado de
acordo com diferentes combinagdes previamente determinadas (Figura 10). Durante
a sessao de teste foi quantificado o tempo que o animal adulto passava explorando
cada um dos juvenis. O comportamento social exploratoério foi definido como cheirar
os juvenis com o focinho através dos orificios do cilindro e cheirar a parede das
gaiolas. Permanecer ao redor dele ndo foi considerado como comportamento
exploratoério. O tempo gasto explorando cada juvenil foi medido por um avaliador, com
o auxilio de um cronbmetro, e expresso como porcentagem do tempo total de
exploragao.

Em ambos os encontros, os juvenis foram mantidos nas gaiolas a fim de evitar
agressao do adulto para com eles, e também para garantir que o adulto iniciasse a
exploragao. Os dois juvenis (familiar e novo) eram provenientes de diferentes caixas-

moradia, assim seus odores eram diferentes para o animal adulto.

Figura 10. Representagao esquematica do protocolo experimental da tarefa de discriminagao

social
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20 min x 4 dias Exposi¢ao a um Exposi¢ao ao juvenil familiar e a
juvenil por 1 hora um novo por 5 minutos

(Fonte: Autor, 2016)

2.2.5. Intervengao Farmacolégica

As intervengdes farmacoldgicas ocorreram imediatamente apds a sessao de
treino na tarefa de discriminagao social. Para a realizac&do dos diferentes tratamentos
farmacolégicos utilizamos uma canula de infusdo (0,05 mm de didmetro), conectada
a uma microseringa Hamilton por meio de um tubo de polietileno acoplado a uma
agulha de infus&o; o farmaco a ser administrado foi colocado dentro do tubo e a agulha
acoplada ent&do a canula guia de infusdo, previamente implantada nas regides alvo,
através da cirurgia estereotaxica; em seguida, foi dispensado o farmaco ou veiculo,

ambos administrados obedecendo a uma média de velocidade de infusdao de 1uL/60
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s. Apos o término da infusao intracérebro a guia de infusao foi mantida por mais 60 s
dentro da cénula guia para evitar o refluxo de liquido, e apds, cuidadosamente
retirada, colocada na outra canula e o processo foi repetido. O volume de infusao
utilizado para a regido CA1 do hipocampo dorsal foi de 1 yL por lado, enquanto na
amigdala basolateral o volume utilizado foi de 0.5 pL por lado.

Utilizamos neste trabalho os seguintes farmacos e doses:
e Anisomicina (100 pg/lado) — inibidor da sintese protéica;
e Isoproterenol (10 ug/lado) — agonista do receptor -adrenérgico;
e Timolol (1 ug/lado) — antagonista do receptor (3-adrenérgico;
e SKF38393 (12.5 ug/lado) — agonista do receptor D1/D5 dopaminérgico;
e SCH23390 (1.5 pg/lado) — antagonista do receptor D1/D5 dopaminérgico;
e Dimaprit (2.3 pg/lado) — agonista do receptor H; histaminérgico;
e Ranitidina (17.5 pg/lado) — antagonista do receptor H; histaminérgico.

As drogas utilizadas neste estudo foram adquiridas da empresa Sigma-Aldrich
(St. Luis, MO, USA). As doses empregadas foram baseadas em estudos prévios na
literatura, em que seu efeito sobre a memaria e/ou outras variaveis comportamentais
e fisiologicas foi estabelecido (FIORENZA et al.,, 2012; MELLO-CARPES;
IZQUIERDO, 2013; QI et al., 2008; ZHANG et al., 2001). Todas as drogas foram
dissolvidas em solugao salina 0.9%, veiculo que foi administrado ao grupo controle.

2.2.6. Analise histolégica

Apoés o término dos experimentos comportamentais os animais previamente
operados foram avaliados histologicamente quanto a colocag&o de suas canulas e as
regides cerebrais atingidas pela infusdo, visando assim garantir que apenas os dados
comportamentais de animais que efetivamente receberam a administragcéo correta das
drogas fossem incluidos na analise estatistica final. Para isso, apds os procedimentos
comportamentais os animais foram submetidos a infusao bilateral de uma solugdo de
azul de metileno a 4% através das canulas guia; quinze minutos depois foram

eutanasiados com uma overdose do anestésico tiopental sédico (100 mg/kg) e entao
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decapitados. Seus cérebros foram removidos e colocados em uma solugao de formol
4% por um periodo de quatro dias, quando entado foi realizada a analise histologica,
considerando somente os animais com a localizacdo das canulas dentro de 2 mm?

dos locais desejados (Figura 11).

Figura 11. Desenho esquematico dos locais de microinfusado

Desenho esquematico do cérebro de rato mostrando o local de implantagao das canulas de infusdo na
regido CA1 do hipocampo dorsal (A) e na amigdala basolateral (B). (Fonte: Adaptado de Fiorenza et
al., 2012).

2.2.7. Anadlise estatistica

A analise estatistica foi realizada com o software Prism Graph-Pad 5.1. Os
dados obtidos na tarefa de discriminag&o social foram convertidos em porcentagem
do tempo total de exploragao, e expressos como media * erro padrdo. Para a analise
estatistica dos dados foi utilizado o teste t de Student, considerando a média teorica
de 50%, a fim de comparar a diferenga entre os tempos de exploragao entre o juvenil
familiar e 0 novo em um mesmo grupo, e a ANOVA de uma seguida do Teste de
Comparacédo Multipla de Bonferroni foi utilizada para verificar diferengas entre os
grupos. Valores de p<0,05 foram considerados estatisticamente significativos.
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Social recognition memory (SRM) is crucial for reproduction, forming
social groups, and species survival. Despite its importance, SRM is
still relatively little studied. Here we examine the participation of
the CA1 region of the dorsal hippocampus (CA1) and the basolateral
amygdala (BLA) and that of dopaminergic, noradrenergic, and his-
taminergic systems in both structures in the consolidation of SRM.
Male Wistar rats received intra-CA1 or intra-BLA infusions of different
drugs immediately after the sample phase of a social discrimination
task and 24-h later were subjected to a 5-min retention test. Animals
treated with the protein synthesis inhibitor, anisomycin, into either
the CA1 or BLA were unable to recognize the previously exposed
juvenile (familiar) during the retention test. When infused into the
CA1, the p-adrenoreceptor agonist, isoproterenol, the D1/D5 do-
paminergic receptor antagonist, SCH23390, and the H2 histamin-
ergic receptor antagonist, ranitidine, also hindered the recognition
of the familiar juvenile 24-h later. The latter drug effects were
more intense in the CA1 than in the BLA. When infused into the
BLA, the p-adrenoreceptor antagonist, timolol, the D1/D5 dopamine
receptor agonist, SKF38393, and the H2 histaminergic receptor ago-
nist, ranitidine, also hindered recognition of the familiar juvenile 24-h
later. In all cases, the impairment to recognize the familiar juvenile
was abolished by the coinfusion of agonist plus antagonist.
Clearly, both the CA1 and BLA, probably in that order, play major
roles in the consolidation of SRM, but these roles are different in
each structure vis-a-vis the involvement of the p-noradrenergic,
D1/D5-dopaminergic, and H2-histaminergic receptors therein.

social memory | basolateral amygdala | hippocampus | norepinephrine |
dopamine

Social recognition memory (SRM) is essential for social inter-
action, adaptive social behavior, reproduction, and survival
(1-6). In rodents, SRM is assessed by using their natural tendency
to investigate unfamiliar conspecifics more persistently than fa-
miliar ones in what has become known as the social-discrimination
paradigm (3, 5, 7-9). This discrimination relies largely on odor
recognition by rodents, called by many “social odor” (10). Other
sensory are deemed much less important for social recogni-
tion (10, 11).

To establish whether a given brain structure or cellular en-
semble is important for a given type of behavior, the effect of
protein synthesis inhibition in that structure on the particular
behavior is often measured; if a deleterious effect is found, then
the structure is assumed to play a role in that behavior (for ex-
ample, see refs. 3 and 12). After this process, some key bio-
chemical processes related to protein synthesis would be studied
(13, 14). In the case of SRM, Kogan et al. (3) showed that, in
mice, SRM is dependent upon protein synthesis and cyclic
adenosine monophosphate responsive-element-binding protein
(CREB) function in the hippocampus. Given the fact that the
hippocampus and the basolateral amygdala (BLA) work in close
association in the making and the regulation of many types of
memory (13-17), we decided to study the participation of both

E4914-E4919 | PNAS | Published online August 1, 2016

structures in SRM. Historically, the next step to ascertain a pu-
tative brain mechanism in a behavior is to examine the eventual
role of known neurotransmitters in those structures within the
mechanism (13, 15).

Classic neurotransmitters, such as norepinephrine, dopamine,
and histamine, have been suggested to play a role on SRM; the
pharmacological elevation or depletion of norepinephrine in the
central nervous system, respectively, enhances or disrupts social
recognition in rats (18). The direct infusion of the norepinephrine
reuptake inhibitor, nisoxetine, into the olfactory bulb improves
the ability of rats to identify conspecifics (19) and dopamine
B-hydroxylase knockout mice that are unable to synthetize nor-
epinephrine show a SRM deficit (20). These findings suggest that
norepinephrine plays an important role in the formation of SRM
but there is a notable lack of knowledge about the role of the nor-
epinephrine receptors involved, especially the p-adrenoreceptors,
which have been shown to be important for other types of rec-
ognition memory: for example, object recognition (21-24) and
odor recognition (25-29).

There is also evidence that SRM can be modulated by dopa-
mine. During social interaction dopaminergic neurotransmission
in the nucleus accumbens is enhanced (30, 31). Systemic ad-
ministration and direct infusion into the nucleus accumbens or
into the frontal cortex of D1 dopamine receptor agonist im-
proves SRM (32, 33) but systemic injection of D1 dopamine
receptor antagonist disrupts social learning (32, 34). Evidence

Significance

The hippocampus and basolateral amygdala—modulated by
p-noradrenergic, D1/D5 dopaminergic, and H2-histaminergic
receptors—control memory processing of many memories, but
their role in social recognition memory (SRM) has been little
studied. SRM is fundamental for the establishment of social
relationships and, consequently, for the formation and stability
of social groups. The social deficits of psychiatric disorders,
such as autism and schizophrenia, are believed to be caused by
alterations in SRM processing by the hippocampus and amyg-
dala. Here we examine the involvement of the hippocampus
and basolateral amygdala—and p-noradrenergic, D1/D5 dopa-
minergic, and H2-histaminergic receptors therein—in SRM
consolidation. The results suggest an important and complex
modulation of this process, which may help to elucidate the
basis of inappropriate social behavior in psychiatric patients.
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Fig. 1. Effect of Ani given into the CA1 or BLA on the consolidation of SRM.
The schematic representation on the top of the figure shows the behavioral
protocol used in this and in the following experiments. Animals were sub-
jected to a social discrimination task and, immediately after the sample phase,
received intra-CA1 (A; 1 uL per side) or intra-BLA (B; 0.5 pL perside) infusions of
vehicle (Veh) or Ani (100 pg per side). Twenty-four hours later, animals were
subjected to a 5-min retention test in the presence of the familiar juvenile (F)
and a novel one (N). Dots indicate the theoretical mean of 50%. Data are
expressed as mean = SEM (n = 8-10 animals per group) and presented as
percentage of total exploration time. *P < 0.05 and ***P < 0.001 Veh-N vs.
Ani-N, Bonferroni's Multiple Comparison test after one-way ANOVA

shows that the dopamine type 1 receptor is important for social
interaction (35) and object-recognition memory (21). H1, H2,
and H3 histamine receptors are important for object-recognition
memory (36). Furthermore, the intracerebroventricular infusion
of histamine, histidine, and H3 histamine receptor agonist im-
proves SRM, whereas the central inhibition of neuronal synthesis
of histamine and H3 histamine receptor antagonist hinders this
memory (37).

In view of the above considerations, the present study ad-
dresses two issues: the first concerns the role of the CAl region
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of the dorsal hippocampus and the BLA, and the second ad-
dresses the role of the major norepinephrine, dopamine, and
histamine receptors in those structures in the consolidation of
SRM. We investigated first the effect of the protein synthesis
inhibitor, anisomycin (Ani), on SRM when infused into the CAl
or the BLA. Subsequently, we studied the participation of
B-adrenergic, D1/D5 dopamine, and H2 histamine receptors on
the consolidation of SRM by infusing their agonists and antag-
onists into the CA1 or BLA.

Results

Effect of Ani Given into the CA1 or the BLA on the Consolidation of
SRM. Animals received intra-CA1 or intra-BLA microinfusions of
vehicle (Veh) or Ani (100 pg per side) immediately after the
sample phase of a social discrimination task and 24-h later were
subjected to a 5-min retention test. As shown in Fig. 1, animals
that received Veh into the CA1 (Fig. 14) or the BLA (Fig. 1B)
immediately after the sample phase were able to recognize the
familiar juvenile 24-h later [one-sample ¢ test: (Fig. 14) Veh £, =
3.577, P < 0.01; (Fig. 1B) Veh 15, = 4.124, P < 0.01]. In contrast,
animals that received intra-CA1 infusions of Ani spent about the
same time exploring the novel (N) and the familiar (F) juveniles
[one-sample ¢ test: (Fig. 14) Ani t) = 0.3542, P > 0.1] during
the retention test. Additionally, animals that received Ani into
the BLA spent more time exploring the familiar juvenile than the
novel one [one-sample ¢ test: (Fig. 1B) Ani #7) = 2.306, P > 0.05)
during the retention test. These results suggest that animals
treated with Ani in either structure were unable to recognize the
familiar juvenile 24-h after the sample phase. One-way ANOVA
showed significant differences among groups [CAl: F3 35, =
6.952, P < 0.001; BLA: F(3, 3y = 18.95, P < 0.0001). Bonferroni
posttest revealed significant differences between Veh-N and
Ani-N groups on the retention test when infused with intra-CA1
(P < 005) or intra-BLA (P < 0.001) immediately after the
sample phase. The results obtained using Ani infusions suggest
that the CAl and BLA are both involved in the consolidation
of SRM.

Effect of p-Adrenoreceptor Antagonist and Agonist Given into the
CA1 or the BLA on the Consolidation of SRM. Immediately after
the sample phase of the social discrimination task, animals re-
ceived infusions of Veh, Timolol (Tim, 1.0 pg per side), or Iso-
proterenol (Iso, 10.0 pg per side), p-adrenoreceptor antagonist,
and agonist, respectively, intra-CA1l or intra-BLA. Twenty-four

B

9
S ol ML :
S
3 -
S
o
o]
F F F
Tim Iso Tim+
Iso

Fig.2. Effect of p-adrenoreceptor antagonist and agonist infused into the CA1 or into the BLA on the consolidation of social recognition memory. Animals
were subjected to a social discrimination task and immediately after the sample phase received intra-CA1 (A; 1 uL per side) or intra-BLA (B; 0.5 pL per side)
infusions of vehicle (Veh), Tim (1.0 ug per side), or Iso (10.0 pg per side) or coinfusion of Timolol plus Isoproterenol (Tim+Iso). Twenty-four hours later, animals
were subjected to a 5-min retention test in the presence of the familiar juvenile (F) and a novel one (N). Dots indicate the theoretical mean of 50%. Data are
expressed as mean + SEM (n = 8-12 animak per group) and presented as percentage of total exploration time. *P < 0.05 Veh-N vs. Iso-N (CA1), Veh-N vs. Tim-N
(BLA), Bonferroni’s Multiple Comparison test after one-way ANOVA. In this and in Fig. 3, note that the drug effects were more intense in the CA1 than in
BLA, probably indicating a larger importance of the former in modulation of this behavior both by noradrenergic receptors (this figure) and dopaminergic

receptors (Fig. 3).

Garrido Zinn et al.
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Fig. 3. Effect of D1/D5 dopamine receptors antagonist and agonist infused into the CA1 or into the BLA on the consolidation of social recognition memory.
Animals were subjected to a social disarimination task and immediately after the sample phase received intra-CA1 (A; 1 uL per side) or intra-BLA (B; 0.5 pL per
side) infusions of vehide (Veh), SCH23390 (SCH; 1.50 ug per side) or SKF38393 (SKF; 12.5 pg per side), or coinfusion of SCH23390 plus SKF38393 (SCH+SKF).
Twenty-four hours later, animals were subjected to a 5-min retention test in the presence of the familiar juvenile (F) and a novel one (N). Dots indicate the
theoretial mean of 50%. Data are expressed as mean + SEM (n = 9-12 animals per group) and presented as percentage of total exploration time. *P < 0.05

Veh-N vs. SKF-N (BLA); **P < 0.01 Veh-N vs. SCH-N, Bonferroni’s Multiple Comparison test after one-way ANOVA.

hours later, the animals were subjected to a 5-min retention test.
As shown in Fig. 2, animals that received intra-CAl or intra-BLA
infusion of Veh or infusions of Tim intra-CA1 [one-sample ¢ test:
(Fig. 24) Tim #(yy, = 4.329, P < 0.01] or infusions of Iso intra-BLA
[one-sample ¢ test: (Fig. 2B) 7, = 2.873, P < 0.05] were able to
recognize the familiar juvenile [one-sample ¢ test: (Fig. 24) Veh
t19) = 11.56, P < 0.0001; (Fig. 2B) Veh t(5, = 7.195, P < 0.0001]
during the retention test. On the other hand, animals that re-
ceived infusions of Iso intra-CA1 [one-sample ¢ test: (Fig. 24) Iso
t9)= 0.1482, P > 0.05] or Tim intra-BLA [one-sample ¢ test: (Fig.
2B) Tim t(7y = 0.1401, P > 0.05] were unable to recognize the
previously exposed juvenile during the retention test. This im-
pairment in the ability to discriminate between familiar and
novel juveniles was abolished by the coinfusion of Tim plus Iso
into the CA1 [one-sample ¢ test: (Fig. 24) Tim+Iso £7, = 3.416,P <
0.05] or into the BLA (one-sample ¢ test: (Fig. 2B) Tim+Iso #(s) =
3.142, P < 0.05). One-way ANOVA showed significant differences
between groups [CAL: F(5 37 = 3.145, P < 0.05; BLA: F(5 3, =
3.459, P < 0.05]. Bonferroni posttest revealed significant dif-
ferences between Veh-N and Iso-N groups in CA1 (P < 0.05)
and between Veh-N and Tim-N in the BLA (P < 0.05) on the
retention test. The effects of the drugs in the CAl were larger
than those in the BLA, suggesting a higher importance of the
former in the regulation of this behavior.
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Effect of D1/D5 Dopamine Receptor Antagonist and Agonist Given
into the CA1 or the BLA on the Consolidation of SRM. Animals re-
ceived intra-CA1 or intra-BLA infusions of Veh, D1/D5 dopa-
mine receptor antagonist SCH23390 (SCH, 1.50 pg per side), or
D1/D5 dopamine receptors agonist SKF38393 (SKF, 12.5 pg per
side) or coinfusion of SCH23390 plus SKF38393 (SCH+SKF)
immediately after the sample phase of a social discrimination
task and were subjected to a retention test 24-h later. As shown
in Fig. 3, animals that received intra-CA1 or intra-BLA infusions
of Veh [one-sample ¢ test: (Fig. 34) Veht;,, = 13.18, P < 0.0001;
(Fig. 3B) Veh t1y = 4955, P < 0.001], intra-CA1 infusion of
SKF38393 [one-sample ¢ test: (Fig. 34) SKF #(49, = 4.037, P <
0.01), or intra-BLA infusion of SCH23390 [one-sample ¢ test:
(Fig. 3B) SCH (13, = 2.696, P < 0.05] were able to recognize the
previously exposed juvenile 24-h after the sample phase. How-
ever, animals that received infusion of SCH23390 intra-CA1l
[one-sample ¢ test: (Fig. 34) SCH 15, = 0.04324, P > 0.05] or
SKF38393 intra-BLA [one-sample ¢ test: (Fig. 3B) SKF t41) =
0.4073, P > 0.05] spent a similar amount of time exploring the
novel and the familiar juveniles during the retention test. This
inability to discriminate between familiar and novel juvenile was
abolished by the combined infusion of SCH23390 plus SKF38393
into the CA1l [one-sample ¢ test: (Fig. 34) SCH+SKF f(y) =
3.026, P < 0.05] or into the BLA [one-sample ¢ test: (Fig. 3B)
SCH+SKF f11) = 3556, P < 0.01]. One-way ANOVA indicated
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Fig. 4. Effect of H2 histamine receptors antagonist and agonist infused into the CA1 or into the BLA on the consolidation of social recognition memory.
Animals were subjected to a social disaimination task and immediately after the sample phase received intra-CA1 (A; 1 pL per side) or intra-BLA (B; 0.5 pL per
side) infusions of vehicle (Veh), Rani (17.5 pg per side), or Dima (2.3 pg per side), or cinfusion of Rani plus Dima (Rani+Dima). Twenty-four hours later, animals
were subjected to a 5-min retention test in the presence of the familiar juvenile (F) and a novel one (N). Dots indicate the theoretical mean of 50%. Data are
expressed as mean = SEM (n = 8-12 animals per group) and presented as percentage of total exploration time. *P < 0.05 Veh-N vs. Rani-N, Bonferroni's
Multiple Comparison test after one-way ANOVA.
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difference between groups [CAl: F3, 40) = 3.592, P < 0.05; BLA:
F3, 45y = 3.155, P < 0.05]. Bonferroni’s posttest revealed dif-
ferences between Veh-N and SCH-N in the CAl (P < 0.01) and
between Veh-N and SKF-N in the BLA (P < 0.05) on the re-
tention test. Again, drug effects in the CAl were larger than
those in the BLA, suggesting that the former is probably more
important than the latter in the regulation of this behavior.

Effect of H2 Histamine Receptor Antagonist and Agonist Given into
the CA1 or the BLA on the Consolidation of SRM. Animals received
intra-CA1 or intra-BLA infusions of Veh or of an antagonist and
an agonist of the H2 histamine receptor, Ranitidine (Rani, 17.5 pg
per side) and Dimaprit (Dima, 2.3 pg per side), respectively,
immediately after the sample phase of a social discrimination
task. Twenty-four hours later animals were subjected to a 5-min
retention test. As shown in Fig. 4, animals that received infusions
intra-CA1 or intra-BLA of Veh [one-sample r-test: (Fig. 44) Veh
ta10) = 9.382, P <0.0001; (Fig. 4B) Veh (1) = 7.303, P < 0.0001]
or Dima [one-sample ¢ test: (Fig. 44) Dimatoy = 2.549, P < 0.05;
(Fig. 4B) Dima t(11) = 2.708, P < 0.05] spent significantly more
time exploring the novel juvenile than the familiar one during the
retention test. However, animals that received infusion of Rani
[one-sample ¢ test: (Fig. 44) Rani ) = 0.06443, P > 0.05; (Fig.
4B) Rani 1(7, = 0.2364, P > 0.05] into the CA1 or into the BLA
were unable to recognize the familiar juvenile 24-h after the
sample phase. However, when animals received coinfusion of
Rani plus Dima [one-sample ¢ test: (Fig. 44) Rani+Dima t ;g =
2524, P < 0.05; (Fig. 4B) Rani+Dima #7) = 3218, P < 0.05]
intra-CA1 or intra-BLA explored the novel juvenile for longer
than the familiar one during the retention test. One-way ANOVA
showed significant differences among groups [CAl: F(5 35, =
2.872, P < 0.05; BLA: F(3 3, = 3.075, P < 0.05]. Bonferroni’s
posttest revealed differences between groups Veh-N and Rani-N
in CAl and BLA on the retention test (P < 0.05). These results
suggest that H2 histaminergic receptors in both the CA1l and
BLA are involved in the consolidation of SRM.

Importantly, no differences were found between the CA1 groups
[F(]()v 136) = 1.740, P= 00778] and BLA groups [F(w. 130) = 1837,
P = 0.0603] in total exploration time during the retention test
(Table 1). These results suggest that the doses of the drugs used
did not affect motor skills or basal motivation to explore
the juveniles.

Discussion

Concerning whether the CA1 and BLA play a role in SRM, our
findings show that Ani given into the CAl region of the dorsal
hippocampus or into the BLA impairs the consolidation of SRM.
Given the connections between the various amygdala subnuclei

Table 1. Total exploration time during the 5-min retention test
of the sodal discrimination task

Total exploration time (s)

Treatment cAl BLA
Vehicle 955+ 40 90.8 + 4.1
Anisomycin 782+ 72 95.7+6.2
Isoproterenol 945 + 121 928+ 7.0
Timolol 1013+ 74 71152
Timolol+lsoproterenol 775+ 115 83.8+8.1
SKF38393 824+ 72 91.3+70
SCH23390 949 + 5.7 87.0+8.0
SCH23390+5KF38393 7945 + 4.1 740+ 5.7
Dimaprit 96.5+ 96 103.1+98
Ranitidine 89.1+ 6.0 69.9+ 115

Ranitidine+Dimaprit 722+ 81 76.5+ 88

Means + SEM are shown; one-way ANOVA analysis.
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(38), our data fit with those of Gur et al. (39), showing that Ani
given into the medial amygdala disrupts SRM, and with those of
Wang et al. (40), who showed that lesion of the medial or
basolateral amygdala impairs social but not other types of rec-
ognition in mice.

The data of Figs. 2-4 lead to several conclusions on the role of
p-adrenoreceptors, D1/D5 dopamine receptors, and H2 hista-
mine receptors in the modulation of SRM consolidation. In the
CAL1, Iso inhibits SRM, but because Tim has no effect of its own
in that structure, the modulation of SRM by p-adrenoreceptors
probably does not occur physiologically. In contrast, in the BLA,
the data suggest that p-adrenoreceptors are probably useful to
sustain SRM physiologically, because Tim on its own is depres-
sant, even though Iso given alone seems without effect (Fig. 2).
Concerning dopamine D1/D5 modulation of SRM in the CAl,
the inhibitory effect of SCH suggests that this modulation may
take place physiologically, but SKF has no action on its own in
that structure (Fig. 3). At any rate, the effects of drugs acting on
- and on D1/D5 receptors show that concerning these receptors,
the CA1 and BLA do not act in unison but instead play differ-
ential modulatory functions. Such differences between structures
are not uncommon with p-adrenoreceptors (see ref. 41) as well
as with D1/D2 receptor actions (see refs. 32 and 33). The data on
H2 histamine receptor regulation of SRM suggest that it exists
physiologically in both the CA1 and BLA (Fig. 4), as is the case
with the modulation by H2 histamine receptors of several other
types of memory in these and in other brain structures (42).

Wang et al. (40) demonstrated the participation of the dorsal
hippocampus and the BLA in SRM. As will be seen, although
our results generally agree with this finding, they suggest dif-
ferent roles for each of these structures. Despite the fact that
some studies have failed to show any contribution of the hip-
pocampus to social memory (43-45), a recent review of opto-
genetic studies showed that a connection between the BLA and
hippocampus is strongly involved in SRM and social behaviors
(46). Indeed, a recent optogenetic study in mice showed that
activation of the BLA-medial prefrontal cortex pathway reduced
social interaction in the resident-intruder test, whereas inhibition
facilitated social interaction. These results establish a causal
relationship between activity in the BLA-medial prefrontal
cortex pathway in the bidirectional modulation of anxiety-related
and social behaviors (47).

Stevenson and Caldwell (48) and Hitti and Siegelbaum (49)
demonstrated that the CA2 region of the hippocampus is im-
portant for SRM. The CA2 region serves as a link between CAl
and CA3 (50) and it would seem likely that perhaps the whole
hippocampus may be necessary for the formation of social
memory; further research is required. Thirty years ago Corkin
et al. (51) suggested a role for the hippocampus in social rec-
ognition in humans.

Findings on animal social behavior are often taken to bear on
the study of human autism and other disorders involving social
behavior (see, for example, ref. 46). Our results may bear on
studies on autism reporting a link of impaired facial recognition
(52), which has been attributed to abnormalities in the volume of
the amygdala and so very probably in its microscopic organiza-
tion, leading to dysregulated activity (53-59). Some have shown
that autistic individuals may present a reduction of the volume of
the amygdala during development but not in adulthood, in
contrast with the increased hippocampus volume in autistic in-
dividuals at all ages compared with nonautistic individuals (59).

Other studies relying on localized brain lesions instead of the
regional infusion of Ani point to roles for other brain structures
in SRM: the olfactory bulb (which is to be expected because
SRM, as studied by most authors, involves obviously mainly ol-
factory cues) and the septal nuclei (60, 61).

Other neurotransmitter or neuromodulator systems have also
been studied: infusion of the selective S-HTIA receptor agonist,
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8-OH-DPAT, into the BLA decreased levels of social investiga-
tion (62). Oxytocin and vasopressin, which in the brain purportedly
act as neuromodulators and are found in the hippocampus and
amygdala, among other places (6), have been well and amply
studied (60, 63-67). Oxytocin has been linked to social recognition
in the medial region of the amygdala (68) and seems to play a
role only in the acquisition of SRM, whereas vasopressin acts in
the acquisition and consolidation of SRM (6). Estrogens pro-
mote the synthesis of oxytocin and its receptor (69). Interestingly,
in female rats and mice, social memory has a peak during the
rous phase, which is when estrogens are in higher concen-
tration (70). In addition to their role in social behavior, oxytocin
stimulates the release of dopamine, and the interaction of both
neuromodulators might promote social interactions (2, 71).
Further research will no doubt clear up the relation of the
present findings with those in the literature. Meanwhile, it can be
concluded from the present data that the CAl region of the
dorsal hippocampus and the BLA are key participants in the
regulation of SRM in rats, and that norepinephrine acting on
B-receptors, dopamine acting on D1/D5 receptors, and histamine
acting on H2 receptors in these two brain regions play a pivotal
role in social recognition measured in a standard social dis-
crimination paradigm. The roles of the catecholamines (14, 18,
38), and to an extent that of histamine (16, 36), appear peculiarly
interesting because they probably affect this (3) and other forms of
memory (14) by actions in the hippocampus and BLA, mediated
by the enhanced synthesis of the nuclear CREB (3, 16, 38), which
is related to protein synthesis, here shown to be necessary for
SRM, as previously posited by Kogan et al. (3).

Materials and Methods

Animals. Adult (3-mo-old, 300-330 g) and juvenile (22-30 postnatal days)
male Wistar rats purchased from Centro de Modelos Biologicos Exper-
imentais of the Pontifical Catholic University of Rio Grande do Sul (our
regular provider) were used. Adults were housed four to a cage and juve-
niles were housed two to a cage, with free access to food and water and
under a 12/12-h light/dark oycle (lights on at 7:00 AM). The behavioral ex-
periments were conducted during the light phase of the cycle. All proce-
dures were approved by the Animal Committee on Ethics in the Care and
Use of Laboratory Animals of the Pontifical Catholic University of Rio Grande
do Sul, in compliance with National Institutes of Health guidelines for the
care and use of laboratory animals.

Surgery. Adult animals were implanted bilaterally with stainless steel 22-
gauge guide cannulae under deep anesthesia (75 mgkg k ine plus 10 mgkg
xylazine, i.p.) by stereotaxic procedures. The tips of the cannulae were aimed
1-mm above the CA1 region of the dorsal hippocampus (anterior, 4.2 mm;
lateral, +3.0 mm; ventral, 1.8 mm; from Bregma) or the basolateral com-
plex of the amygdala (anterior, —2.4 mm; lateral, +5.1 mm; ventral —-7.5 mm;
from Bregma) according to the atlas by Paxinos and Watson (72). The guide
cannulae were fixed to the skull with dental acryliccement. All animals were
allowed 7 d for recovery from surgery before behavioral procedures. All
animals were handled daily for 3 d before the behavioral experiments.

Ph. logical Ti nts. The drugs were purchased from Sigma-Aldrich.
The doses used were derived from previous data in the literature in which
their effect on memory variables was established (41, 73-75). The doses were:
for the protein synthesis inhibitor, Ani, 100 ug per side; for f-adrenoreceptor
agonist, Iso, 10.0 pg per side; for the f-blocker, Tim, 1.0 ug per side; for the D1/
D5 dopamine receptor agonist, SKF, 12.5 ug per side; for the D1/D5 dopamine
receptors antagonist, SCH, 1.5 ug per side; for the agonist of the H2 histamine
receptor, Dima, 2.3 pg per side; and for the H2 blocker, Rani, 17.5 pg per side.
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All drugs were dissolved in sterile saline 0.9% (Veh), which was administered
to the control groups. Infusion volume used was 0.5 L per side into the BLA
and 1.0 L per side into the CA1 region of the dorsal hippocampus.

At the time of the microinfusion, a tight-fitting 30-gauge infusion cannula
connected to a Hamilton microsyringe by polyethylene tubing was in-
troduced into the guide cannula. The infusion cannula extended 1.0-mm
beyond the cannula tip. Infusion was arried out over 60 s and the infusion
cannula was left in place for an additional 60 s to maximize diffusion and to
prevent backflow of the drug, and then carefully withdrawn and placed on
the other side, after which the procedure was repeated.

Social Discrimination Paradigm. The apparatus used was a white wooden
open-field arena (60 cm x 40 cm x 50 cm) placed in a dimly illuminated room.
Two identical transparent Plexiglas cylindrical cages (9-cm diameter x 13-cm
high) were kept inside the arena near to the corners. The cylinder ages had
small holes (1-<m diameter spaced by 1 cm diameter) on the wall, allowing
the passage of odors (olfactory aues) while preventing the direct interaction
between adults and juveniles. A clear cup filled with water (500 mL) was placed
on top of each cylinder to prevent adults from moving or climbing it. The
arena and the cylinder aages were cleaned with 70 % (vol/vol) ethanol before
and after each use.

Adult animals were individually habituated to the open-field arena for
20 min per day for 4 consecutive days. The empty cylinder cages were kept
inside the arena during the habituation session. Juveniles were habituated to
being placed in the cylinder cages for 20 min 24-h before the sample phase.
The sample phase took place 24-h after the last habituation session. The
adultswere individually placed in the center of the arena and allowed, for 1h,
to freely explore an unfamiliar juvenile placed in one of the cylinder cages
(randomly selected and counterbalanced for each group) and an empty
cylinder. The retention test occurred 24-h later, the adults were placed again
in the same arena with the previously presented juvenile (familiar) and a
second juvenile (novel) that had no prior contact with the adult, placed in the
cylinder that had been empty during the sample phase, and allowed to freely
explore the set-up for 5 min, after which they were returned to their home
cages. The two juveniles were from different home cages to prevent the
redundancy of olfactory cues. During the retention test the exploration time
of each juvenile (familiar and novel) was measured. Social exploratory be-
havior was defined as sniffing and touching the glinder cages. The micro-
injections into the CA1 or BLA were carried out immediately after the
sample phase.

Histology. As usual in our laboratory (12, 41, 75, 76), cannulae placements
were determined by infusing 4% (vol/vol) methylene blue into the cannulae
2 d after the last behavioral procedure. The spread of the dye was taken as
an estimate of the drug infusions in the same animal. Placements were con-
sidered correct when the spread was 1 mm’ or less from the intended infusion
sites. Only data from animals with correct cannulae implants were analyzed.

Statistical Analysis. Data obtained in social discrimination task were con-
verted in percentage of total exploration time of the juveniles, expressed as
means and SE, and analyzed using one-sample Student’s t test, considering
the theoretical mean equal to 50% to compare the difference between fa-
miliar and novel juvenile exploration time in the same group. One-way
ANOVA followed by Bonferroni’s Multiple Comparison Test was performed
to assess differences between percentages of exploration time of novel ju-
veniles on the retention test. The one-way ANOVA was used to verify dif-
ferences in total time of exploration between the different treatments.
GraphPad Prism software was used to analyze the data. P < 0.05 was con-
sidered statistically significant.
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2.4.Conclusoes

Os resultados obtidos neste trabalho permitem afirmar que ambas as estruturas
cerebrais, regido CA1 do hipocampo dorsal e amigdala basolateral, participam da
consolidagdo da memoria de reconhecimento social, sendo moduladas pelos sistemas
noradrenérgico, dopaminérgico e histaminérgico, através dos receptores RB-
adrenérgicos, D1/D5 dopaminérgicos e H; histaminérgicos.

O sistema noradrenérgico atua sobre a consolidacdo da MRS através da
ativagao de receptores R-adrenérgicos na BLA, contudo a ativagao destes receptores
em CA1 prejudica a consolidagcdo da memoria. Diferentemente, o sistema
dopaminérgico participa da estabilizacdo da MRS através da ativagao dos receptores
D1/D5 em CA1, mas nao na BLA. Por outro lado, a consolidacdo da MRS é modulada
pela ativagao dos receptores H; histaminérgicos em ambas as estruturas.

Desta forma, é possivel concluir que a consolidagdo da MRS decorre de uma
complexa modulagao da circuitaria cerebral, que transpde 0 mecanismo dependente

de ocitocina, vasopressina e hormoénios sexuais, ja conhecido.
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CAPITULO III

METILFENIDATO INDUZ
DEPENDENCIA DE ESTADO NA
MEMORIA DE RECONHECIMENTO
SOCIAL
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3. Introducgao

O transtorno neuropsiquiatrico conhecido como Transtorno do Déficit de
Atencdo e Hiperatividade (TDAH) apresenta hiperatividade, impulsividade e
dificuldades em manter relacionamentos sociais, além do déficit cognitivo
(DICKSTEIN et al., 2006; GALVAN et al., 2006; SEMRUD-CLIKEMAN et al., 2010;
TRIPP; WICKENS, 2009). O tratamento desta patologia consiste em uma abordagem
multimodal que combina opgdes farmacoldgicas e nao-farmacolédgicas. Apesar da
existéncia das opgdes nao-farmacoldgicas, como a terapia cognitivo comportamental,
0 neurofeedback e as intervengdes alimentares, as medicagdes estimulantes ainda
sao a principal conduta terapéutica para o TDAH (VAN DER SCHANS et al., 2017). A
droga de primeira escolha no tratamento farmacolégico do TDAH é o metilfenidato
(MPH), principio ativo dos medicamentos comercializados no Brasil sob os nomes
comerciais Ritalina® e Concerta® (LANGE et al., 2010; VAN DER SCHANS et al.,
2017). O mecanismo completo pelo qual o MPH exerce seus efeitos cognitivos e
comportamentais permanece desconhecido. Estudos indicam que o MPH se liga aos
transportadores de dopamina (DAT) e aos transportadores de noradrenalina (NET),
na membrana celular do terminal pré-sinaptico, bloqueando a recaptacao destas
monoaminas, e resultando no aumento dos seus niveis no meio extracelular
(BUSARDO et al., 2016; KUCZENSKI; SEGAL, 2002; MOTAGHINEJAD et al., 2015).

O MPH ¢é semelhante estrutural, funcional e farmacologicamente a
metanfetamina, o que o torna em uma substancia com alto potencial de abuso e
dependéncia, apesar de ser menos potente e ter uma duragdo mais longa quando
comparado a esta droga (MOTAGHINEJAD; MOTEVALIAN; SHABAB, 2016a;
TAGAYA, 2010). Considerando o risco de abuso e dependéncia, a prescricdo deste
farmaco é autorizada apenas para tratar pessoas com transtornos ou doencgas, sob
controle especial (BARROS; ORTEGA, 2011). Contudo, o aumento dramatico da
utilizagdo do MPH nas ultimas duas décadas resultou no crescente emprego off-label
do estimulante, ou seja para usos nado meédicos, como: o recreativo, a fim de aumentar
o tempo de vigilia e disposi¢cdo; o estético, para facilitar o emagrecimento; e o
aprimoramento cognitivo, com o intuito de melhorar o desempenho cognitivo
profissional e académico (ALBERTSON et al.,, 2016; BARROS; ORTEGA, 2011;
VOLKOW, 2005).
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O aprimoramento cognitivo — neuroaprimoramento, doping académico ou
cerebral, como também & chamado — € acarretado pelo aumento na capacidade de
concentragado, atencao e estado de alerta, proporcionado pelo farmaco (BEYER,;
STAUNTON; MOODLEY, 2014; DILLER, 1996). O emprego deste método é cada vez
mais crescente no ambiente académico, empresarial e militar (WHETSTINE, 2015). O
neuroaprimoramento € mais prevalente nos Estados Unidos do que na Europa,
contudo, em ambas as regides, o MPH é o farmaco mais utilizado (MAIER et al., 2015).

O uso de agentes farmacoldgicos a fim de impulsionar os processos cognitivos,
tem sido um dos tépicos mais discutidos e polémicos na neurociéncia, filosofia e midia.
Existem visbes antagbnicas sobre o uso das chamadas “smart drugs” por individuos
neurotipicos (MOHAMED, 2014). Alguns estudiosos sao defensores firmes do
aprimoramento cognitivo farmacoldgico, enquanto outros se opdem completamente a
ele (BELL; LUCKE; HALL, 2012; FORLINI; RACINE, 2009; GREELY et al., 2008).
Diversas questdes éticas surgem a partir desta pratica. Este aprimoramento resulta
apenas em melhores notas e melhor performance no trabalho, ou significa também
melhora no bem-estar dos individuos? E vantajoso submeter individuos livres de
desordens clinicas aos efeitos colaterais associados a esses medicamentos, incluindo
o risco de adigao, a fim de obter melhor desempenho intelectual? Pode esta pratica
causar algum tipo de injustica na sociedade, como resultado da desigualdade de
acesso a essas drogas? Seria o neuroaprimoramento uma forma de trapacga?
Poderiam estas drogas serem empregadas de forma coercitiva no ambiente escolar e
profissional? Estas e muitas outras perguntas devem ser debatidas a fundo, a fim de
avaliar a questao ética do aprimoramento cognitivo farmacoldgico (MEULEN;
MOHAMED; HALL, 2017; MOHAMED, 2014; WHETSTINE, 2015).

Além disso, deve-se levar em consideracao que estudos com psicoestimulantes
tém resultados mistos sobre a cognicao, e todas as melhorias parecem ser modestas
e de curto prazo na populagao normal. Elliot e colaboradores observaram que o MPH
melhorou a performance em tarefas de memaria de trabalho e de planejamento, porém
nao teve efeito sobre o nivel de atencao (ELLIOTT et al., 1997). Posteriormente, Mehta
et al. verificaram que a melhora na memoria de trabalho era acompanhada de
alteracbes no fluxo sanguineo cerebral no cértex pré-frontal dorsolateral e no cértex
parietal posterior (MEHTA et al., 2000). Os efeitos do MPH sobre as memorias
incidentalmente e formalmente adquiridas foram avaliados por lzquierdo e
colaboradores (IZQUIERDO et al., 2008). Neste estudo, o MPH tornou ambos os tipos
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de memdrias mais persistentes e reverteu o declinio da persisténcia da memoria
incidental relacionada com a idade. Ademais, um estudo de meta-analise apontou
uma melhora na memoria produzida pelo MPH, mas sem evidéncias consistentes
sobre outros dominios da cognicao (REPANTIS et al., 2010). Por outro lado, outros
estudos ndo constataram beneficios do uso do MPH em individuos saudaveis,
especialmente no que concerne a memoria (BATISTELA et al., 2016; CLATWORTHY
et al., 2009; STUDER et al., 2010; TOMASI et al., 2011). E importante ressaltar que
uma série de fatores fazem com que os possiveis beneficios cognitivos dos
estimulantes sobre essa populagao sejam dificeis de serem acessados, por exemplo,
a heterogeneidade da populagdo sem TDAH, as diferentes tarefas cognitivas
utilizadas e a falta de replicacdo dos estudos.

Embora as pesquisas em humanos sem qualquer diagnoéstico clinico sejam
limitadas, a pesquisa em animais saudaveis € mais abundante. Isto se deve em
grande parte a falta de um modelo animal ideal de TDAH, o que resultou na tendéncia
de usar ratos saudaveis em estudos com MPH. No entanto, as descobertas nestes
animais também s&o inconsistentes. Foram relatados efeitos positivos do MPH sobre
a memoria espacial no labirinto radial (ZHU; WEEDON; DOW-EDWARDS, 2007),
retencdo e extingdo da memoria de medo condicionado ao contexto
(BETHANCOURT; CAMARENA; BRITTON, 2009; FURINI et al., 2017), e
mecanismos de potencializagdo e depressao de longa duragédo (DOMMETT et al.,
2008). Contudo nao foram relatados efeitos sobre tarefas complexas de discriminagao
de estimulo (GALIZIO et al., 2009), ou sobre o desempenho no labirinto aquatico
(MCFADYEN; BROWN; CARREY, 2002). Além disso, Chuhan e Taukulis observaram
comprometimento da memoria de reconhecimento de objetos (CHUHAN; TAUKULIS,
2006). Rostron também observou efeitos prejudiciais do MPH sobre a memoria
espacial, porém quando o farmaco estava presente tanto na sessao de treino quanto
de teste nédo foi verificado prejuizo, sugerindo um efeito de dependéncia de estado
(ROSTRON et al., 2013). Além das alteragdes comportamentais, o MPH pode causar
alteragdes celulares e teciduais. Estudos em ratos demonstraram que as
administragdes aguda e cronica de MPH podem induzir estresse oxidativo e
neurodegeneracdo em regides cerebrais como o hipocampo, amigdala e cortex
(MARTINS et al., 2006; MOTAGHINEJAD et al., 2017; REUS et al., 2014).

Considerando os resultados controversos apresentados, tanto em animais quanto em
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humanos, pesquisas robustas precisam ser conduzidas e replicadas a fim de delinear
os beneficios e danos do uso do MPH em individuos sadios.

Como mencionado anteriormente, o MPH afeta os niveis de DA e NA. Dada a
inervacgao difusa das fibras de monoaminas, os efeitos sobre o cérebro provavelmente
sdo generalizados (ROSTRON et al.,, 2013). No entanto, o cortex pré-frontal e o
hipocampo foram o foco de estudos usando o MPH em doses relevantes para o ser
humano. Estes estudos revelaram que o MPH administrado de forma aguda aumentou
a DA no PFC (BERRIDGE et al., 2006) e a NA no hipocampo (KUCZENSKI; SEGAL,
2002). Em ambos os casos, o aumento do neurotransmissor foi detectado apos 20
minutos e persistiu por pelo menos mais 20 minutos. Dada essa informacgao, parece
provavel que tarefas cognitivas que dependem dessas regides cerebrais e que
possam ser conduzidas durante o aumento da neurotransmissdo pelo MPH, sejam
sensiveis ao farmaco.

A memoéria de reconhecimento social € um componente basico do
comportamento social e é utilizada para discriminar sujeitos familiares e novos
(TANIMIZU et al., 2017). O processamento da informacgéao social requer uma complexa
circuitaria (CAMATS PERNA; ENGELMANN, 2015; WACKER et al., 2011). Estudos
prévios mostraram a importancia de regides cerebrais como o PFC e o hipocampo
(GARRIDO ZINN et al., 2016; KOGAN; FRANKLAND; SILVA, 2000; OKUYAMA et al.,
2016; RADELOFF et al., 2014). Um estudo recente demonstrou ainda que a MRS é
consolidada através da expressao génica mediada por CREB no hipocampo, cortex
pré-frontal medial, cértex cingulado anterior e amigdala (TANIMIZU et al., 2017). O
mesmo autor evidenciou, através de analises computacionais, que essas estruturas
formam uma rede cerebral que apresenta conectividade funcional com outras regides,
sendo que o hipocampo funciona como um centro para integrar as redes cerebrais e
gerar a MRS, enquanto que o cortex cingulado anterior e a amigdala s&o importantes
para coordenar a atividade cerebral quando a interagao social € iniciada, através da
conexao com outras regides cerebrais.

Considerando a problematica do uso off-label do MPH, o aumento de DA e NA
no hipocampo e CPF causado pelo uso da droga, a necessidade destas estruturas na
consolidagdo da MRS e a inexisténcia de dados sobre os efeitos dessa droga sobre a
MRS, este trabalho tem como objetivo preencher essa lacuna do conhecimento. Para
isso verificaremos o efeito sistémico e localizado do MPH sobre a MRS, com

tratamento agudo e crénico, em ratos saudaveis.
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3.1.Objetivos

3.1.1. Objetivo geral

Avaliar o efeito dos tratamentos agudo e crénico com metilfenidato sobre a

memoria de reconhecimento social.

3.1.2. Objetivos especificos

1. Investigar o efeito do tratamento agudo sistémico com MPH sobre a memodria
de reconhecimento social.

2. Verificar se a administracdo aguda sistémica de metilfenidato causa
dependéncia de estado da memoria de reconhecimento social.

3. Verificar o efeito da infus&do intra-CA1 ou intra-CPF do MPH sobre a memodria
de reconhecimento social.

4. Investigar se o efeito do MPH sobre a MRS se deve a inibicdo da recaptacéo
de dopamina e/ou noradrenalina no hipocampo e/ou no coértex pré-frontal.

5. Investigar o efeito do tratamento crénico com MPH sobre a MRS.
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3.2.Metodologia

3.2.1. Animais Experimentais

Foram utilizados ratos Wistar (CriCembe:WI) machos juvenis, de 22 a 30 dias
de idade, e adultos, de 3 meses de idade (aproximadamente 330g), mantidos em
caixas moradia em numero de 2 e 4 por caixa, respectivamente. Os animais foram
adquiridos do Centro de Modelos Biolégicos Experimentais (CEMBE) da PUCRS e
mantidos no biotério do Centro de Memoria, localizado no Prédio 64 da PUCRS, sob
ciclo claro/escuro de 12 horas, com agua e comida a vontade e temperatura ambiente
constante de 23°C. Os experimentos foram conduzidos durante o periodo claro do
ciclo. Todos os procedimentos foram realizados somente apds a aprovacédo da
Comiss&o de Etica no Uso de Animais da PUCRS, sob o registro CEUA 14/00429, e
estiveram de acordo com as normas do Diretriz Brasileira para o Cuidado e a
Utilizacdo de Animais em Atividades de Ensino ou de Pesquisa Cientifica do
CONCEA.

3.2.2. Cirurgia Estereotaxica

Para os experimentos relativos aos objetivos 3 e 4, os animais adultos foram
submetidos a cirurgia estereotaxica para implantagédo bilateral de canulas-guia na
regido CA1 do hipocampo dorsal (CA1; anterior, -4.2 mm; lateral, £3.0 mm; ventral,
-1.8 mm) ou no cortex pré-frontal medial (CPF; anterior +3.2, lateral £0,8, ventral -3.0
mm), seguindo as coordenadas do atlas de Paxinos e Watson (PAXINOS; WATSON,
1986). Todo o procedimento foi realizado com os animais previamente anestesiados
com cetamina, juntamente com xilazina, um sedativo/miorrelaxante/analgésico,
ambos administrados intraperitonealmente (i.p.), nas doses de 75 mg/Kg e 10 mg/Kg
respectivamente. Como analgésico pos-cirurgico os animais receberam nas primeiras

24 horas o anti-inflamatoério Meloxicam, de 8 em 8 horas.

3.2.3. Manipulagao

Nos trés dias anteriores aos experimentos, e pelo menos 5 dias apos a cirurgia
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estereotaxica, os animais adultos foram submetidos a sessbes diarias de
manipulagdo. Os juvenis foram manipulados durante dois dias previamente aos
experimentos comportamentais. Durante cada sessdo os animais eram levados do
biotério até a sala de manipulagao, retirados da caixa-moradia e manuseados durante
2 minutos. Apds 24 horas da ultima sessdo de manipulacdo os animais foram

submetidos aos paradigmas comportamentais.

3.2.4. Paradigma de Discriminagao Social

O paradigma de discriminagao social foi realizado em uma caixa retangular de
campo aberto medindo 60 x 40 x 50 cm, colocada em uma sala com iluminagéo fraca
e indireta. Duas gaiolas cilindricas idénticas, feitas em acrilico transparente, medindo
9 cm de didametro e 13 cm de altura, foram colocadas na caixa proximas aos cantos.
As gaiolas possuiam pequenos orificios de 1 cm de diametro, espagados a cada 1 cm
em sua parede, permitindo a passagem de odores (pistas olfativas), porém prevenindo
a interagdo direta entre o animal adulto e o juvenil. Um copo de Béquer repleto de
agua (500 mL) foi colocado em cima de cada gaiola para prevenir que os animais
adultos movessem ou subissem na gaiola. O campo, as gaiolas e os béqueres eram
limpos com uma solugao de alcool 70% entre a passagem de cada animal para
garantir a auséncia de pistas olfativas.

Os animais adultos passaram por um processo de habituacdo ao dispositivo
experimental, com duracdo de 4 dias e que consistiu em uma sessdo comportamental
diaria de 20 minutos, na qual os animais foram colocados individualmente no campo
aberto contendo as duas gaiolas, sem nenhum juvenil, para que o explorassem
livremente. Vinte e quatro horas antes da sessao de treino, sem a presenca dos
animais adultos, os juvenis foram colocados dentro das gaiolas, e permaneceram la
por um periodo de 20 minutos, para se habituarem a situagcédo de estar em um espaco
restrito, que é o cilindro de acrilico.

Vinte e quatro horas apds a Uultima sessao de habituagdo ao aparato
experimental, durante a sesséo de treino (primeiro encontro), o animal adulto era
colocado no centro do campo e exposto por uma hora a um juvenil dentro de uma
gaiola e a uma gaiola vazia (aleatoriamente selecionados e contrabalanceados para
cada grupo). A fim de avaliar a memoéria de longa duragéo, a sessao de teste (segundo
encontro) ocorria 24h apos a sessao de treino, e consistia na reexposi¢ao do animal
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adulto por 5 minutos ao mesmo juvenil (familiar) apresentado no dia anterior, durante
a sessao de treino, e a um juvenil desconhecido (novo), selecionado de acordo com
diferentes combinagdes previamente determinadas (Figura 12). Durante a sessao de
teste foi quantificado o tempo que o animal adulto passava explorando cada um dos
juvenis. O comportamento social exploratério foi definido como cheirar os juvenis com
o focinho através dos orificios do cilindro e cheirar a parede das gaiolas. Permanecer
ao redor dele nao foi considerado como comportamento exploratério. O tempo gasto
explorando cada juvenil foi medido por um avaliador, com o auxilio de um cronébmetro,
e expresso como porcentagem do tempo total de exploragao.

Em ambos os encontros, os juvenis foram mantidos nas gaiolas a fim de evitar
agressao do adulto para com eles, e também para garantir que o adulto iniciasse a
exploragao. Os dois juvenis (familiar e novo) eram provenientes de diferentes caixas-

moradia, assim seus odores eram diferentes para o animal adulto.

Figura 12. Representagao esquematica do protocolo experimental da tarefa de discriminagao

social e das intervengées farmacologicas
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(Fonte: Autor)

Verificou-se em experimentos prévios (dados nao publicados) que a MRS dura
pelo menos 7 dias apds o treino de 1 hora. Por outro lado, o treino com exposigao do
juvenil por apenas 5 minutos forma uma memaria mais fraca. Considerando este dado,
uma variagdo da tarefa, com o treino de 5 minutos, foi utilizada a fim de avaliar a

persisténcia da MRS, no tratamento crénico.
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3.2.5. Caracterizagao Farmacolégica do Metilfenidato

O farmaco utilizado neste estudo foi o cloridrato de metilfenidato (Ritalina,
Novartis), um inibidor dos transportadores de recaptagdo de dopamina e
noradrenalina, que acarreta um aumento da concentragdo extracelular destes
neurotransmissores. A partir das drageas, o principio ativo, metilfenidato, foi extraido
e analisado previamente a cada experimento, pela Prof. Dra. Mara Lise Zanini, no
Laboratério de Quimica LASINE da PUCRS, de acordo o procedimento descrito por
(BOCKELMANN, 2004) e descrito abaixo.

Eter dietilico e cloroférmio foram adquiridos da Merck e utilizados sem
purificacdo prévia. Foram amassados 20 comprimidos da droga contendo
metilfenidato (m = 2,78249), transferidos para um tubo Falcon de 50 mL e adicionados
35 mL de CHCIs. A mistura foi agitada no Vortex durante 10 minutos e centrifugada
durante 15 minutos a 3600 rpm. Apds a centrifugagao, o CHCI3 foi removido com uma
pipeta Pasteur para um baldo de 250 mL. O procedimento foi repetido e as fases do
cloroférmio foram unidas e secas no evaporador rotatorio. Foram adicionados ao
baldo 10 mL de éter dietilico e filtrado o sdlido por meio de funil de Blchner. Os cristais
foram lavados com 2 mL adicionais de éter dietilico e deixados secar em dessecador.
O material extraido € sdlido branco, soluvel em agua e 9% de soro fisiolégico. O
rendimento € de 5% da massa inicial.

A fim de determinar a estrutura quimica do produto obtido apds a extracéao,
foram realizadas as técnicas de espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear
de Hidrogénio, (1H-RMN) e a espectroscopia de Infravermelho com Transformada de
Fourier, (FTIR). Na técnica de espectroscopia de RMN de Hidrogénio (Figura 13), o
metilfenidato, solido branco, foi dissolvido em DMSO-D6, dimetilssulfoxido deuterado,
colocado em tubo de RMN e colocado em equipamento de RMN de 300MHz, na
Central Analitica do Instituto de Quimica da UFRGS. Na espectroscopia de
infravermelho (Figura 14), o espectro do metilfenidato foi obtido através da técnica de
UATR, em espectrofotdbmetro Perkin-Elmer, onde foi adicionado puro, apos secagem
em estufa. O espectrofotdmetro de Infravermelho esta localizado na Faculdade de
Quimica da PUCRS. Em ambos os espectros, os picos se referem aos grupos
quimicos existentes na molécula e foram comparados aos espectros de referéncia
das Figuras 15 e 16 (BOCKELMANN, 2004).



Figura 13. Espectro de RMN de Hidrogénio do produto obtido apds a extragao de metilfenidato das drageas de Ritalina
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Figura 15. Espectro de RMN de hidrogénio utilizado como referéncia para a extragdo do

metilfenidato
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Figura 16. Espectro de infravermelho utilizado como referéncia para a extragao do metilfenidato
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3.2.6. Intervengao Farmacolégica

Ap0s a confirmacao da estrutura quimica do produto obtido, o MPH, bem como
o seu veiculo de dissolugao (solugdo salina 0,9%), foram administrados via
intraperitoneal (i.p.) na dose de 2 mg/kg (BRITTON, 2012; GOMES et al., 2009;
SCHERER et al., 2010) ou diretamente na regido CA1 do hipocampo ou no cortex pré-
frontal medial na dose de 12.5 ug/lado (TYE et al., 2010a) de acordo com o objetivo
em estudo. As administragbes ocorreram em diferentes momentos: quando da
administragao sistémica, esta era realizada sempre 30 minutos antes da sesséo de
treino ou de teste, tempo este necessario para garantir que o MPH atinja o sistema
nervoso central e altere as concentragdes de dopamina e noradrenalina (ROWLEY et
al., 2014); as administragdes intracerebrais ocorreram sempre 10 minutos antes da

sessao de teste. Foram realizadas também infusoes intracerebrais, 10 minutos antes
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das sessoOes de teste, de Nisoxetina (10 ug/lado; (TYE et al., 2010b), um inibidor
seletivo dos transportadores de noradrenalina, e GBR12909 (7,85 pg/lado; (TYE et
al., 2010b), um inibidor seletivo dos transportadores de dopamina, ambos adquiridos
da Tocris.

Para a administragdo i.p. dos compostos farmacologicos foi utilizada uma
seringa hipodérmica com agulha estéril de 1 ml (27,5G x ’2”) da marca BD Bioscences.
Para realizar o procedimento, o animal foi cuidadosamente imobilizado com uma
compressa estéril e a agulha foi introduzida no quadrante inferior esquerdo do
abddmen do animal, fazendo um angulo de 20-45° com a parede abdominal. Antes de
dispensar o farmaco foi aspirado o conteudo para verificar se a agulha ndo atingiu
bexiga, intestinos ou algum vaso, estando a agulha em local certo, foi executada a
injecdo do farmaco. Para a infusdo farmacoldgica intracerebral uma guia de 30 G foi
acoplada a um tubo de polietileno (0,15” x 0,43” x 10’) e este sistema foi acoplado a
uma microseringa adquirida da empresa Hamilton Company, Estados Unidos, modelo
95 RN SYR, ideal para dispensar volumes de 0,5 pL até 5 yL. No momento da infus&o
o animal foi cuidadosamente imobilizado com uma compressa estéril e a guia de 30
G foi introduzida na canula guia de 22 G implantada na calota craniana dos animais
anteriormente mediante cirurgia estereotaxica, e entdo dispensado o farmaco ou
salina, ambos administrados obedecendo a uma média de velocidade de infusdo de
1uL/60 s. Apds o término da infuséo intracerebral a guia de infusao foi mantida por
mais 60 s dentro da canula guia para evitar o refluxo de liquido, e apds,
cuidadosamente retirada, colocada na outra canula e o processo foi repetido. O
volume de infusdo utilizado para a regido CA1 do hipocampo dorsal e para o CPFvm
foi de 1 uL por lado.

O tratamento agudo consistiu na administragao de uma ou duas doses do MPH
ou do seu veiculo, enquanto que o tratamento crénico consistiu na administragao de
MPH ou seu veiculo por 21 até 28 dias consecutivos, incluindo os dias de habituagao
e sessoes de treino e de teste, nos quais a administragao ocorreu sempre 30 minutos
antes de cada sesséo.

Com o intuito de avaliar se o MPH possuia algum efeito residual sobre a MRS,
realizou-se um periodo de wash out, que consiste no periodo necessario para que a

concentragdo da droga seja negligenciavel, depois de suspenso o tratamento.



85

3.2.7. Andlise histologica

Apoés o término dos experimentos comportamentais os animais previamente
operados foram avaliados histologicamente quanto a colocag&o de suas canulas e as
regides cerebrais atingidas pela infusdo, visando assim garantir que apenas os dados
comportamentais de animais que efetivamente receberam a administragcéo correta das
drogas fossem incluidos na analise estatistica final. Para isso, apds os procedimentos
comportamentais os animais foram submetidos a infusao bilateral de uma solugao de
azul de metileno a 4% através das canulas guia; quinze minutos depois foram
eutanasiados com uma overdose do anestésico tiopental sédico (100 mg/kg) e entao
decapitados. Seus cérebros foram removidos e colocados em uma solucéo de formol
4% por um periodo de quatro dias, quando entao foi realizada a analise histoldgica,
considerando somente os animais com a localizacdo das canulas dentro de 2 mm?

dos locais desejados (Figura 17).

Figura 17. Desenho esquematico dos locais de microinfusado

Desenho esquematico do cérebro de rato mostrando o local de implantagao das canulas de infusdo na
regido CA1 do hipocampo dorsal (a esquerda) e no cortex pré-frontal medial (a direita). (Fonte:
Adaptado de Fiorenza et al., 2012)

3.2.8. Analise estatistica

A analise estatistica foi realizada com o software Prism Graph-Pad 5.1. Os
dados obtidos na tarefa de discriminag&o social foram convertidos em porcentagem
do tempo total de exploragao, e expressos como media * erro padrdo. Para a analise
estatistica dos dados foi utilizado o teste t de Student, considerando a média teorica
de 50%, a fim de comparar a diferenga entre os tempos de exploragao entre o juvenil
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familiar e 0 novo em um mesmo grupo, e a ANOVA de uma seguida do Teste de
Comparacédo Multipla de Bonferroni foi utilizada para verificar diferengas entre os
grupos. Valores de p<0,05 foram considerados estatisticamente significativos.
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3.3. Resultados

Esta sessdo é dividida em duas partes: a primeira apresenta os resultados
obtidos a partir do tratamento agudo com MPH, na forma de artigo cientifico,
submetido ao periddico Neurobiology of Learning and Memory, sob o numero NLM-
17-185 (APENDICE A); a segunda parte corresponde aos resultados obtidos a partir

do tratamento crénico com MPH, que irdo gerar outro artigo cientifico.
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3.3.1. Parte I: Tratamento agudo com metilfenidato — Artigo original
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Abstract

Methylphenidate (MPH) is a widely prescribed drug for the treatment of attention-deficit
hyperactivity disorder. Findings in the literature suggest that the effects of MPH on
memory may result from increased extracellular levels of norepinephrine (NE) and
dopamine (DA). Here, we report that the systemic administration of MPH before the
acquisition phase in a social discrimination task impaired the retrieval of the social
recognition memory (SRM), but made it state-dependent: another administration of
MPH before the retention test recovered the SRM. We observed that the induction of
state dependency by MPH relies on the ventromedial prefrontal cortex (vmPFC), but
not on the CA1 region of the hippocampus (CA1). Also, the inhibitors of NE and DA,
nisoxetine and GBR12909, respectively, restored the SRM when infused into the
vmPFC. Only the GBR12909 was able to restore the SRM in the CA1, whereas
nisoxetine could not restore and even caused an impairment on memory retrieval when
infused alone before the retention test. The data suggest that the state-dependence of
SRM induced by MPH depends on an influence of both catecholamines on the vmPFC,
while NE inhibits the retrieval of SRM on the hippocampus.

Keywords: Social recognition memory; Methylphenidate; Hippocampus; Prefrontal
cortex; State-dependent learning.
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1 Introduction

Increases in the brain and peripheral norepinephrine (NE) and dopamine (DA) levels
have powerful effects on the learning of a variety of tasks and behaviors, including
acquisition and extinction of fear memory (lvan lzquierdo, Furini, & Myskiw, 2016;
Rosa, Myskiw, Furini, Sapiras, & Izquierdo, 2013; Sara, 2009). Locus coeruleus (LC)
neurons project to brain memory areas, including: hippocampus, basolateral amygdala
and prefrontal cortex (Clayton & Williams, 2000; Mello-Carpes & Izquierdo, 2013; Sara,
2009) where it releases either NE (Rosa et al., 2013; Sara, 2009) or DA (Devoto &
Flore, 2006; Takeuchi et al., 2016), or both (Devoto & Flore, 2006). Many conditions,
such as stress (Rosa et al., 2013) and pharmacological treatments can alter the
balance of these catecholamines (Devoto & Flore, 2006). In the reflex activation of
brain catecholamine levels and release, the pathway afferent vagal fibers-Nucleus of
the Solitary Tract-Nucleus Paragigantocellularis-Locus Coeruleus-regions involved in
early memory processing (CA1 region of the dorsal hippocampus, ventromedial
prefrontal cortex [vmPFC]) is of paramount importance (Clayton & Williams, 2000;
Mello-Carpes & Izquierdo, 2013).

Among the various drugs that affect the catecholamines levels and release,
methylphenidate (MPH) stands out for several reasons. It is the most commonly
prescribed drug for treatment of the attention-deficit and hyperactivity disorder
(Nyberg, 2014). It is also widely used in relatively low doses as a memory enhancer
both in rodents (Tye et al., 2010) and humans (Busardod, Kyriakou, Cipolloni, Zaami, &
Frati, 2016; Ivan Izquierdo et al., 2008). Its extensive use as a recreational drug by part
of the population is linked to its memory facilitatory properties (Nyberg, 2014). MPH
actions are believed to result from the increase of extracellular NE and DA levels in the
vmPFC (Berridge et al., 2006), hippocampus (Ronald Kuczenski & Segal, 2002),
lateral amygdala (Tye et al., 2010) and other brain regions known to be involved in
memory formation (Arnsten & Dudley, 2005; Devilbiss & Berridge, 2006; Russell, de
Villiers, Sagvolden, Lamm, & Taljaard, 1998). MPH action is attributed to the reuptake
inhibition of NE and DA by their transporters, NET and DAT (Busardo et al., 2016;
Ronald Kuczenski & Segal, 2002). The central catecholamine increase by MPH
systemic administration has been measured using microdialysis: it is importantly
augmented in both vmPFC and hippocampus (Berridge et al., 2006; R. Kuczenski &
Segal, 1997; Rowley et al., 2014; Weikop, Yoshitake, & Kehr, 2007).
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Social information processing requires a complex circuitry (Camats Perna &
Engelmann, 2015; Wacker, Engelmann, Tobin, Meddle, & Ludwig, 2011), which
includes the activation of prefrontal cortex and hippocampus (Kogan, Frankland, &
Silva, 2000; Radeloff et al., 2014; Tanimizu et al., 2017). Social recognition memory
(SRM) is crucial for to reproduce and to form social groups (Camats Perna &
Engelmann, 2015; Garrido Zinn et al., 2016). SRM is studied by measuring the time
spent by rats exploring an unknown versus a known conspecific. It relies on sniffing
and thus perceiving olfactory cues that distinguish both subjects, which is regulated by
oxytocin in the lateral septum linked with anandamide signaling in the nucleus
accumbens and by vasopressin in the olfactory bulb and anterior olfactory nucleus
(Camats Perna & Engelmann, 2015; Guzman et al., 2014; Mesic et al., 2015; Wacker
et al.,, 2011; Wei et al., 2015). It was recently reported that SRM is modulated by 3-
noradrenergic, D1-dopaminergic and H2-histaminergic receptors in the hippocampus
and basolateral amygdala (Garrido Zinn et al., 2016). Thus, SRM involves a complex
set of behaviors dependent on the interrelated activity of several brain structures and

some neurohumoral variables interacting with one another.

State-dependency occurs when a memory becomes dependent on a substance effect
or a behavioral circumstance that causes a state (eg., a mood) during its acquisition
and/or consolidation (Dell, 1961; lvan lzquierdo, 1965; Merlo & lzquierdo, 1965;
Overton, 1978; Rosa et al., 2013), and its retrieval is best when the subject is again
exposed to that state. NE and DA have been shown to be involved in state-dependent
fear memories (Piri, Rostampour, Nasehi, & Zarrindast, 2013; Rosa et al., 2013).
Furthermore, a previous report has suggested a facilitator state-dependent learning in
children using MPH (Swanson & Kinsbourne, 1976), while other studies antagonize
this hypothesis (Aman & Sprague, 1974; Steinhausen & Kreuzer, 1981; Stephens,
Pelham, & Skinner, 1984), raising a question: would the effects of improved cognition
conferred to MPH be a result of a state dependent learning?

The current study objects to verify the effect of MPH systemic administration, its

mechanisms and brain structures involved in SRM acquisition and retrieval.
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2 Materials and Methods
2.1 Animals

Adult (3-month-old, 300-330 g) and juvenile (22-30 postnatal days) male Wistar rats
(CrlIiCembe: WI) from the Centro de Modelos Biologicos Experimentais (CeMBE) of the
Pontifical Catholic University of Rio Grande do Sul (PUCRS - our regular provider)
were used. The animals were housed four to a cage with food and water ad libitum,
maintained under a 12/12-h light/dark cycle (lights on at 7:00 a.m.). The behavioral
experiments were conducted during the light phase of the cycle. All procedures were
approved by the Animal Committee on Ethics for the Care and Use of Laboratory
Animals of PUCRS, in compliance with National Institutes of Health guidelines for the
care and use of laboratory animals.

2.2 Surgery

Adult animals were implanted bilaterally with stainless steel 22- gauge guide cannulae
under deep anesthesia (75 mg/kg ketamine plus 10 mg/kg xylazine, i.p.) through
stereotaxic procedures, when necessary. The tips of the cannulae were aimed 1 mm
above the CA1 region of the dorsal hippocampus (CA1; anterior, -4.2 mm; lateral, £3.0
mm; ventral, -1.8 mm; relative to Bregma) or the ventromedial prefrontal cortex
(vmPFC; anterior, +3.2, lateral, 0,8, ventral, -3.0 mm; relative to Bregma) according
to Paxinos and Watson (Paxinos, 1986). The guide cannulae were fixed to the skull
with dental acrylic cement. All animals were allowed seven days for recovery from
surgery before behavioral procedures. They were handled daily for three days before
the behavioral experiments.

2.3 Pharmacological treatments

Methylphenidate (MPH), GBR 12909 (GBR) and Nisoxetine (Niso) were purchased
from Novartis, Tocris and Sigma—Aldrich, respectively. The doses used were derived
from previous data in the literature (Britton, 2012; Gomes et al., 2009; Scherer et al.,
2010; Tye et al., 2010). All drugs were dissolved in sterile saline 0.9%, which was
administered to the control groups. MPH was administered intraperitoneally (i.p.) at a
dose of 2 mg/kg (Britton, 2012; Gomes et al., 2009; Scherer et al., 2010) at a volume
of 1 mL/kg of body weight. Control group received an equivalent volume of saline 0.9%
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solution. MPH (12.5 pg/side) was also injected directly into CA1 region of hippocampus
or vmPFC (Tye et al., 2010). Nisoxetine (10 pg/side), a selective inhibitor of
noradrenaline transporter, and GBR12909 (7.85 pg/side), a selective inhibitor of the
dopamine transporter, were also infused into the CA1 region or the vmPFC (Tye et al.,
2010). Administrations have occurred at different times: systemic injection was always
performed 30 minutes before the sample phase and/or before the retention test, time
necessary to ensure that MPH reaches the central nervous system and changes the
concentrations of DA and NE (Rowley et al., 2014); while CA1 and vmPFC
microinfusions always occurred 10 minutes before the retention test. Microinfusion
volume used was 1.0 pL per side. At microinfusion, a tight-fitting 30-gauge infusion
cannula connected to a Hamilton microsyringe by polyethylene tubing was introduced
into the guide cannula. The infusion cannula extended 1.0 mm beyond the cannula tip.
The infusion was carried out over 60 s and the infusion cannula was left in place for an
additional 60 s to maximize diffusion and to prevent backflow of the drug, and then
carefully withdrawn and placed on the other side, after which the procedure was
repeated. For the i.p. injection, animals were gently immobilized, and the needle was
introduced in the left lower quadrant of the abdomen of the animal, at an angle of 20-
45° with the abdominal wall.

2.4 Social Discrimination Paradigm

Social recognition memory was accessed by using the social discrimination paradigm
as described by Garrido-Zinn et al. (Garrido Zinn et al., 2016). The apparatus used
was a white wooden open-field arena with a frontal glass wall (60 cm x 40 cm x 40 cm)
placed in a dimly illuminated room (Garrido Zinn et al., 2016). Two identical transparent
Plexiglas cylindrical cages (9 cm diameter x 13 cm high) were kept inside the arena
near to the corners. The cylinder cages had small holes (1 cm diameter spaced by 1
cm diameter) on the wall, allowing the passage of olfactory cues while preventing the
direct interaction between adults and juveniles. The arena and the cylinder cages were
cleaned with 70% v/v ethanol before and after each use. Adult animals were
individually habituated to the open field arena for 20 min per day for four consecutive
days. The empty cylinder cages were kept inside the arena during the habituation
session. Juveniles were habituated to being placed in the cylinder cages for 20 min 24
h before the sample phase. The sample phase took place 24 h after the last habituation
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session. The adults were individually placed in the center of the arena and allowed, for
1 h, to freely explore an unfamiliar juvenile placed in one of the cylinder cages
(randomly selected and counterbalanced for each group) and an empty cylinder. The
retention test occurred 24 h later, the adults were placed again in the open-field arena
with the previously introduced juvenile (familiar) and a second juvenile (novel) that had
no prior contact with the adult, placed in the cylinder that had been empty during the
sample phase, and allowed to freely explore the set-up for 5 min, after which they were
returned to their home cages. The two juveniles were from different home cages to
prevent the redundancy of olfactory cues. During the retention test, familiar and novel
juvenile exploration time was measured. Social exploratory behavior was defined as

sniffing and touching the cylinder cages.

2.5 Histology

Cannula placements were verified by infusing 4% methylene blue solution into the
cannulae two days after the last behavioral procedure. The spread of the dye was
taken as an estimate of the drug infusions in the same animal. Placements were
considered correct when the spread was 1 mm?® or less from the intended infusion sites
(Garrido Zinn et al., 2016; Rosa et al., 2013). Only data from animals with correct

cannulae implants were analyzed.

2.6 Statistical Analysis

Data from social discrimination task were analyzed by using one-sample Student’s t-
test considering the theoretical mean equal to 50% to compare the difference between
familiar and novel juveniles exploration time in the same group. One-way ANOVA
followed by Bonferroni’'s Multiple Comparison Test was performed to assess
differences between percentages of exploration time of novel juveniles on the retention
test. One-way ANOVA followed by Bonferroni’'s Multiple Comparison Test was also
used to verify differences in total exploration time between the different treatments.
GraphPad Prism software was used to analyze the data. P<0.05 was considered
statistically significant.
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3 Results

3.1 Effects of MPH given systemically before the sample phase and the retention
test on social recognition memory.

Animals received i.p injections of vehicle (Veh) or MPH (2 mg/kg) 30 minutes before
the sample phase on a social discrimination task and 24 h later were subjected to a 5-
min retention test. As shown in Fig. 1A, animals that received vehicle (Veh) before the
sample phase spent less time investigating the familiar juvenile (F) than the novel one
(N) during the retention test (one sample t-test: Fig. 1A, Veh t§=2.691, p<0.05). In
contrast, animals that received MPH systemically spent a similar amount of time
investigating the F and the N juveniles (one sample t-test: Fig. 1A, Veh £7=0.817,
p>0.05) during the retention test. One-way ANOVA showed a significant difference
between groups (F3,30=5.750, p<0.01) and the Bonferroni’s Multiple Comparison test
showed a difference between Veh-N and MPH-N groups in the retention test (p<0.05).
Thus, MPH given systemically 30 min before the social discrimination task hindered
SRM.

Since NE and DA may cause state dependency (Piri et al., 2013, p. 201; Rosa et al.,
2013) and the role of MPH in this process is still uncertain (Aman & Sprague, 1974;
Steinhausen & Kreuzer, 1981; Swanson & Kinsbourne, 1976), we investigated whether
MPH could cause state-dependent SRM, presumably by increasing both
neurotransmitters. Animals received i.p. injections of Veh or MPH (2 mg/kg) 30 min
before the sample phase and before the retention test of a social discrimination task.
The deleterious effect of the pre-sample phase injection of MPH was counteracted by
the pre-test i.p. administration of the same substance at the same dose (one sample
t-test: Fig. 1B, MPH-MPH {4=3.537, p<0.01). Additionally, the pre-test i.p
administration of MPH had no effect on its own on retrieval performance of the task
(one sample t-test: Fig. 1B, Veh-MPH £7y=4.054, p<0.01). This is characteristic of state-
dependency (Rosa et al., 2013; Stephens et al., 1984).

3.2 Can the pre-test infusion of MPH intra-CA1 or intra-vmPFC reverse the
amnestic effect of the pre-sample systemic injection of MPH?

To find out whether MPH induced SRM state dependency by an influence on the dorsal
hippocampus or on the vmPFC, or both, animals with bilateral cannulae implanted in

the CA1 region of the dorsal hippocampus or in the vmPFC were subjected to a social
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discrimination task. Thirty min before the sample phase animals received i.p. injections
of Veh or MPH (2 mg/kg), and 10 min before the retention test they received infusions
of Veh or MPH (12 pg/side) into the CA1 or into the vmPFC (Fig. 2). Animals that
received pre-sample Veh i.p. and pre-test Veh intra-CA1 or intra-vmPFC (one sample
t-test: Fig. 2, Veh-Veh CA1 £5=5.516, p<0.001; Veh-Veh vmPFC {=2.266, p<0.05),
as well as those that received pre-sample Veh i.p. plus pre-test MPH intra-CA1 or intra-
vmPFC (one sample t-test: Fig. 2, Veh-MPH CA1 {g)=2.807, p<0.05; Veh-MPH vmPFC
t7=2.871, p<0.05) and the ones receiving pre-sample MPH i.p. plus pre-test MPH
intra-vmPFC (one sample t-test: Fig. 2, MPH-MPH vmPFC £=3.110, p<0.05) spent
more time investigating the novel juvenile during the retention test; hence, they were
able to recognize the familiar juvenile. In contrast, animals that were exposed to the
systemic and to the intra-CA1 MPH infusions were unable to recognize the familiar
juvenile (one sample t-test: Fig. 2, MPH-MPH CA1 {5=0.477, p>0.05), investigating
both juveniles for a similar amount of time during retention test. One-way ANOVA
revealed significant differences between groups (F(11,9=9.374, p<0.0001) and the
Bonferroni’'s Multiple Comparison test showed differences between Veh-Veh-N and
MPH-MPH CA1-N groups on the retention test (p<0.05). Pre-test infusion of MPH into
the vmPFC reverted the amnesic effect of pre-sample phase MPH, but that into CA1
did not. Also, MPH did not affect SRM retrieval when infused into CA1 or vmPFC before
the retention test.

3.3 Is the reversal of pre-sample MPH effects by pre-test MPH mimicked by pre-
test blockade of brain NE or DA transporters?

Nisoxetine and GBR12909 are NE and DA transporters inhibitors, respectively, leading
to the cerebral increase of either NE or DA, unlike MPH (Tye et al., 2010). Since MPH
is believed to act on those carriers inhibiting both NE and DA reuptake (Busardo et al.,
2016), we examined whether its effect on SRM could be due to the increase of one of
these two specific neurotransmitters, or both; in addition to checking whether their
blockade had any effect on retrieval. Animals received injections of Veh or MPH (2
mg/kg) i.p. 30 min before the sample phase on the social discrimination task. Ten
minutes before the retention test, conducted 24h following the sample phase, animals
received infusions of Veh, nisoxetine (Niso, 10 ug/side) or GBR12909 (GBR, 7.85
Mg/side) intra-vmPFC (Figure 3). Animals that received injections of Veh, as well as
the animals treated with MPH i.p. and Niso or GBR intra-vmPFC were able to recognize
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the familiar juvenile during the retention test (one sample t-test: Fig. 3, Veh-Veh
t8)=3.615, p<0.01; MPH-Niso t=4.206, p<0.01; MPH-GBR {7=3.977, p<0.01). Fig. 3
also shows that animals receiving pre-test infusion of Niso or GBR intra-vmPFC were
able to recognize the familiar juvenile (one sample t-test: Fig. 3, Veh-Niso {7)=2.732,
p<0.05; Veh-GBR t)=2.395, p<0.05) in the retention test, suggesting that blockade of
neither NE or DA transporters has effect on SRM retrieval. The results strongly suggest
that the MPH-induced state dependency does not rely on each catecholamine
separately, but rather on both of them concomitantly in the vmPFC.

3.4 Should be the effect of MPH on CA1 region of hippocampus a result from the
increase of NE or DA, or both?

Considering that the catecholamine can have different effects on memory depending
on the brain structure they act, we investigated if the deleterious effect of MPH on
SRM, when infused into the CA1 region of dorsal hippocampus, was an effect of the
rise of NE or DA, or both. Therefore, animals received injections of Veh or MPH (2
mg/kg) i.p. 30 min before the sample phase on the social discrimination task. Ten min
prior to the retention test, animals received infusions of Veh, nisoxetine (Niso, 10
pg/side) or GBR12909 (GBR, 7.85 ug/side) intra-CA1 (Figure 4). Both animals that
received injections of Veh and those treated with MPH i.p. and GBR intra-CA1 spent
more time investigating the novel juvenile during the retention test (one sample t-test:
Fig. 4, Veh-Veh t410=8.080, p<0.0001; MPH-GBR t=2.649, p<0.05), ergo they were
able to recognize the familiar juvenile. Fig. 4 also shows that animals that received pre-
test infusion of GBR intra-CA1 were able to recognize the familiar juvenile in the
retention test, (one sample t-test: Fig. 4, Veh-GBR {(g=3.593, p<0.01) while the animals
treated with Veh i.p plus Niso pre-test (one sample t-test: Fig. 4, Veh-Niso f)=0.936,
p>0.05) and the animals treated with MPH i.p. plus Niso pre-test (one sample t-test:
Fig. 4, MPH-Niso £=0.975, p>0.05) did not, since the two latter groups investigated
both juveniles for a similar amount of time during retention test. One-way ANOVA
revealed significant differences between groups (F99=13.50, p<0.0001) and the
Bonferroni’'s Multiple Comparison test showed differences between Veh-Veh-N and
MPH-Niso-N groups and Veh-Veh-N and Veh-Niso-N groups es in the retention test
(p<0.05). These results suggest that the blockade of DAT has no effect on retrieval,
whereas the blockade of NET impaired the retrieval of SRM and the state dependency
in CA1.
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Importantly, no differences were found between the treatment groups versus the
control group in total exploration time during the retention test trough analysis with one-
way ANOVA followed by Bonferroni’s Multiple Comparison Test (Table 1). These
results suggest that the doses of the drugs used did not affect motor skills or basal
motivation to explore the juveniles. Therefore, the treatments effects on SRM shown
in Figs. 1 to 4 can safely be attributed to influences upon SRM processes, as concluded

from the corresponding experiments.

4 Discussion

In a previous study on fear extinction (Rosa et al., 2013) the effector pathway involved
both at the time of training and at the time of retrieval was shown to be the projection
of the LC to the CA1 region of the dorsal hippocampus.

Thus, the present results illustrate one more case of endogenous state dependency
involving catecholamine; this time concerning a non-fearful memory (SRM) and a final
set of fibers projecting from that circuit to the vmPFC rather than the hippocampus.
Both sets of results fit with the former proposal of the central cathecolamine roles in
memory modulation heralded long ago by Dell (Dell, 1961), Merlo and Izquierdo (Merlo
& lzquierdo, 1965), Izquierdo (lvan Izquierdo, 1965), Gold and van Buskirk (Gold &
van Buskirk, 1978), Frey (Frey, Schroeder, & Matthies, 1990), McGaugh (McGaugh,
2013), Sara (Sara, 2009) and others, but further studies suggest that at the level of the
effector side of the pathway initiated by the Nucleus of the Solitary Tract (Clayton &
Williams, 2000; Mello-Carpes & lzquierdo, 2013), different memories or behaviors
preferentially use different branches of the LC efferents: the one that goes to CA1 in
the case of fear memory (Rosa et al., 2013), and the one that goes to the vmPFC for
SRM (here).

When the present results are put together with those of Garrido-Zinn et al. recent paper
on SRM modulation by multiple neurotransmitter systems in the basolateral amygdala
and the hippocampus (Garrido Zinn et al., 2016), it is clear that the general regulation
of SRM is far more complex than hitherto suspected (Camats Perna & Engelmann,
2015; Guzman et al., 2014; Mesic et al., 2015; Wacker et al., 2011; Wei et al., 2015).
It involves top-down regulation by several neurotransmitter pathways acting in the
hippocampus, as shown by Rosa et al, (Rosa et al., 2013), or the vmPFC, as
demonstrated here.
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Further, the present findings indicate that both NE and DA are involved in the effects
of MPH on memory, as suggested by DeVilbiss and Berridge a decade ago (Devilbiss
& Berridge, 2006). In view of our results with Niso and GBR it would not be warranted
to attribute the central effects of MPH mainly to one of the two catecholamines
mentioned, as some authors do (Gvirts et al., 2016; lvan Izquierdo et al., 2008). It is
relevant to recall that the LC projects both noradrenergic and dopaminergic fibers to
the brain areas it innervates which include both the vmPFC and the hippocampus
(Takeuchi et al., 2016). However, the increase of the noradrenergic tonus in the latter
seems to be detrimental for the recall of SRM, which is in accordance with the findings
of Garrido-Zinn et al. that found that the (-agonist isoproterenol impaired the
consolidation of SRM (Garrido Zinn et al., 2016), but goes against the literature about
emotional and spatial memories that depends on adrenergic signaling (Gibbs &
Summers, 2002; Murchison et al., 2004; van Stegeren, 2008).

The effect of MPH described here might be related to the recreational use of the drug,
which may become addictive. Other drugs that modulate the reuptake of NE and DA
at brain synapses (cocaine, amphetamines) lead to addiction. It is conceivable that
the addiction results from the search for a brain state on which to become dependent
(Ivan Izquierdo & McGaugh, 1995). In the case of MPH and other drugs leading to high
brain NE and/or DA levels, the state could be such effect and/or the accompanying
cognitive change.

The present findings side with those of Swanson and Kinsbourne (Swanson &
Kinsbourne, 1976) who described state-dependency by MPH in children using
stimulant doses of the drug, and not with those of others who failed to find that (Aman
& Sprague, 1974; Becker-Mattes, Mattes, Abikoff, & Brandt, 1985; Steinhausen &
Kreuzer, 1981; Stephens et al., 1984).

To conclude: The present results show that SRM can be made state dependent on
MPH, and that this effect results from the induction of increased NE and DA
extracellular levels in vmPFC, but not in the CA1 region of dorsal hippocampus, both
at sample phase and at retrieval time. The effect presumably involves the reflex
activation of the brain NE (and DA), (Devoto & Flore, 2006; Takeuchi et al., 2016)

system that projects to the vmPFC.
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LEGENDS TO FIGURES

Figure 1. Methylphenidate induces state-dependent SRM. A) Thirty min before the
1-hour sample phase on social discrimination task animals received i.p. injections of
saline solution 0,9% (Veh) or methylphenidate (MPH, 2 mg/kg). Twenty-four hours later
animals were submitted to a 5-min retention test in the presence of the familiar juvenile
(F) and to a new one (N). B) Same protocol; but animals also received i.p injections of
Veh or MPH (2 mg/kg) 30 minutes before the retention test. Dots indicate the
theoretical mean of 50%. Data are expressed as mean + SEM (n=8-11 animals per
group) and presented as percentage of total exploration time. *P<0.05 Veh-N vs. MPH-
N, one-way ANOVA followed by Bonferroni’s Multiple Comparison test.

Figure 2. The state-dependency of SRM caused by MPH relies on prefrontal
cortex, but not on dorsal hippocampus. Animals with cannulae implanted into the
CA1 or into the vmPFC were subjected to the social discrimination task. Thirty min
before the sample phase, animals received i.p. injections of saline solution (Veh) or
MPH (2 mg/kg) and 10 min before the retention test, animals received intra-CA1 or
intra-vmPFC infusions of Veh or MPH (12 pg/side). In the retention test, animals were
presented to the juvenile previously met, the familiar juvenile (F), and to a novel one
(N), during 5 min. Dots indicate the theoretical mean of 50%. Data are expressed as
mean * SEM (n=8-10 animals per group) and presented as percentage of total
exploration time. *P<0.05 Veh-Veh CA1 N vs. MPH-MPH CA1 N, Bonferroni’s Multiple
Comparison test after one-way ANOVA.

Figure 3. The state-dependency effect of MPH on SRM relies on both NE and DA,
at least for the vmPFC. Animals with cannulae implanted into vmPFC were subjected
to the social discrimination task. Thirty min before the sample phase, animals received
i.p. administration of saline solution (Veh) or MPH (2 mg/kg). Ten min before the
retention test, conducted 24 hours after the training session, animals received intra-
vmPFC infusion of Veh or Nisoxetine (Niso, 10 ug/side) or GBR12909 (GBR, 7.85
Mg/side). In the retention test, animals were presented to the juvenile previously met,
the familiar juvenile (F), and to a novel one (N), during 5 min. Dots indicate the
theoretical mean of 50%. Data are expressed as mean + SEM (n=8-10 animals per
group) and presented as percentage of total exploration time.
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Figure 4. The state-dependency effect of MPH on SRM does not occur in CA1
because of blockade of NE transporter. Animals with cannulae implanted into the
CA1 region were subjected to the social discrimination task. Thirty min before the
sample phase, animals received i.p. administration of saline solution (Veh) or MPH (2
mg/kg). Ten min before the retention test, conducted 24 hours after the training
session, animals received intra-CA1 infusion of Veh or Nisoxetine (Niso, 10 pg/side)
or GBR12909 (GBR, 7.85 pg/side). In the retention test, animals were presented to the
juvenile previously met, the familiar juvenile (F), and to a novel one (N), during 5 min.
Dots indicate the theoretical mean of 50%. Data are expressed as mean + SEM (n=8-
10 animals per group) and presented as percentage of total exploration time. *P<0.05
Veh-Veh N vs. MPH-Niso N and Veh-Veh N vs. Veh-Niso N Bonferroni’'s Multiple
Comparison test after one-way ANOVA.

Table 1. Total exploration time during the 5-min retention test. Means + SEM are
shown; one-way ANOVA analysis followed by Bonferroni’s Multiple Comparison Test.
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Table 1. Total exploration time during the 5-min retention test. Means + SEM are shown; One-
way ANOVA analysis followed by Bonferroni's Multiple Comparison Test.

Group Total exploration time (s)
Veh 85.35+ 3.38

MPH i.p. 91.86 + 4.07

Vehi.p. - MPH i.p. 71.89 +10.43

MPH i.p. - MPH i.p. 91.15+ 8.06

MPH i.p - MPH intra-CA1 68.00 + 4.67
MPH i.p - MPH intra-CPF 80.65 + 9.21
Vehip - MPH intra-CPF  71.88 £ 11.57
MPH i.p. - GBR intra-CPF 67.70 £ 5.39
MPH i.p. - Niso intra-CPF 70.05 + 6.58
Vehi.p. - GBR intra-CPF 68.13 £ 8.35
Veh i.p. - Niso intra-CPF  84.74 £ 7.97
MPH i.p. - GBR intra-CA1 80.57 £ 6.16
MPH i.p. - Niso intra CA1 85.09+7.22
Vehi.p. - GBR intra-CA1 7190 £4.42
Veh i.p. - Niso intra-CA1  65.20 + 4.91
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3.3.2. Parte ll: Tratamento cronico com metilfenidato

Com o objetivo de verificar o efeito do tratamento crénico com metilfenidato
sobre o processo de formacdo da memoria de reconhecimento social, animais adultos
receberam diariamente solugado salina 0,9% (VEH) ou MPH (2 mg/kg), via
intraperitoneal, durante 21 dias. Nos dias de habituagao, treino e teste no paradigma
de discriminagao social, os animais receberam a inje¢do 30 minutos antes da sesséo
experimental. Na sess&o de treino houve a exposi¢do do animal adulto a um juvenil
desconhecido por 1 hora. Vinte e quatro horas apds a sessao de treino, os animais
foram submetidos a sessao de teste, com exposigao ao juvenil familiar e a um juvenil

novo, durante 5 minutos.

Figura 18. Efeito do tratamento crénico com metilfenidato sobre a memoéria de reconhecimento

social
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Os animais adultos receberam injecdes intraperitoneais de solugéo salina 0,9% (Veh) ou metilfenidato
(MPH, 2 mg/kg) durante 21 dias, sempre 30 minutos antes de qualquer sessao experimental. Na sesséo
de treino, os animais adultos foram expostos a um juvenil desconhecido por 1 hora. Vinte e quatro horas
apos, os animais foram submetidos a sessdo de teste, no qual foram apresentados ao juvenil
previamente encontrado na sesséo de treino, o juvenil familiar (F), € a um juvenil novo (N), durante 5
minutos. Os pontos indicam a média tedrica de 50%. Os dados sdo expressos como média * erro
padréo e apresentados em porcentagem do tempo total de exploragdo. n=12 animais por grupo.

Como pode ser observado na figura 18, os animais de ambos os grupos de
tratamento foram capazes de reconhecer o juvenil familiar durante a sessao de teste,
uma vez que passaram mais tempo explorando o juvenil novo do que o familiar (one
sample t-test: Fig. 18, Veh {(11)=2.574, p<0.05; MPH £(11)=5.598, p<0.01). A ANOVA
de uma via demonstrou diferenca significativa entre os grupos (Fs, 44y = 20.19,

p<0.001). O teste de comparagdes multiplas de Bonferroni revelou diferengca apenas
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intra-grupo (VEH F vs. VEH N e MPH F vs. MPH N) na sessdo de teste
(p<0.001). Esses resultados estdao de acordo com os resultados do tratamento agudo,
demonstrando que a dependéncia de estado se mantém com o tratamento
prolongado.

Os mesmos animais foram treinados e testados novamente, com diferentes
juvenis, apdés 14 dias sem qualquer tratamento, a fim de verificar se existia algum
efeito residual do MPH sobre a MRS, a longo prazo (Figura 19). Da mesma forma que
no experimento anterior, tanto o grupo controle quanto o grupo tratado com MPH
obtiveram performance normal no teste de discriminacédo social, sendo capazes de
reconhecer o juvenil familiar (one sample t-test: Fig. 19, Veh (11)=2.382, p<0.05; MPH
t(11)=4.856, p<0.01). A ANOVA de uma via demonstrou diferenga significativa entre
0s grupos (F3, 44) = 10.76, p<0.001) e o teste de comparag¢des multiplas de Bonferroni
revelou diferenga apenas intra-grupo (VEH F vs. VEH N e MPH F vs. MPH N) na
sessao de teste (p<0.01). Os dados sugerem que o MPH nado produz nenhuma

consequéncia que afete a MRS, até 14 dias apos o fim do tratamento.

Figura 19. O metilfenidato ndo causa efeito a longo prazo sobre a MRS, até 14 dias apés o fim

do tratamento
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Quatorze dias apods o fim do tratamento com solugéo salina 0,9% (Veh) ou metilfenidato (MPH, 2
mg/kg), os animais foram treinados novamente na tarefa de discriminagéo social, com juvenis diferentes
do primeiro experimento, e 24 h depois foram testados. Os pontos indicam a média tedrica de 50%. Os
dados sdo expressos como média + erro padrdo e apresentados em porcentagem do tempo total de
exploragédo. n=12 animais por grupo.

Tempo de exploragao (%

Baseados em experimentos pilotos, sabia-se que a MRS, obtida através da
sessao de treino de 1 hora, durava por pelo menos 7 dias, contudo o treino de 5
minutos ndo (dados ndao mostrados). Nao € possivel avaliar um periodo maior que 7
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dias em funcéo do crescimento dos juvenis. Uma vez que n&do observamos nenhum
efeito aparente do tratamento crénico com o MPH sobre a MRS e, considerando os
diferentes efeitos dessa droga descritos na literatura, decidimos investigar se poderia
haver alguma consequéncia sobre a persisténcia da memoria. Para tanto, os animais
foram tratados com Veh ou MPH, por 21 dias. No 20° dia de tratamento os animais
foram treinados no paradigma de discriminacdo social, sendo expostos a um
coespecifico juvenil, por somente 5 minutos. Vinte e quatro horas apos, foram testados
sob a apresentacéo do juvenil familiar e de um novo individuo. Como pode ser visto
na figura 20, ambos o0s grupos experimentais apresentaram a habilidade de
reconhecer o juvenil familiar preservada (one sample t-test: Fig. 20, Veh #(11)=2.856,
p<0.05; MPH t(11)=2.542, p<0.05) no teste 24 h apds. Os animais continuaram
recebendo as inje¢des diarias de Veh ou MPH por mais 7 dias, quando foram testados
novamente, na presengca do mesmo juvenil familiar apresentado anteriormente e de
um juvenil novo. Os animais que receberam salina ndo foram capazes de reconhecer
o juvenil familiar (one sample t-test: Fig. 20, Veh £(11)=0.024, p=0.98), enquanto que
os animais tratados com MPH despenderam mais tempo explorando o juvenil novo, o
que permite inferir que evocaram a memoria original (one sample t-test: Fig. 20, MPH
t(11)=3.206, p<0.01). A ANOVA de uma via mostrou diferenca significativa entre os
grupos (F7, 88)=6.456; p<0.001). O teste de comparagbes multiplas de Bonferroni
revelou diferengas intra-grupo (VEH F 24h vs. VEH N 24h; MPH F 24h vs. MPH N 24h
e MPH F 7d vs. MPH N 7d; p<0.01), e entre grupos (VEH F 24h vs. MPH N 24h; VEH
N 24h vs. MPH F 24h; MPH F 24 h vs. MPH N 7d; MPH N 24 h vs. MPH F 7d; VEH F
24h vs. MPH N 7d e VEH N 24h vs. MPH F 7d, p<0.001), contudo nao apontou
diferenga entre os grupos VEH e MPH no teste 7 dias apds. Estes resultados sugerem
que o MPH pode ter um efeito facilitador na persisténcia da memoaria.

A fim de verificar se este possivel efeito perdurava, mesmo na auséncia da
droga, os animais foram submetidos ao tratamento com Veh ou MPH por 21 dias, sem
passar por nenhuma tarefa comportamental; apés 7 dias de wash out, foi dado inicio
ao protocolo de discriminagao social (Figura 21). Na primeira sessao de teste, 24 h
apods o treino de 5 minutos, tanto os animais tratados com Veh, como os com MPH,
foram capazes de reconhecer o juvenil familiar (one sample t-test: Fig. 21, Veh
t(13)=2.644, p<0.05; MPH {(13)=3.214, p<0.01). Ja& na segunda sesséo de teste,
realizada apos 7 dias, ambos os grupos de animais exploraram igualmente os juvenis
familiar e novo (one sample t-test: Fig. 21, Veh £(13)=0.114, p=0.91; MPH £(13)=0.241,
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p=0.81), indicando a incapacidade de evocar a MRS. A ANOVA de uma via mostrou
diferenca significativa entre os grupos (Fz 104=5.231; p<0.001). O teste de
comparagdes multiplas de Bonferroni revelou diferengas apenas intra-grupo (VEH F
24h vs. VEH N 24h; MPH F 24h vs. MPH N 24h, p<0.001) e entre os grupos (VEH F
24h vs. MPH N 24h; VEH N 24h vs. MPH F 24h, p<0.001) no teste 24h. Os resultados
obtidos indicam que o MPH n&o produz efeitos sobre a MRS que perduram na
auséncia da droga.

Figura 20. O tratamento crénico com metilfenidato facilita a persisténcia da meméria de

reconhecimento social.
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Os animais adultos receberam injec¢des intraperitoneais de solugéo salina 0,9% (Veh) ou metilfenidato
(MPH, 2 mg/kg) durante 28 dias, sempre 30 minutos antes de qualquer sesséo experimental. No 20°
dia os animais foram submetidos a sess&o de treino, na qual foram expostos a um juvenil desconhecido
por 5 minutos. Vinte e quatro horas apds, os animais foram submetidos a sessao de teste, no qual
foram apresentados ao juvenil previamente encontrado, o juvenil familiar (F), e a um juvenil novo (N),
e o tempo de exploragao foi medido durante 5 minutos. No 28° dia os animais foram submetidos a uma
nova sessao de teste, no qual foram submetidos ao juvenil familiar e a um novo juvenil. Os pontos
indicam a média tedrica de 50%. Os dados séo expressos como média * erro padrdo e apresentados
em porcentagem do tempo total de exploragédo. n=12 animais por grupo; *p<0.05.
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Figura 21. O efeito facilitador do tratamento crénico com metilfenidato ndao perdura na auséncia

da droga.
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Os animais adultos foram submetidos ao tratamento com solucao salina 0,9% (Veh) ou metilfenidato
(MPH, 2 mg/kg) durante 21 dias. Apds o fim do tratamento, passaram por um periodo de wash out de
7 dias, para entdo serem submetidos a tarefa de discriminagdo social com sessido de treino de 5
minutos. Vinte e quatro horas apéds o treino, os animais foram submetidos a primeira sessao de teste,
no qual foram apresentados ao juvenil previamente encontrado na sesséo de treino, o juvenil familiar
(F), e a um juvenil novo (N), e o tempo de exploragéo foi medido durante 5 minutos. Apds 7 dias, os
animais foram submetidos a uma nova sesséo de teste, no qual foram submetidos ao juvenil familiar e
a um novo juvenil. Os pontos indicam a média tedrica de 50%. Os dados s&o expressos como média +
erro padréo e apresentados em porcentagem do tempo total de exploragdo. n=14 animais por grupo.

A ANOVA de uma via ndo apontou diferengas significativas nos tempos de
exploragéo durante as sessdes de treino de 5 minutos, (Tabela 1; F3, 48=0.864;
p=0.46), nem durante as sessdes de teste (Tabela 2; F(11,140=1.15; p=0.32), entre os
grupos, demonstrando que o MPH nao exerce nenhum efeito sobre o comportamento

exploratdrio.

Tabela 1. Tempo total de exploragao durante o treino de 5 minutos. Dados apresentados como

média + erro padrao.

Grupo Tempo de exploragao (s)
Veh sem wash out 113.0 £ 8.80
MPH sem wash out 129.8 £ 9.08
Veh com wash out 115.7 £ 7.00

MPH com wash out 116.1 £ 6.78
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Tabela 2.Tempo total de exploragao durante o teste. Dados apresentados como média * erro

padréo.

Grupo Tempo de exploragao (s)
Veh 21 dias 84.6 £4.60
MPH 21 dias 90.6 + 6.91
Veh 14 dias sem tratamento 88.7 £ 7.54
MPH 14 dias sem tratamento 86.4 +7.30
Veh sem wash out — Teste 24h 90.5+6.44
MPH sem wash out — Teste 24h 92.8 +7.81
Veh sem wash out — Teste 7d 81.1+£3.75
MPH sem wash out — Teste 7d 91.2+5.26
Veh com wash out — Teste 24h 100.9 £ 8.23
MPH com wash out — Teste 24h 106.2 £ 4.39
Veh com wash out — Teste 7d 89.1+7.34
MPH com wash out — Teste 7d 87.2+6.54
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3.4.Discussao

Tomados em conjunto, nossos dados revelam que a memoéria de
reconhecimento social é dependente do aumento dos niveis de dopamina e
noradrenalina, causado pela administracdo aguda ou crbénica de metilfenidato,
caracterizando o fenébmeno conhecido como dependéncia de estado. Para que ocorra
a evocacao da MRS, este fendmeno € dependente do cértex pré-frontal ventromedial,
mas nado da regido CA1 do hipocampo dorsal, e do aumento dos niveis de
noradrenalina e dopamina na primeira estrutura. O efeito negativo do MPH sobre o
hipocampo parece ser decorrente do prejuizo que o aumento de noradrenalina causa

sobre a evocacédo da MRS.

A dependéncia de estado € caracterizada por estimulos enddgenos ou
exoégenos (drogas, horménios, estimulagcao elétrica, dor, contexto ambiental, etc)
capazes de modular a memodria durante a consolidacdo e a evocagao, fazendo a
recordacdo de determinada informagéo possivel somente se o sujeito estiver em um
estado sensorial e fisiolégico muito semelhante aquele em que ocorreu a
aquisigao/consolidacao (EICH, 1980; IZQUIERDO, 2011; JAMALI-RAEUFY et al.,
2011; OVERTON, 1978; RADULOVIC; JOVASEVIC; MEYER, 2017). Postula-se que
esses estimulos servem como pistas para posterior evocagao (IZQUIERDO, 2011).

Em humanos e roedores, o aprendizado dependente de estado é
frequentemente relatado com o uso de psicoestimulantes, como a anfetamina,
cocaina e cafeina (BUSTAMANTE et al., 1970; ROMIEU; LUCAS; MAURICE, 2006;
SANDAY et al., 2013). Estudos das décadas de 70 e 80 apresentaram resultados
controversos sobre a existéncia de dependéncia de estado por MPH, posto que relatos
sugeriam que o farmaco causava o fendbmeno em criangas hiperativas (SHEA, 1982;
SWANSON; KINSBOURNE, 1976), enquanto uma série de outros estudos nao
apoiavam essa hipotese (AMAN; SPRAGUE, 1974; BECKER-MATTES et al., 1985;
STEINHAUSEN; KREUZER, 1981; STEPHENS; PELHAM; SKINNER, 1984). O
assunto ficou entdo esquecido por mais de duas décadas, até Rostron e
colaboradores observarem que o MPH causava um prejuizo sobre a memoria
espacial, contudo este era revertido quando o farmaco estava presente em ambas as
sessodes de treino e teste, sugerindo um efeito de dependéncia de estado (ROSTRON
et al., 2013). Este estudo estéd de acordo com 0s nossos achados, uma vez que
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também verificamos um prejuizo da MRS, com a administragdo de uma dose de MPH
previamente a sessdo de treino, que foi revertida ao administrarmos a droga
previamente a aquisi¢ao e evocagao.

Rosa et al. verificou a ocorréncia de dependéncia de estado no processo de
extincdo da memoaria de esquiva inibitéria com envolvimento de noradrenalina e da via
Nucleo do trato solitario — Locus coeruleus — Hipocampo (ROSA et al., 2013). O
presente trabalho ilustra mais um caso de dependéncia de estado enddgena
envolvendo catecolaminas, porém desta vez compreendendo uma memoria nao
aversiva, e um conjunto de fibras, provenientes do circuito acima citado, direcionado
ao cortex pre-frontal. Ambos os estudos se encaixam na proposta, ha muito descrita,
de que as catecolaminas centrais figuram papeis importantes na modulacido da
memoria (DELL, 1961; FREY; SCHROEDER; MATTHIES, 1990; GOLD; VAN
BUSKIRK, 1978; IZQUIERDO, 1965; MCGAUGH, 2013; MERLO; IZQUIERDO, 1965;
SARA, 2009).

Os resultados obtidos com GBR e Nisoxetina, inibidores do DAT e NET,
respectivamente, indicam que ambos o0s neurotransmissores, DA e NA, estéo
envolvidos nos efeitos do MPH sobre a memoaria, como sugerido por DeVilbiss e
Berridge (DEVILBISS; BERRIDGE, 2006). Ja foi proposto anteriormente que os
efeitos centrais do MPH seriam atribuidos principalmente a uma das duas
catecolaminas mencionadas (GVIRTS et al., 2016; IZQUIERDO et al., 2008), contudo
este trabalho refuta esta hipétese. E importante lembrar que o locus coeruleus, o maior
nucleo produtor de NA do SNC, projeta fibras que inervam varias areas cerebrais,
incluindo o cértex pré-frontal e o hipocampo, e, também liberam DA (DEVOTO;
FLORE, 2006; TAKEUCHI et al., 2016). Contudo, observamos que o aumento do
tébnus noradrenérgico na ultima estrutura parece ser prejudicial para a evocacéo da
MRS, o que esta de acordo com os nossos achados prévios de que o agonista -
adrenérgico, isoproterenol, impede a consolidagao da MRS (GARRIDO ZINN et al.,
2016). Estes dados divergem da literatura, que aponta que varios tipos de memoria
dependem da sinalizagéo adrenérgica (GIBBS; SUMMERS, 2002; MURCHISON et
al., 2004; VAN STEGEREN, 2008). No entanto, analisando os resultados obtidos aqui,
juntamente aqueles descritos no Capitulo Il, que mostram a modulagdo da MRS por
diferentes sistemas de neurotransmissores na amigdala e no hipocampo (GARRIDO
ZINN et al., 2016), fica claro que a regulagédo da MRS é muito mais complexa do que
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até entdo se suspeitava (CAMATS PERNA; ENGELMANN, 2015; GUZMAN et al.,
2014; MESIC et al., 2015; WACKER et al., 2011; WEI et al., 2015).

Apesar de alguns estudos terem verificado prejuizo sobre as memdrias espacial
e de reconhecimento de objetos (LEBLANC-DUCHIN; TAUKULIS, 2007, 2009;
SCHERER et al., 2010) e alteragdes estruturais e celulares (MOTAGHINEJAD;
MOTEVALIAN; SHABAB, 2016b; REUS et al., 2014; SCHERER et al., 2010; VAN DER
MAREL et al., 2015) com o tratamento crénico com MPH, no presente trabalho nao
observamos nenhum efeito deletério do tratamento sobre a avaliagdo comportamental
da MRS, mesmo apds 14 dias do fim deste. Pelo contrario, observamos um aumento
da persisténcia da MRS que, no entanto, ndo se manteve na auséncia do MPH. O
aumento da persisténcia da MRS pelo MPH é apoiado pelo trabalho de Izquierdo e
colaboradores, no qual memodrias incidentalmente e formalmente adquiridas se
tornaram mais persistentes com o uso do MPH (IZQUIERDO et al., 2008). Duas
hipoteses podem ser levantadas a partir dos resultados aqui obtidos: 1) o tratamento
crénico com MPH possui um efeito benéfico sobre a MRS, diferentemente de outros
tipos de memodrias; 2) os efeitos sao resultado da dependéncia de estado. A segunda
opcgao parece ser plausivel, baseado na dependéncia de estado observada com o
tratamento agudo, contudo mais estudos s&o necessarios para descartar a primeira
opgao.

Os efeitos do MPH aqui descritos podem estar relacionados ao uso off-label da
droga, por exemplo para o neuroaprimoramento cognitivo, que pode se tornar viciante.
Outras drogas que alteram a recaptagao celular de NA e/ou DA, como a cocaina e as
anfetaminas, levam & adicdo. E possivel que o vicio resulte da busca por um “estado”
cerebral para se tornar dependente (IZQUIERDO; MCGAUGH, 1995). No caso do
MPH e outros medicamentos que levam a altos niveis altos de NA e/ou DA, este
estado pode ser um efeito cognitivo que o acompanha.

A dependéncia de estado, observada no presente estudo, pode explicar em
parte a suposta melhora cognitiva observada em seres humanos. Explica também o
grande numero de dados divergentes sobre os efeitos do MPH sobre a memoaria.
Apesar de levarmos sempre em consideragao a variedade de doses e formas de
administragao do farmaco, dos testes cognitivos empregados, da espécie e idade dos
sujeitos estudados, dentre os diversos fatores que contribuem para essa variabilidade,

elucidar o mecanismo de acdo do MPH sobre a memoria em individuos saudaveis
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continuara sendo um tépico importante para novas pesquisas, principalmente por seu

papel na saude publica atual.
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CONCLUSOES

Os resultados desta tese de doutorado indicam que:

1) A regiao CA1 do hipocampo dorsal, a amigdala basolateral e o cortex preé-
frontal ventromedial s&do participantes basicos na regulagdo da memoria de
reconhecimento social;

2) A memoria de reconhecimento social € modulada, de diferentes maneiras, pela
acao da noradrenalina, dopamina e histamina sobre os receptores [3-adrenérgicos,
D1/D5 dopaminérgicos e H; histaminérgicos, na regiao CA1 do hipocampo dorsal e na
amigdala basolateral:

a. A atividade normal dos receptores 3-adrenérgicos é necessaria para a
consolidagdo da MRS na BLA, enquanto que a sua ativagéo, na regiao
CA1, impede a consolidagao deste tipo de memodria;

b. O bloqueio dos receptores D1/D5 na regiao CA1 impede a consolidagao
da MRS, ao passo que na BLA, o bloqueio destes receptores n&o possui
efeito sobre a MRS;

c. Os receptores Hy sdo essenciais em ambas as estruturas cerebrais para
a consolidagao da MRS.

3) O MPH, administrado de forma sistémica aguda, previamente a aquisigao da
informacéo, bloqueia a MRS;

4) O bloqueio é revertido pela administracdo de MPH no momento da aquisi¢ao e
da evocagao da informacédo social, caracterizando o fenbmeno conhecido como
dependéncia de estado;

5) O aprendizado dependente de estado, associado ao uso de MPH, requer a
participacdo do CPFvm, mas nao de CA1;

6) O aumento de noradrenalina em CA1 prejudica a evocagéao da MRS;

7) O tratamento crénico de 21 dias com MPH causa uma maior persisténcia da
MRS;

8) O efeito do MPH sobre a persisténcia da MRS nao perdura na auséncia da
droga, mais uma vez sugerindo que seus efeitos sobre a MRS s&o decorrentes do
fendbmeno de dependéncia de estado.
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Desta forma, é possivel concluir que o processamento da MRS decorre de uma
complexa modulagcdo da circuitaria cerebral, que se utiliza dos sistemas
noradrenérgico e dopaminérgico no hipocampo dorsal, cortex pré-frontal e amigdala
basolateral, transpondo o mecanismo dependente de ocitocina, vasopressina e

horménios sexuais, ja conhecido.
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