
UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL 

INSTITUTO DE CIÊNCIAS BÁSICAS DA SAÚDE 

PROGRAMA DE PÓS-GRADUAÇÃO EM CIÊNCIAS BIOLÓGICAS: 

FARMACOLOGIA E TERAPÊUTICA 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Lariza Oliveira de Souza 

 
 
 
 
 
 

 
AVALIAÇÃO DA CONTRIBUIÇÃO DO RECEPTOR DE ESTROGÊNIO 

ACOPLADO À PROTEÍNA G (GPER1) NA CONSOLIDAÇÃO E 

RECONSOLIDAÇÃO DA MEMÓRIA EM MODELO EXPERIMENTAL COM RATOS 

WISTAR. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Porto Alegre 

2020 



Lariza Oliveira de Souza 

 
 
 
 
 
 

AVALIAÇÃO DA CONTRIBUIÇÃO DO RECEPTOR DE ESTROGÊNIO 

ACOPLADO À PROTEÍNA G (GPER1) NA CONSOLIDAÇÃO E 

RECONSOLIDAÇÃO DA MEMÓRIA EM MODELO EXPERIMENTAL COM RATOS 

WISTAR. 

 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 

Dissertação apresentada ao Programa de 

Pós-Graduação Ciências Biológicas: 

Farmacologia e Terapêutica, Universidade 

Federal do Rio Grande do Sul para obtenção 

do título de Mestre. 

Orientador: Dra. Nadja Schröder 

 
 
 
 
 
 
 
 

Porto Alegre 

2020 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Dedico este trabalho em memória do meu avô, 

Camilo Alves de Souza. 



Agradecimentos 

 
 

Primeiramente agradeço a Deus, por me permitir a conclusão de mais uma 

importante etapa em minha vida; 

Aos meus pais, Joiciane Oliveira de Souza e Claudionor Câmara de Souza, por 

todo o carinho e dedicação em minha educação. Sempre me incentivando a seguir 

em frente neste caminho; 

À minha irmã Larissa Oliveira de Souza, por todos os anos em que me ajudou 

em trabalhos escolares e até mesmo em ensinamentos para a vida. Obrigada pelos 

momentos divertidos entre irmãs; 

Aos meus avós paternos, Camilo Alves de Souza (in memorian), por todo o 

amor e tempo que estivemos juntos e Gregória Câmara de Souza; por sempre 

perguntar como estou e saber se estou me cuidando nesses tempos difíceis; 

A toda minha família que sempre me apoiou nas minhas decisões e na 

profissão que escolhi para minha vida; 

Aos meus inestimáveis amigos, Izabelly Lucas, Jéssica Fernandes, Alisson 

Costa, Pedro Gabriel, Isis Liz, Natália Regina, Matheus Dias e Eliziéle Paroli que 

conquistei ao longo dos anos e que sempre permanecem ao meu lado não importando 

onde esteja; 

Agradeço à minha orientadora Prof. Dr. Nadja Schröder pelo, incentivo e todos 

os ensinamentos que me ajudaram desde o início, até a conclusão deste trabalho. Por 

sempre estar disposta a tirar minhas dúvidas e me guiar ao caminho certo até aqui; 

A meus amigos e companheiros de grupo de pesquisas, Sarah Luize Camargo 

Rodrigues, Maria Paula Arakaki Severo, Patrícia Molz e José Afonso Corrêa da Silva, 

por toda a ajuda na realização deste trabalho e pelos conhecimentos a mim passados, 

sua dedicação é um exemplo para minha vida e profissão; 

A Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS), o Instituto de Ciências 

Básicas da Saúde (ICBS) e ao Programa de Pós Graduação Farmacologia e 

Terapêutica pelo incentivo e pelos conhecimentos por eles oferecidos; 

Ao suporte financeiro das agências de fomento à pesquisa científica: 

CAPES e CNPq. 

A todos que trabalham no Centro de Reprodução e Experimentação de Animais 

de Laboratório (CREAL), pelo cuidado com nossos animais. 



Aos professores da pós-graduação que me inspiraram no desejo de ser uma 

pesquisadora da área de Farmacologia e Terapêutica. 

E por fim, gostaria de agradecer a todos aqueles que porventura não foram 

citados, agradeço imensamente. 



RESUMO 

 
 

O estradiol (E2) embora, seja um hormônio de produção na sua maioria 

gonadal, pode ser sintetizado no sistema nervoso a partir do colesterol por uma 

conversão dependente de aromatase. Seus efeitos, irão depender dos níveis 

hormonais e da interação de diferentes receptores de estrogênio nos circuitos neurais. 

Seus mecanismos de resposta ainda não foram completamente esclarecidos, porém 

sabe-se que ocorrem por meio da ativação de receptores intracelulares de estrogênio 

(ERs), ERα e Erβ, os quais funcionam através da indução da transcrição gênica e do 

recentemente caracterizado, receptor de estrogênio acoplado à proteína G (GPER1), 

relacionado à uma rápida sinalização da membrana, mediada pelo seu ligante 

estradiol . Sabe-se que o estradiol está envolvido em diversas funções de 

neuroproteção, controle da neuroinflamação, promovendo também o crescimento de 

sinapses glutamatérgicas, e com importância na função mitocondrial. Essas ações são 

fundamentais para a manutenção da função cognitiva, memória e proteção contra 

danos celulares associados ao estresse cognitivo. Essas funções são muito bem 

descritas na literatura com relação a fêmeas, porém seus efeitos em machos, ainda 

são muito pouco explorados. Sendo assim, será importante determinar quais os 

efeitos fisiológicos desses receptores de estrogênio, especialmente o acoplado a 

proteína G, durante a consolidação e reconsolidação da memória, em ratos machos. 

O objetivo do presente trabalho foi buscar estabelecer o papel do GPER1 nos 

processos de consolidação e reconsolidação da memória, além de investigar o perfil 

temporal da ativação do receptor GPER1 sobre a consolidação da memória de ratos 

machos adultos, por meio da administração sistêmica de seu agonista G-1. A 

administração subcutânea de G-1 (0, 15, 75 ou 150 µg/kg), foi realizada em 

intervalos diferentes após a realização do treino nas tarefas comportamentais de 

reconhecimento de objeto e esquiva inibitória.. Os grupos que receberam tratamento 

com G-1 na dose mais alta, imediatamente após o treino, apresentaram ação 

melhoradora da memória em ambas as tarefas, enquanto a administração do seu 

antagonista G15 (100 µg/kg) teve efeito amnésico na tarefa de reconhecimento de 

objeto. A administração de G-1 3 ou 6 horas após o treino não teve efeitos sobre a 

memória nas duas tarefas. Além disto, também não foi observado efeito sobre a 

reconsolidação da memória de esquiva inibitória. Desta forma, neste trabalho, 

exploramos estratégias farmacológicas através da administração do agonista e do 

antagonista de GPER1, levando em consideração seu 



perfil temporal, em testes comportamentais, para melhor compreensão dos seus 

efeitos em ratos machos adultos saudáveis. A partir dos resultados obtidos, podemos 

concluir que a estimulação do GPER1 modula positivamente os estágios iniciais da 

consolidação da memória. 

 
Palavras-chaves: GPER1, G1, machos, consolidação, reconsolidação, memória, 

estradiol. 



ABSTRACT 

 
 

Estradiol (E2), although mostly a gonadal hormone, can be synthesized in the 

nervous system from cholesterol by an aromatase-dependent conversion.. Its effects 

will depend on hormone levels and the interaction of different estrogen receptors in 

neural circuits. Its mechanisms have not yet been fully clarified, but they are known to 

occur through the activation of intracellular estrogen receptors (ERs), ERα and Erβ, 

which act through the induction of gene expression - and the recently characterized, G 

protein-coupled estrogen receptor (GPER1) related to a rapid membrane signaling, 

mediated by its ligand, estradiol . It is known that estradiol is involved in several 

functions, including neuroprotection, control of neuroinflammation, also promoting the 

growth of glutamatergic synapses, and with importance in mitochondrial function. 

These actions are essential for the maintenance of cognitive function, memory and 

protection against cellular damage associated with cognitive stress. These functions 

are very well described in the literature in relation to females, while on males are still 

very little explored. Therefore, it will be important to determine the physiological effects 

of these estrogen receptors, particularly of those of G protein-coupled receptors, 

during the consolidation and reconsolidation of memory, in males rats. The aim of the 

present study was to establish the role of GPER1 in the processes of memory 

consolidation and reconsolidation, in addition to investigating the temporal profile of 

the participation of the GPER1 on memory consolidation in adult male rats, through 

the systemic administration of its agonist, G-1. The subcutaneous administration of G- 

1 (0, 15, 75 or 150 µg/kg), was performed at different intervals after the training session 

of behavioral tasks of object recognition and inhibitory avoidance. Groups that 

received treatment with G-1 at the highest dose, immediately after training showed 

improved memory in both tasks. The administration of GPER1 antagonist, G15 (100 

µg/kg), impaired object recognition memory consolidation G1 administration at 3 or 6 

hours after training revealed no effects on inhibitory avoidance and recognition 

memory. Moreover, we did not observe any effects of G1 administration on inhibitory 

avoidance memory reconsolidation. Therefore, in the present work, weused 

pharmacological strategies through the administration of GPER1 agonist and 

antagonist, taking into account their temporal profile, in behavioral tests, to better 

understand their effects in adult male rats. Taking together the present findings indicate 

that GPER1 stimulation modulates early memory consolidation in male rats. 



 

 

Keywords: GPER1, G1, males, consolidation, reconsolidation, memory, estradiol. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

 
A memória é a capacidade de armazenar informações, de modo que possam 

ser recuperadas quando buscamos recordá-las. Ocorre pela formação de conexões 

neuronais presentes no cérebro. Estas conexões serão responsáveis por captar 

informações através dos órgãos sensoriais, como no sistema visual, por exemplo, em 

que as informações visuais, serão encaminhadas para diferentes partes do córtex 

visual. O córtex frontal irá receber informações operacionais de curto prazo, como as 

de utilização imediata. Essas informações são encaminhadas para o hipocampo, que 

é responsável pela formação da memória a longo prazo e que utiliza fatores 

emocionais vinculados a tais informações para que estas possam ser reativadas 

quando necessárias. Os fatores emocionais que auxiliam no processo de 

memorização são formados por conexões neurais localizadas na amígdala, 

permitindo a ação rápida. 

Os estrogênios são hormônios esteróides que são sintetizados nas gônadas e 

distribuídos em diversos órgãos, tais como útero, mama, ovário, pulmão e rim, além 

de serem encontrados nos ossos e no encéfalo. O estradiol (E2), é a forma mais 

potente e predominante de estrogênio, o qual possui vários efeitos sobre a cognição 

e a função cerebral (Bean et al. 2014; Kim et al., 2016). Os efeitos do estradiol na 

memória dependem dos níveis hormonais e da interação de diferentes receptores de 

estrogênio nos circuitos neurais. Os mecanismos subjacentes aos efeitos do estradiol 

ainda não estão completamente elucidados. Entretanto, acredita-se que estes sejam 

primariamente mediados através da ativação de receptores intracelulares de 

estrógeno (ERs), ERα e Erβ (Bean et al. 2014). O estradiol induz a transcrição 

gênica através dos receptores de estrogênio alfa (ERα) e beta (ERβ), e a rápida 

sinalização da membrana mediada por um receptor de estrogênio acoplado à 

proteína G recentemente caracterizado, que será mais adiante aprofundado no 

estudo. Cada um dos receptores apresenta distribuições distintas e capacidade de 

influenciar a sinalização dependente de estradiol. 

Estudos realizados com o uso de agonistas específicos dos receptores, 

propõem que todos os três receptores ativam rapidamente a sinalização de quinases 

e têm complexas influências dependentes da dose na memória. Pesquisas que usam 

camundongos knockout para receptores, demonstram que ERα mantém a 

transcrição e a memória quando os níveis de estradiol diminuem. 
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Nota-se, que a capacidade do estradiol para a melhora da cognição diminui 

com a idade avançada, juntamente com a diminuição da expressão dos receptores de 

estrogênio (Bean et al., 2014). 

O estrogênio tem a capacidade de regular várias funções neuronais, como o 

aprendizado e a memória (McEwen and Alves, 1999; McEwen et al 2012), com efeitos 

do estrogênio observados em cérebros masculinos e femininos (Gillies and McArthur, 

2010). Entretanto, se encontra muito bem consolidado na literatura, a influência do 

estradiol em fêmeas e seus efeitos na memória e cognição (Smejkalova and Woolley, 

2010; Dumitriu et al., 2010; Srivastava and Penzes, 2011), semelhante aos seus 

efeitos reprodutivos, que ocorrem por meio da ligação aos receptores nucleares 

clássicos ERα e ERβ. Esses receptores, que foram primeiramente isolados e 

caracterizados do útero, foram posteriormente encontrados em muitos locais do 

cérebro. Então a partir desse momento, muitos estudos foram realizados para 

caracterizar os mecanismos somente dos receptores clássicos de estrogênio (ERα e 

ERβ). Geralmente, desenvolvidos com roedores fêmeas, podendo ou não, de acordo 

com a pesquisa, passar pelo procedimento de ovariectomia (Srivastava and Penzes, 

2011). Com a recente identificação do receptor acoplado à proteína G (GPER1), 

novos trabalhos foram sendo realizados com o objetivo de elucidar  seus 

mecanismos relacionando a função cognitiva a outros elementos, em roedores 

fêmeas (Alexander et al., 2017; Machado et al., 2019). Porém, ainda se há 

necessidade de buscar mais respostas, com relação às informações sobre este 

receptor acoplado à proteína G em machos. 

Sendo assim, será importante para futuras pesquisas determinar qual os efeitos 

fisiológicos desses receptores de estrogênio, principalmente o acoplado à proteína G, 

durante a consolidação da memória em machos. 

2 REFERENCIAL TEÓRICO 

2.1 Estrogênios 

 
 

Os estrogênios são hormônios que derivam do colesterol e desempenham 

papel crucial em ambos os sexos. São responsáveis por diversos processos 

fisiológicos como o crescimento celular, reprodução, desenvolvimento e diferenciação 

sexual, bem como estão envolvidos em processos patológicos como neoplasias, 

inflamação, neurodegeneração (Baudry et al., 2012; Al-Sweidi et al., 2012), doenças 
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cardiovasculares (Murphy and Steenbergen, 2007) e metabólicas, além de 

osteoporose (Hadji, 2012). O local de síntese de estrogênios varia de acordo com o 

gênero e, no caso das mulheres, com a idade. Em fêmeas, o estradiol é secretado em 

quantidades significativas somente pelos ovários, embora quantidades mínimas 

também sejam secretadas pelos córtices adrenais (Baird, 1974; Aedo et al.,1980; 

Shoham and Schachter, 1996). Durante o período fértil da vida da mulher, os ovários 

representam o sítio primário de síntese do estradiol (E2), o qual é o mais predominante 

e potente (Colleen et al.; 2008). 

Na fase folicular do ciclo menstrual, a síntese de estrógenos é realizada a partir 

dos folículos, enquanto na fase lútea é o corpo lúteo o responsável por essa síntese. 

A síntese de E2 depende de dois tipos celulares diferentes: as células da teca e da 

granulosa, dentro dos folículos, e as células tecais ovarianas e as granulosas- 

luteínicas, dentro do corpo lúteo (Shoham and Schachter, 1996). As células da teca e 

as tecaluteínicas obtêm o colesterol e então produzem androstenediona a qual se 

difunde até a camada granulosa. Nas células da granulosa, o hormônio folículo 

estimulante (FSH), através da via da adenilatociclase, estimula as células a 

produzirem aromatase (Shoham and Schachter, 1996). A aromatase é a enzima que 

converte a androstenediona em estrona (E1). A estrona, então, por ação da enzima 

17β-hidroxiesteroide desidrogenase (17β-HSD) é convertida em E2 (Figura 1). Uma 

via alternativa é a conversão da mesma androstenediona em testosterona pela 17β- 

HSD e, em seguida, a conversão da testosterona em E2 pela aromatase. Há também 

a produção de estriol (E3) que é um estrogênio fraco; e produto oxidativo derivado do 

estradiol e da estrona, e a sua conversão se dá, principalmente, no fígado (Colleen et 

al., 2008). Nos machos aproximadamente 20% do hormônio é formado nas células de 

Leydig localizadas nos testículos (Dorrington et al., 1975; Payne et al., 1976; Carreau 

et al., 2010), o restante é formado nos tecidos periféricos pela aromatização dos 

andrógenos, principalmente a testosterona (Hess and Cooke, 2018). O processo de 

conversão da testosterona em estrogênio ocorre com a participação da enzima 

aromatase. A atividade da aromatase aumenta com a idade e com a obesidade 

(Colleen et al.; 2008). 

Por mais que o estradiol seja um hormônio de produção na sua maioria 

gonadal, o E2 pode ser sintetizado no sistema nervoso a partir do colesterol por uma 

conversão dependente de aromatase (Baulieu, 1997; Compagnone and Mellon, 2000). 

Esses esteróides são sintetizados de novo por meio do colesterol ou de precursores 
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esteróides importados de áreas periféricas, em várias regiões do cérebro, incluindo o 

hipocampo, hipotálamo e córtex cerebral, por ambos os neurônios e glia. Estes 

hormônios sintetizados localmente (tecido neural) são chamados de neuroesteroides. 

No cérebro, o colesterol é convertido em pregnenolona (Preg) a partir do colesterol 

pela enzima de clivagem da cadeia lateral (P450scc) na mitocôndria, como em órgãos 

esteroidogênicos periféricos. Em seguida, a Preg é metabolizada no retículo 

endoplasmático liso e convertida em progesterona, alopregnanolona (Alop), 

deidroepiandrosterona (DHEA) ou E2 (Sierra et al., 2003). Quando sintetizado de novo 

no tecido cerebral, E2, agora um neuroesteróide, pode alcançar altas concentrações 

e agir por mecanismos não genômicos rápidos que envolvem receptores de 

membrana E2 específicos (GPER). 

 
Figura 1: Síntese de hormônios esteroides a partir do seu precursor, colesterol. 

 
 

Fonte: Autor. 

 

 
2.2 Receptores de Estrogênio 

 
 

 
O uso de camundongos nocaute e ligantes seletivos têm servido como 

importante ferramenta no estudo dos subtipos de ERs, logo levando a uma melhor 

compreensão destes receptores (Österlund, 2009). Os receptores intracelulares 

clássicos, ERα e ERβ, contribuem para os mecanismos que promovem o 

funcionamento neuronal por meio do estrogênio, sinalizando e desempenhando 
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um papel igualmente importante na mediação da neuroproteção por este hormônio 

(Zhao and Brinton, 2007). 

Sendo assim, os receptores nucleares ERα e ERβ, modulam a transcrição de 

vários genes. Ambos são considerados receptores clássicos de estrogênio e são 

expressos em diferentes tecidos. O ERα predomina nos tecidos reprodutivos (ovário, 

útero), além de estarem presentes em mamas, rins, ossos, tecido adiposo e fígado 

(Birzniece et al 2006; Osterlund 2008). É associado aos efeitos feminilizantes 

estrogênicos e, o gene que codifica para este ER está localizado no cromossomo 6. 

Os ERβ estão presentes nos ovários, no sistema nervoso central, sistema 

cardiovascular, pulmões, órgãos sexuais masculinos, próstata, cólon, rins e no 

sistema imune. O gene que codifica para este ER está localizado no cromossomo 

14. Esses receptores nucleares estão presentes principalmente no citosol e quando 

ligados à molécula dos estrogênios se dimerizam e translocam-se para o núcleo. A 

resposta transcricional dessa sinalização ocorre devido a ligação deste dímero em 

sequências específicas do genoma denominadas Elementos Responsivos a 

Estrogênio (EREs). Porém, sabe-se que os estrogênios possuem efeitos genômicos 

via outros elementos responsivos como AP-1 (Activator Protein-1) e CREB (cAMP 

response element-binding protein), entre outros fatores de transcrição (Edward, 

2005). 

Em adição às alterações na maquinaria de transcrição nuclear mediada pelos 

estrogênios, essas moléculas possuem efeitos fisiológicos rápidos e não genômicos 

(Boonyaratanakornkit and Edwards, 2007; Fu and Simoncini, 2007). Os efeitos não 

genômicos mediados pelos estrogênios possuem diferentes candidatos como 

receptores. Entre eles se destacam os receptores ERα e ERβ, porém ancorados 

juntamente com complexos proteicos à membrana plasmática, e receptores 

inicialmente descritos como ER-X, Gq-mER e GPR30 capazes de ativar vias 

intracelulares independentes de transcrição nuclear. Foi demonstrado que o E2 é 

capaz de modular a resposta de receptor ionotrópico de glutamato por ação primária 

em outras proteínas, como por exemplo, canais de potássio retificadores de influxo 

(GIRK). A ativação desses canais leva a uma intensa hiperpolarização neuronal e o 

E2 tem a capacidade de modular negativamente essa resposta (Micevych and Kelly, 

2012). Outra via de ativação da resposta não genômica por estrogênios ocorre, por 

meio da geração de segundos mensageiros e ativação de receptor acoplado à 

proteína G. 
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O receptor GPR30, foi caracterizado ainda nos anos 1990 por diferentes grupos 

de pesquisa (O’Dowd et al., 1998; Camerci et al., 1997; Owman et al., 1996) e foi 

recentemente renomeado pela IUPHAR (International Union of Basic and Clinical 

Pharmacology) como GPER 1 (Filardo et al., 2007). 

2.3 GPER 1 – Receptor de estrogênio acoplado a proteína G 

2.3.1 Caracterização inicial de GPER 1 

 
 

Na década de 1990, um receptor acoplado à proteína G (GPCR) órfão, de alta 

afinidade com E2 e que possuía a capacidade de iniciar rápida sinalização em 

resposta a esse mesmo ligante da membrana plasmática, foi identificado inicialmente 

nas células de câncer de mama SKBR3. Este receptor, GPR30, agora chamado 

GPER1 pode ativar várias cascatas de transdução de sinal em resposta ao E2 

(Thomas et al.,2005; Hadjimarkou and Vasudevan, 2018). O GPER 1 é um tipo de 

receptor de membrana com sete domínios transmembrânicos acoplado à proteína G 

as quais ativam uma variada gama de cascatas intracelulares (Figura 2). Esse 

receptor está ligado ao complexo heterotrimérico da proteína G composto pelas 

subunidades α, β e γ. Evidências apontam que o GPER está ligado tanto à proteína 

Gi/o quanto à Gs (Cheng et al., 2014). Com a ligação do hormônio, ocorre uma 

mudança conformacional no receptor, o que possibilita o desacoplamento da 

subunidade Gα do complexo Gβγ. Os GPCRs são divididos em quatro famílias de 

acordo com o subtipo de Gα presente: Gαs, Gαi, Gαq/11, Gα12/13. Gαs ativa adenilil 

ciclase, aumentando os níveis intracelulares de AMP cíclico (AMPc), um importante 

segundo mensageiro celular, que ativa a proteína cinase A (PKA). Gαi, por outro lado, 

diminui os níveis de AMPc por inibir a atividade da adenilil ciclase. Gαq/11 estimula 

fosfolipase Cβ (PLCβ) e promove a produção de outros importantes segundos 

mensageiros como o diacilglicerol (DAG) e o inositol trifosfato (IP3). Gα12/13 é 

responsável por controlar a atividade de proteínas Rho (Sladek and Song; 2012). 

Segundo Filardo et al. (2000) o GPER é necessário para ativação induzida por 

E2 de Erk-1 e Erk-2 em células de câncer de mama. Outros estudos mostraram o 

envolvimento de GPER em ações de E2 em outros tipos de célula. Como macrófagos, 

em que GPER medeia a produção de fator de crescimento nervoso, como resposta 

ao E2 (Kanda and Watanabe, 2003a) e queratinócitos, em que o GPER medeia a 
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indução da expressão de proliferação celular induzida por Bcl-2 e E2 (Kanda and 

Watanabe, 2003b, 2004). 

 
Figura 2: Modelo exemplificando as diferentes formas de atuação do estradiol (E2). 

 

 

 
 

(A) Via de sinalização rápida do E2 através do receptor de estrogênio acoplado à proteína G (GPER) e 
dos receptores de membrana ativados por estradiol (mERα ou mERβ), essa sinalização rápida é 
dependente de diferentes cascatas intracelulares que levam a alterações fisiológicas rápidas ou levam 
à fosforilação do receptor de estrogênio do tipo alfa (ERα) e do fator de transcrição CREB. (B) A via de 
sinalização clássica ou genômica, na qual a ligação dos estrógenos aos ERα ou ERβ ocorre no 
citoplasma ou no núcleo celular, levando a formação de um complexo homo ou heterodímero o qual se 
liga no elemento responsivo ao estrogênio (ERE) dentro do DNA (Bean et al.;2014) 

 
 

2.3.2 GPER 1 e seus ligantes 

 
 

Os receptores de estrogênios clássicos apresentam uma forte afinidade para a 

molécula 17-β estradiol, encontrado no organismo, em comparação com seu isômero 

17 α-estradiol. Por meio de testes de ligação competitiva apresentaram similarmente, 

que o 17α-estradiol não pode ligar-se ao receptor GPER 1. Outras formas fisiológicas 

de estrogênios, estrona e estriol, assim como outros esteróides, incluindo cortisol, 

progesterona e testosterona, não se ligam ao GPER 1 (Thomas et al., 2006). 

Estudos comprovaram que o tamoxifeno, conhecido como um modulador 

seletivo de receptor de estrógeno (SERM), e ICI182,780 ligam-se de forma 

significativa ao GPER 1, porém, ao contrário das propriedades antagonistas que esses 
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compostos transmitem com respeito aos receptores de estrogênios clássicos, ambos 

os compostos servem como agonistas de GPER 1 (Revankar et al, 2005; Filardo et al, 

2000). Como efeito mediado pela ligação tamoxifeno-GPER 1, ocorre um aumento da 

incidência de hiperplasia do endométrio em pacientes com câncer de mama tratadas 

com esse medicamento, o qual é usualmente administrado na prática clínica (Smith et 

al, 2007; Senkus-Konefka et al, 2004). 

Um composto não esteróide, foi identificado por meio de uma combinação de 

triagem virtual e biomolecular para um ligante específico de GPER 1 e denominado 

de G-1 (Bologa et al., 2006). Pesquisas mostraram uma afinidade de ligação de G-1 

com GPER de cerca de 11 nM, em comparação com 6 nM para o E2. Nenhuma 

ligação significativa de G-1 em concentrações de até 1 uM pôde ser demonstrada para 

ERα ou ERβ. A caracterização da função de G-1 apresentou uma ativação de GPER 

1 seguida da mobilização de cálcio intracelular e ativação da fosfatidilinositol 3- 

quinases (PI3K). Desde então, G-1 tem sido utilizado em muitos estudos realizados 

para investigação do verdadeiro papel de GPER 1 em numerosos sistemas e em 

estudos com células cancerosas. Há pouco tempo, foi identificado o antagonista para 

o receptor GPER 1, G15, o que possibilitou ampliar o conhecimento das principais 

funções do GPER 1 nos sistemas reprodutivo e nervoso (Dennis et al., 2009). Em 

seguida a essa descoberta, outro antagonista que possui menor atividade com o 

receptor ERα e efeitos similares ao G-15 para GPER 1 foi também identificado e 

nomeado G-36 (Dennis et al., 2011). 

 

2.3.3 GPER 1, Localização e Distribuição 

 
 

Muitas pesquisas, aqui comentadas, propõem a caracterização da sinalização 

mediada por GPER 1 em culturas celulares. O GPER 1 tem sido considerado um 

receptor de membrana por muitos estudos, embora sua localização na célula ainda 

seja discutida (Funakoshi et al., 2006). Os primeiros trabalhos demonstraram a 

presença do receptor na membrana plasmática em preparações in vitro de membrana. 

Contudo, hoje se sabe também que a localização celular de GPER 1 pode ser 

também intracelular, principalmente no retículo endoplasmático e no aparelho de Golgi 

(Otto et al., 2008; Revankar et al., 2005). 
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A expressão do receptor GPER 1 foi identificada em diferentes tipos celulares 

como endotélio de pequenas artérias, em diversos tecidos como coração, rins, 

peritônio e trato genital, células de músculo liso e pericitos no cérebro, células 

principais gástricas no estômago e em células cromafins da medula das glândulas 

adrenais (Isensee et al., 2009). No sistema nervoso central foi identificado em 

subpopulações neuronais na camada II do córtex bem como no giro denteado, em 

populações de células do lobo intermediário e lobo anterior da hipófise (Isensee et al., 

2009). A expressão do receptor GPER 1 (proteína e o mRNA), também foi encontrada, 

em roedores machos e fêmeas, em diversos locais do sistema nervoso central e 

periférico, incluindo o córtex, hipocampo, hipotálamo, núcleos específicos da ponte, 

núcleo trigeminal, cerebelo, na medula espinhal e no gânglio dorsal da medula 

(Brailoiu et al, 2007; Dun et al, 2009 ; Hazell et al, 2009). Estudos dessa expressão 

de GPER1, utilizaram a estratégia de co-expressão do gene para o receptor 

juntamente com o gene repórter lacZ em roedores machos e fêmeas. 

Outros estudos ainda, realizados por meio da técnica de imunohistoquímica 

indicaram a expressão do receptor em diferentes áreas do prosencéfalo como na 

formação hipocampal (CA1-CA3), diferentes áreas do córtex, expressão pronunciada 

no hipotálamo (área pré óptica, núcleos supraquiasmático, PVN, SON, núcleo 

arqueado e ventromedial), no mesencéfalo (substância negra), núcleos pontinos e 

locus coeruleus, e algumas regiões da medula espinhal. Em complemento a estes 

resultados, outros estudos também apontaram a presença de GPER 1 na hipófise 

(lóbulos anterior, intermediário e neural), nas células cromafins da glândula adrenal, 

células musculares lisas da pelve renal e densa marcação nas células da granulosa 

dos ovários em detecção no corpo lúteo (Hazell et al., 2009). 

 
2.4 Memória 

 
 

A memória pode ser definida como a capacidade que o ser humano e os 

animais têm de armazenar informações que possam ser recuperadas e utilizadas 

quando requeridas. Dentro desta ampla capacidade, são vários os processos de 

memória: aquisição, formação, conservação e evocação de informações (Izquierdo, 

2011). O primeiro deles é o processo de aquisição de informações, também chamado 

de aprendizado e novos aprendizados podem, ou não, ser armazenados a longo 

prazo, de forma que posteriormente possam ser utilizados, quando o 
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organismo necessitar. A qual pode durar por tempos curtos ou ainda pode ser 

transformada em retenção de longa duração pelo processo de consolidação da 

memória. O curso do tempo de consolidação da memória parece variar amplamente 

dependendo dos parâmetros das tarefas de aprendizado e das estruturas encefálicas 

envolvidas (Medina et al., 2008). E então a evocação, também chamada de 

recordação, lembrança ou recuperação (Izquierdo, 2011). Ou seja, apenas se “grava” 

em nossa memória algo que aprendemos, assim, como poderemos somente recordar 

de algo, quando aquilo efetivamente for aprendido. 

Logo, a memória pode ser considerada como uma das principais 

particularidades biológicas comuns entre os seres vivos humanos e não humanos, 

contudo, o conteúdo existente da memória irá depender unicamente da experiência 

de cada indivíduo. Assim sendo, no caso dos humanos, o acervo de memórias de 

cada um, em conjunto com as características genéticas e comportamentais, permitirá 

a formação da estrutura essencial para a construção de uma personalidade própria. 

 

2.4.1 Tipos de memória 

 
 

São vários também os tipos e subtipos de memória, definidos com relação a 

tempo de duração ou a natureza de seu conteúdo (Izquierdo, 2011). Levando em 

consideração o tempo de retenção, pode-se qualificar a memória “ultra-rápida” (que 

dura por um curtíssimo período de tempo), a memória de curta duração e a de longa 

duração. Com relação à natureza podem ser classificadas em memórias implícitas 

(não-declarativa), explícitas (declarativa) e de trabalho. 

A memória implícita é a memória dos hábitos, procedimentos e regras, a 

memória de representação perceptual, a aprendizagem associativa e não associativa, 

formas de memória que não podem ser descritas facilmente com palavras e sua 

avaliação geralmente é por meio de demonstração. Na pesquisa com animais não- 

humanos, a classificação previamente mencionada pode ser difícil de aplicar, 

principalmente pela forma restrita que a memória pode ser avaliada em outras 

espécies. A figura 3 mostra essa classificação segundo a sua natureza associativa ou 

não associativa e alguns exemplos de modelos comportamentais em roedores para 

sua avaliação. 
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Ao contrário, a memória explícita pode ser descrita com palavras, e consiste 

em um subtipo chamado episódico (a memória dos fatos que ocorrem ao longo do 

tempo), um chamado semântico (a memória dos conceitos atemporais) e um subtipo 

espacial (a memória das informações espaciais). A memória espacial envolve a 

habilidade de lembrar o arranjo espacial de um ambiente por meio da formação de um 

mapa espacial no encéfalo. Sendo assim, a memória espacial permite saber a 

localização de objetos, de si mesmo, além de utilizar-se destas informações para 

possibilitar o movimento de um lugar para outro. Finalmente, a memória de trabalho, 

que nos serve para utilização rápida no raciocínio e no planejamento do 

comportamento (Lent, 2001; Bierzniece et al., 2006; Bear et al., 2017). 

Uma das características mais importantes das memórias declarativas, 

especificamente no caso dos humanos, é que podem ser verbalizadas. No caso de 

outros animais onde a informação não pode ser verbalizada, existem diferentes 

metodologias para avaliar a existência da memória, por meio da observação do 

comportamental do animal. Como exemplo, temos modelos de memória episódica em 

ratos (Babb and Crystal, 2006; Crystal, 2009). Logo, podemos dizer que as memórias 

declarativas são evocadas de forma consciente, ou seja, podemos centrar nossa 

atenção para recuperá-las. 

Sendo assim, a memória é uma das funções que fazem parte do termo “cognição”, 

em que se representa a totalidade de processamento das informações. Ou seja, a 

cognição é abrangente e complexa, além da memória, outras funções como atenção, 

padrão de reconhecimento, aprendizado, processamento de linguagem, resolução 

de problemas, pensamento abstrato, e ainda funcionamento intelectual mais 

complexo, bem como habilidades psicomotoras. A memória é considerada um 

aspecto crítico da cognição, caracterizada por inúmeros processos em diferentes 

regiões encefálicas (Sherwin and Henry, 2008). 

Os mecanismos neurais da memória não são completamente conhecidos, e 

atualmente supõe-se que não exista um único centro de memória (Medina et al., 

2008). As informações transitórias e duradouras são armazenadas em diversas áreas 

corticais, cada uma de acordo com a sua função: as memórias motoras no córtex 

motor, memórias visuais no córtex visual, e assim sucessivamente. Dessas regiões, 

elas podem ser mobilizadas como memória de trabalho pelas áreas pré-frontais, em 

ligação com áreas do córtex parietal e occipital temporal. Além de que, as memórias 

explícitas podem ser consolidadas no hipocampo e áreas corticais adjacentes do 

lobo temporal medial, em conexão com núcleos do tálamo e do 
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hipotálamo. Alguns estudos apontaram que, em hipocampo de ratos, células 

piramidais respondem quando o rato está em um local particular no ambiente. Células 

hipocampais de primatas parecem representar campos visuais espaciais, onde 

neurônios respondem seletivamente conforme o animal vê uma determinada região  

do meio. Logo, sugere-se o envolvimento do hipocampo com a memória das 

informações espaciais (Birzniece et al., 2006). Desta forma, o processo de 

consolidação é fortemente influenciado por sistemas moduladores, principalmente 

aqueles envolvidos com o processamento emocional, como o complexo amigdalóide 

do lobo temporal (Lent, 2001). O sistema límbico do encéfalo (hipocampo, amígdala, 

septo, córtex entorrinal) está fortemente envolvido na percepção de emoções e 

análise, sugerindo, portanto, uma poderosa relação entre situações emocionais e 

memórias mais duradouras (Birzniece et al., 2006). 

Diferentes regiões do encéfalo estão envolvidas no processamento de 

memória, provavelmente lidando com os diferentes tipos de informação do novo 

material aprendido, muitos acreditam não haver razão para se visualizar a 

consolidação de memórias como um único evento dependendo de uma determinada 

região cerebral. 

 
Figura 3: Classificação da memória segundo a natureza associativa ou não associativa. 
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(Adaptado de Quillfeldt JA, 2006. Behavioral Methods to Study Learning and Memory in Rats, Em: 
Animal Models as Tools in Ethical Biomedical Research). 

 

Neste trabalho, realizamos tarefas comportamentais de Esquiva Inibitória, 

promovendo uma memória de condicionamento aversivo e a de Reconhecimento de 

Objeto, de caráter neutro e exploratório. 

 

2.4.2 Fases da memória 

 

 
A memória passará por três fases iniciais que podem ser divididas em 

aquisição, consolidação/armazenamento e evocação (Izquierdo, 2011), como 

podemos observar na figura 4. 

 
 

Figura 4 - Processos de memória – A aquisição de informações é seguida de retenção, que pode ser 

temporária ou ser consolidada. 

 
 

 

 
Estas informações podem ainda ser lembradas e expressas no comportamento, ou esquecidas 
(adaptado de Lent, 2001; Izquierdo, 2011). 

 
 
 

Além das fases que já conhecemos, entre a formação e evocação da memória, 

existem ainda outros caminhos que podem seguir a memória após seu 

armazenamento. A memória previamente consolidada pode passar por um processo 
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de esquecimento natural, em que a informação não estará mais disponível para a 

recuperação. Em contrapartida, como produto de um novo aprendizado, a memória 

pode ser extinta. A extinção não significa esquecimento, mas sim um bloqueio da 

memória original (Thompson, 1976; Bouton, 1993). 

Então, as evocações geralmente curtas podem conduzir a reconsolidação, 

caracterizada pela desestabilização de uma memória previamente consolidada e 

posterior estabilização (Dudai and Eisenberg, 2004). Em paralelo à extinção, qualquer 

procedimento realizado durante a reconsolidação, vai interferir diretamente na 

característica original da memória (McGaugh, 2004). 

A primeira fase, a aquisição, refere-se ao intervalo de tempo da percepção de 

estímulos provenientes de uma experiência até o momento em que esses estímulos 

são codificados em uma forma de memória em particular. Um aspecto decisivo na 

construção da memória durante essa fase é o nível de atenção do indivíduo (Hamann, 

2001). Quanto maior a atenção durante a aquisição, maior as chances desse evento 

ser armazenado permanentemente na memória (Kentros et al., 2004). 

A consolidação é o processo pelo qual uma informação adquirida se torna 

estável para ser armazenada como uma memória de longa duração. Esse processo é 

vulnerável a interferências tanto farmacológicas como comportamentais (Serota, 

1971; Mah et al., 1972; Glaser et al., 2010). De forma complementar, a consolidação 

pode ser modulada por fatores endógenos ou neurohormonais do animal, como o nível 

de estresse (McGaugh, 2006; Roozendaal et al., 2009). 

O processo de consolidação e a formação da memória de longa duração estão 

diretamente relacionados, pois uma etapa depende da outra. Na consolidação ocorre 

uma série de processos bioquímicos e moleculares em distintas estruturas 

encefálicas associadas com o armazenamento da memória, e estima-se que este 

processo ocorra por cerca de 6h. Entretanto, esses intervalos de tempos sofrem 

algumas modificações dependendo da estrutura onde acontecem (Izquierdo et al., 

1997). O tempo decorrido entre a aquisição e estabilização de uma memória é 

chamado de “Janela de Consolidação”, sendo o momento mais propício para a 

realização do maior número possível de análises sobre os aspectos de formação da 

memória (Wallenstein et al., 2002; Berlese et al., 2005; Fulton et al., 2005; Klann and 

Sweatt, 2008). 
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Logo, a fase da evocação, que se trata de um processo responsável por 

lembrar memórias que foram consolidadas. Além disso, a evocação de memórias é 

um mecanismo sujeito a distorções, sendo mais eficiente na presença de “dicas” 

(Kandel et al., 2014). 

 
2.5 Consolidação X Reconsolidação da memória 

 
 

Logo após o aprendizado, as memórias são instáveis, ou seja, suscetíveis a 

interferências e traumas, mas depois são estabilizadas, de modo que não são 

interrompidas pelos mesmos eventos interferentes. A visão atual da consolidação é 

que as informações recém adquiridas ativam cascatas de sinalização intracelular, 

resultando em modificações pós-traducionais (modificação de proteínas após a sua 

biossíntese), modulação da expressão gênica e síntese de novas proteínas que 

alteram a eficácia sináptica, necessária para estabilizar as memórias (McGaugh, 

2000; Dudai, 2004). 

O aumento do interesse pelos mecanismos de formação de memórias, se deu 

a partir da descoberta do processo eletrofisiológico conhecido como “Potenciação de 

Longa Duração” (LTP, sigla dos termos em inglês, Long-term potentiation). A LTP 

consiste no aumento persistente da resposta de neurônios à curta estimulação 

repetida de um axônio ou um conjunto de axônios que fazem sinapses com elas 

(Napolitano et al.,1999). Por meio dessa estimulação, também pode ocorrer uma 

diminuição no limiar de excitabilidade da célula, permitindo que seja ativada com mais 

facilidade. Um processo similar, mas inibitório, também foi descoberto, a “Depressão 

de Longa Duração” ou LTD (sigla dos termos em inglês, Long-term depression). Em 

comparação com a LTP, a LTD pode inibir uma resposta neuronal (Stanton, 1996). 

Um fator em comum entre LTP e LTD era que podiam ser medidas por horas, dias ou 

semanas. Logo, a duração dessas mudanças levou a hipótese de que existiria uma 

forte relação entre LTP-LTD e as memórias de longa duração (Teyler and Discenna, 

1984). 

Uma das ferramentas mais utilizadas historicamente para o estudo da memória 

é a farmacologia. A utilização de estratégias farmacológicas após o treino permitiu 

estudar a influência de certos compostos no processo de consolidação da memória 

de uma tarefa (Izquierdo and McGaugh, 2000). Como resultado desse método, hoje 

conhecemos 
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uma boa parte das diferentes substâncias neurotransmissoras, receptores, cascatas 

metabólicas e sistemas moduladores que atuam na consolidação. 

A consolidação sináptica envolve diferentes eventos moleculares, como a ativação 

de várias cascatas de sinalização em específicas regiões cerebrais. O mais estudado 

no processo de consolidação da memória é a ativação do receptor glutamatérgico 

ionotrópico do tipo N- metil- D- aspartato (NMDA), que permite o influxo de Ca++ na 

célula (Collingridge et al., 1992).O receptor NMDA é complexo e extremamente 

regulado por co-agonistas que permitem seu normal funcionamento além da ligação 

do seu agonista direto glutamato ou aspartato (Cotman et al., 1988). O influxo de cálcio 

pelo receptor NMDA consegue modular as sinalizações intracelulares que buscam 

ativar cinases dependentes de cálcio, dentre elas, a proteína cinase dependente de 

cálcio (PKC) e a cálcio-calmodulina cinase tipo II (CAMK II) (Rosenegger and 

Lukowiak, 2010; Wayman et al., 2011). A ativação destas cascatas no hipocampo 

pode ser iniciada tanto pela ativação de receptores ionotrópicos, incluindo AMPA e 

NMDA, quanto de receptores metabotrópicos, e receptores de BDNF e para 

monoaminas. A ativação destas cascatas é seguida pelo recrutamento de sistemas 

de segundos mensageiros e ativação de diferentes proteínas quinases e fosfatases 

(Izquierdo et al., 2006). O que leva à ativação de transcrição e tradução e, em última 

caso, à síntese de proteínas necessárias para mudanças funcionais e estruturais 

(Medina et al., 2008). Sendo assim, durante a formação da memória, acredita-se que 

a síntese proteica seja necessária para transformar a informação recentemente 

aprendida em modificações sinápticas estáveis. 

Além disso, a nível nuclear, a fosforilação pode ser de proteínas que fazem 

parte da síntese proteica, como a proteína CREB. Então, a consolidação da memória 

é dependente de síntese proteica e sua inibição pode bloquear a consolidação de 

novas memórias (Stevens, 1994; O'Connell et al., 2000; Kida et al., 2002). 

Em 2000, Nader e colaboradores questionaram novamente experimentos que 

tiveram como alvo o papel conhecido da amígdala na consolidação sináptica da 

associação pavloviana de um efeito sonoro, seguida por um choque (Falls et al., 1992; 

Duvarci et al.,2006), observando que apenas um lembrete sonoro apresentado muito 

tempo após a consolidação estar completa reativou a suscetibilidade temporária da 

memória. Desta forma então, ampliaram a visão do conceito de reconsolidação, no 

qual as memórias previamente consolidadas, quando então recuperadas, seriam 

novamente suscetíveis à amnésia. 



26  

Sendo assim, o processo pelo qual uma memória lábil é recuperada ou 

reativada, que se restabelece ao longo do tempo, passando por uma fase de 

reestabilização dependente da síntese de proteínas, é conhecido como 

reconsolidação de memória (Nader et al., 2000; Sara, 2000a). 

Foram propostas no meio científico duas hipóteses, não excludente uma da 

outra, para explicar a função da reconsolidação. A primeira afirma que, a memória 

torna-se instável já que, por meio da reconsolidação, novas informações são 

adicionadas aos antecedentes do passado, permitindo desta forma que a memória 

seja atualizada (Lewis, 1979; Sara, 2000a; Dudai, 2004). A outra, propõe que a 

memória se reconsolide para se tornar mais resistente e duradoura (Sara, 2000b; 

Alberini 2011). 

Logo, a aprendizagem de um evento relevante leva a uma memória duradoura 

por meio de mudanças celulares e de circuitos moleculares que evoluem ao longo do 

tempo (semanas em ratos). Durante os primeiros dias, a memória é interrompida por 

processos que interferem na síntese de diversas proteínas; contudo, após esse 

tempo, a memória torna-se resistente aos mesmos tratamentos amnésicos. Isso pode 

ser significar que a consolidação foi concluída. Entretanto, a memória ainda 

permanece por algum tempo em um período sensível, o qual a memória pode voltar a 

um estado lábil se reativada, como por meio de recuperações ou retreinamento. E 

enquanto a memória está neste estado frágil, sua retenção pode ser modulada. Com 

o passar do tempo, um gradiente de estabilização da memória se estabelece, junto 

com o aumento da resistência à interferência pós-recuperação (Sara, 2000b; Alberini 

2011). 

Uma importante questão sobre a reconsolidação, é saber quando a reativação, 

induzida geralmente pela apresentação do estímulo condicionado (EC), possibilitaria 

que a memória fosse introduzida de fato no processo de reconsolidação e não em um 

de extinção (Inda et al., 2011). Essa diferença, nos permite saber quando um 

tratamento farmacológico pode estar afetando o traço de memória original ou um novo 

traço paralelo como produto da extinção. Diferentes estudos comportamentais, 

indicaram que o tempo de reativação pode ser essencial para determinar o caminho 

que a memória irá seguir (Perez-Cuesta and Maldonado, 2009; Schiller and Johansen, 

2009). Pequenas reativações ativam mecanismos de degradação proteica associados 

com o processo chamado de “labilização” que permitiria a memória voltar para um 

estado lábil e suscetível a modificações, precisando posteriormente uma estabilização 
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que seria a reconsolidação efetivamente, como podemos observar na figura 5 

(Bevilaqua et al., 2008). 

 
Figura 5 – Esquema do estado ativo e inativo da memória – As memórias são formadas rapidamente 

e são permanentes. 

 
 
 

 
 

As memórias podem ser ativas, quando recém formadas ou quando reativadas ou inativas, quando 
armazenadas no cérebro. As memórias ativas são maleáveis e suscetíveis a perturbações, enquanto 
as inativas são fixas e resistentes a tratamentos amnésicos (Adaptada de Lewis,1979). 

 
 

Uma abordagem experimental bastante útil para o estudo da biologia da 

memória é a farmacologia comportamental, que vem buscando decifrar como os 

sistemas neurais participam na sua modulação. A infusão de substâncias com 

determinadas ações, em regiões específicas do cérebro, tem revelado as estruturas 

cerebrais envolvidas nos diferentes tipos de memória, assim como os sistemas de 

neurotransmissores envolvidos na consolidação da memória. Diferentes etapas são 

necessárias para a fixação da memória, e durante um certo tempo após o aprendizado 

a memória permanece vulnerável a interferências. A maior parte deste processo de 

consolidação se completa nas primeiras horas após o aprendizado. No entanto, o 

processo de estabilização da informação armazenada se estende por um prazo mais 

longo e envolve alterações contínuas na própria organização da memória. Toda vez 

que lembramos de algo estamos reconstruindo e adicionando alguma informação 

àquele arquivo de memória (Dalmaz et al.,2004). 



28  

 

2.6 Estrogênio e sua interação na memória 

 
 

O E2 está envolvido em diversas funções de neuroproteção, como a 

manutenção da homeostasia da barreira hematoencefálica, proteção cerebral contra 

acidentes vasculares e controle da neuroinflamação. Além disso, o E2 promove, 

também, o crescimento de sinapses glutamatérgicas e pode influenciar a função 

mitocondrial. Essas ações são fundamentais para a manutenção da função cognitiva, 

memória e proteção contra danos celulares associados ao estresse cognitivo  

(Foster, 2016; Jones et. al., 2009). Mesmo a expressão do GPER (proteína e o 

mRNA) sendo encontrada, em roedores machos e fêmeas, em diversos locais do 

sistema nervoso central e periférico, incluindo o córtex, hipocampo, hipotálamo, 

núcleos específicos da ponte, núcleo trigeminal, cerebelo, na medula espinhal e no 

gânglio dorsal da medula (Brailoiu et al, 2007; Dun et al, 2009 ; Hazell et al, 2009), 

ainda vem sendo pouco explorada e compreendida em roedores machos e muito 

bem descrita com relação às fêmeas. O estradiol também é responsável por proteger 

o encéfalo de danos patológicos e déficit de memória. Por exemplo, foi demonstrado 

que o agonista G-1, atuando no receptor GPER 1, foi capaz de proteger células 

hipocampais de neurotoxicidade induzida por glutamato (Gingerich et al., 2010). 

A literatura já se encontra bem consolidada, com relação a importância dos 

estrogênios na memória. Ainda assim, cresce o interesse em caracterizar as vias 

responsáveis pela influência hormonal na mesma, principalmente a via relacionada a 

GPER 1. Porém, em pesquisa recente na base de dados PUBMED (Julho/2020), 

observa-se que poucos estudos caracterizam o papel do GPER1 na formação da 

memória. Logo, busca-se destacar a compreensão atual de como a sinalização de E2 

pode afetar a função cognitiva dependente do hipocampo (Bean, 2014). 

Os níveis relativos e distribuições subcelulares de ERα, ERβ e GPER1, 

encontrados em todo o sistema nervoso, podem variar entre as regiões do cérebro 

(Brailoiu et. al., 2007; Mitra et al., 2003; Mitterling et. al., 2010). No hipocampo de 

humanos e de ratos, os níveis de ERβ são bem maiores que os níveis de ERα (Foster; 

2012) e ERα é mais provável de ser localizado no núcleo (Mitra et al., 2003; Mitterling 

et al., 2010). Já que há diferenças, na estrutura e na distribuição subcelular, sugere- 
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se que os receptores de estrogênio podem ter diferentes ações biológicas e efeitos 

diferenciais na cognição. 

O hipocampo é uma estrutura límbica essencial para a formação de memória 

espacial, contextual e relacional e está envolvido também com o estresse (McEwen 

and Milner, 2007). Curiosamente, o hipocampo mostra um grau notável de 

plasticidade em resposta a hormônios esteróides, como estrógenos e glicocorticóides. 

Sendo assim, em roedores o estrogênio além da função de hormônio sexual, tem uma 

segunda ação fisiológica aguda que está logicamente e experimentalmente 

relacionada à codificação da memória: facilitando notavelmente a LTP (Foy et al., 

1999; Kramar et al., 2009a). Diversas manipulações que promovem LTP são relatadas 

por melhorar a memória em modelos animais de indivíduos com déficits de memória. 

A influência de E2 no efeito de potenciação é, portanto, um fator provável nas ações 

já conhecidas de melhora da memória na presença desse hormônio (Harvey et al., 

2005; Porrino et al., 2005). 

Numerosos estudos realizados demonstraram o papel do E2 como um 

regulador potente de eventos celulares no hipocampo, essencial para a plasticidade 

sináptica e a memória. Aplicações sistêmicas, intracranianas ou in vitro de E2 

aumentam a expressão hipocampal de proteínas sinápticas como sinaptofisina, 

spinofilina, sintaxina e PSD-95 (proteína da densidade pós-sináptica-95) (Brake et al., 

2001; Sato et al., 2007). Além disso, neuroendocrinologistas comportamentais 

descobriram que E2 pode impactar muito rapidamente a função hipocampal 

(Fernandez et al., 2008; Zhao and Brinton, 2007) e, logo, a natureza de tarefas de 

aprendizagem com uma única sessão de aprendizado, torna-as particularmente úteis 

para a identificação dos mecanismos moleculares subjacentes à regulação hormonal 

para a consolidação de memória. 

Cada vez mais o reconhecimento de objetos (RO) e a localização de objetos 

(LO) têm sido usados como tarefas para investigar o papel de E2 na regulação da 

formação da memória hipocampal em roedores. Utilizando assim tarefas de 

aprendizagem, que são ideais para o estudo e comprovação de efeitos agudos dos 

tratamentos hormonais em diferentes fases de memória, pois podem ser 

administradas durante a aquisição (pré-treinamento), consolidação (pós-treinamento) 

ou recuperação (pré-teste). Através desses estudos, foi demonstrada a importância 

do E2 no processo de formação de memória em ratos e camundongos, porém, 

esclarecendo que mais estudos examinando a regulação hormonal de outras regiões 
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cerebrais, devem ser realizados para obter uma compreensão mais completa de como 

os hormônios regulam a formação de memória nas tarefas de RO e LO. E até mesmo 

com relação às diferenças dessa influência em machos e fêmeas (Tuscher et al., 

2015). Assim sendo, outra área importante na qual as tarefas de memória de objetos 

podem ser úteis é na compreensão da etiologia das diferenças sexuais na função 

cognitiva. Já que as mulheres são significativamente mais propensas do que homens 

desenvolverem declínio de memória relacionado à idade, doença de Alzheimer, 

depressão, ansiedade e transtornos de humor. 

Não se sabe a razão exata para a perda dos efeitos cognitivos de E2 com a 

idade avançada, as evidências sugerem que ela está vinculada a mudanças 

relacionadas à idade na expressão e sinalização dos receptores de estrogênio (Foster; 

2012). Estudos genéticos apontam que animais idosos são menos responsivos que 

animais jovens e de meia-idade, com a transcrição de hipocampo que seria induzida 

por E2, reduzida (Aenlle and Foster; 2010). Surpreendentemente, a responsividade 

diminuída foi observada para genes que diminuem com o avanço da idade, incluindo 

alguns genes ligados à regulação transcricional, de crescimento, atividade sináptica 

e neuroproteção. Da mesma forma, a perda de ERα devido à privação prolongada de 

E2 (Zhang et al., 2009) ou em camundongos ERαKO (Suzuki et al., 2009) está ligada 

a uma perda de neuroproteção e sinaptogênese mediada por E2. Logo, os resultados 

sugerem que uma baixa na expressão de ERα pode contribuir para a diminuição da 

responsividade de E2. 

Além disso, trabalhos posteriores observaram que o E2 regula a expressão de 

proteínas pré e pós-sinápticas no hipocampo de ratas fêmeas (Waters et al., 2009) e 

hipocampo de camundongos fêmeas (Li et al., 2004; Spencer et al., 2008). Portanto, 

em ratos, existe a capacidade do E2 de promover novas conexões sinápticas entre as 

células do hipocampo por meio de botões multissinápticos conectando diferentes 

neurônios (Yankova et al., 2001; McEwen et al.,2012). Desta forma, a expressão dos 

receptores intracelulares clássicos as ERs no hipocampo é dinâmica, sugerindo uma 

possível função na excitabilidade / atividade do hipocampo, de acordo com os níveis 

oscilantes de estrogênio no ciclo ovariano e o envelhecimento (Mitterling et al., 2010; 

McEwen et al.,2012). 
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Após a identificação do receptor acoplado à proteína G, o tratamento com seu 

agonista, G1 (Bologa et al., 2006), demonstrou aumento da expressão de PSD-95 no 

hipocampo de camundongos fêmeas, cerca 48 horas após o tratamento. Outro estudo 

também, usou o agonista de GPER1, o G1, para abordar o papel do GPER1 nos 

neurônios colinérgicos do prosencéfalo basal e para demonstrar que o GPER1 pode 

mediar os efeitos do estrogênio no desempenho cognitivo (Hammond and Gibbs 

2011), realizado em roedores fêmeas. Desta forma, alguns trabalhos também 

indicaram que a ativação do receptor GPER1 é suficiente para aumentar a memória 

de reconhecimento espacial em ratas ovariectomizadas (Howley et al.,2014). No 

estudo realizado por Kim e colaboradores (2016) foi demonstrado que a infusão de 

G1 imediatamente após o treino no hipocampo dorsal melhorou a memória de 

reconhecimento de objetos e a memória espacial em camundongos fêmeas 

ovariectomizadas, enquanto que o G15, antagonista do GPER prejudicou a memória, 

sugerindo que a ativação do GPER promove a formação da memória dependente do 

hipocampo. 

Também, em um estudo realizado previamente por nosso grupo de pesquisa, 

em ratas com déficits de memória relacionados à ovariectomia e sobrecarga de ferro 

no cérebro, a administração sistêmica aguda de G1 imediatamente após o treino, 

melhorou a memória de localização de objetos e de esquiva inibitória. Além disto, foi 

demonstrado que os efeitos melhoradores de G1, na memória de Esquiva Inibitória e 

Reconhecimento de Objeto, foram prevenidos pela inibição da proteína quinase A 

(PKA), sugerindo o envolvimento da via cAMP/PKA/CREB (Machado et al., 2019). 

Esses achados, juntamente com perfis de expressão apresentados, sugerem 

uma interação complexa entre os vários receptores de estrogênio para coordenar 

atributos rápidos e sub crônicos de sinalização de estrogênio e plasticidade sináptica. 

Ainda, podemos destacar que há a necessidade de novos experimentos que busquem 

examinar os mecanismos de mediação das ações do GPER na consolidação e 

reconsolidação da memória no sexo masculino. 

 
3 JUSTIFICATIVA 

 
 

Na literatura, são conhecidos os efeitos de que E2 melhora a habilidade de 

memória, relacionada ao reconhecimento de objetos e de memória espacial em ratas 

através da ativação da via da ERK na região dorsal do hipocampo. Pesquisas com 
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receptores de E2 são realizadas, porém sem caracterizar de forma mais aprofundada 

e objetiva a importância do papel específico do GPER1 e principalmente relacionada 

aos efeitos em machos. 

É demonstrado que a ativação do GPER1 no hipocampo melhora as 

habilidades de reconhecimento e de memória espacial. Porém, em pesquisa recente 

na base de dados PUBMED (julho/2020), observa-se que há poucos estudos 

caracterizando o papel do GPER1 na formação da memória e correlacionando 

principalmente, ao sexo masculino. 

Desta forma, se faz importante desenvolver pesquisas que busquem comprovar 

se a ativação desse receptor de maneira exclusiva pode ser capaz de auxiliar na 

formação da memória em um modelo experimental, tratado com o agonista do 

GPER1, G-1, e o seu antagonista, G15, em ratos machos, sem os efeitos indesejáveis 

da ativação dos demais subtipos de receptores de estrogênio. 

 
4 HIPOTÉSES 

 
 

1) Ratos machos adultos possuem receptor de estrogênio acoplado à 

proteína G, necessário para a consolidação e reconsolidação da memória. 

2) Receptores de estrogênio acoplados à proteína G (GPER1), podem ter 

papel importante para a consolidação da memória, o que poderá ser 

verificado através de abordagens farmacológicas com a administração 

sistêmica de seu agonista (G1) e antagonista (G15) em ratos machos 

Wistar. 

3) Receptores de estrogênio acoplados à proteína G (GPER1), podem ter 

papel importante para a reconsolidação da memória, o que poderá ser 

verificado através da administração sistêmica do seu agonista (G1) em 

ratos machos Wistar. 

 
 

5 OBJETIVOS 

5.1 Objetivo Geral 
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Compreender os efeitos fisiológicos da ativação do receptor de estrogênio 

acoplado à proteína G (GPER1) durante o processo de consolidação e 

reconsolidação da memória da memória aversiva e de reconhecimento por 

intermédio do uso de agonistas e antagonistas seletivos desse receptor em ratos 

machos adultos. 

 

5.2 Objetivos Específicos 

 
 

● Estabelecer o papel do receptor de estrogênio acoplado à proteína G (GPER1) 

na consolidação da memória, por meio de estratégias farmacológicas de 

utilização do agonista desse receptor (G1) e do antagonista do mesmo (G15), 

nas tarefas de reconhecimento de objetos e de esquiva inibitória. 

● Investigar o perfil temporal da participação do receptor GPER1 sobre a 

consolidação da memória em ratos machos adultos, através da administração 

sistêmica do seu agonista G1 imediatamente, 3h ou 6h após o treino nas tarefas 

de reconhecimento de objetos e de esquiva inibitória. 

● Estabelecer o papel do receptor de estrogênio acoplado à proteína G (GPER1) 

na reconsolidação da memória, por meio da administração sistêmica do 

agonista desse receptor (G1), imediatamente após a reativação da sessão de 

teste na tarefa de esquiva inibitória. 

 

 
6 RESULTADOS 

 
 

6.1 Artigo 

 
 

Os resultados que fazem parte dessa dissertação estão apresentados 

conforme o manuscrito submetido no periódico Neurobiology of Learning and Memory 

no dia 10 de dezembro de 2020. 

Neurobiology of Learning and Memory 

BRIEF REPORT 
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ABSTRACT 

It is well known that estrogens, particularly 17β-estradiol (estradiol, E2), regulate memory 

formation. E2 acts through its classical intracellular receptors, estrogen receptors (ER) ERα and 

ERβ, and a recently identified G protein-coupled estrogen receptor (GPER). Although the 

effects of E2 on memory have been investigated, studies examining the effects of GPER 

stimulation are scarce. Selective GPER agonism was shown to improve memory in 

ovariectomized female rats, but little information is available regarding the effects of GPER 

stimulation on memory in males. Therefore, the aim of the present study was to investigate the 

effects of the GPER agonist, G1, on consolidation and reconsolidation of object recognition 

and inhibitory avoidance memory in male rats. Animals received vehicle, G1 (15, 75, 150 

µg/kg; i.p.), or the GPER antagonist G15 (100 µg/kg; i.p.) immediately after training, or G1 

(150 µg/kg; i.p.) 3 or 6 hours after training. To investigate reconsolidation, G1 was administered 

immediately after retention Test 1, performed 24 h after training, and rats were tested again 48 

and 72 h after training. Results indicated that G1 administered immediately after training at the 

highest dose enhanced object recognition and inhibitory avoidance memory consolidation, 

while GPER blockade immediately after training impaired object recognition. No effects of 

GPER stimulation were found when G1 was administered 3 or 6 h after training or after Test 1. 

The present findings provide evidence that GPER is involved in the early stages of memory 

consolidation in both neutral and emotional memory tasks in healthy male adult rats. 

Keywords: GPER; estrogens; memory; males; inhibitory avoidance; object recognition 
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1. Introduction 

 

 

It is well known that estrogens, particularly 17β-estradiol (estradiol, E2), regulate 

memory formation. E2 promotes synapse formation as well as neurogenesis in the hippocampus 

and enhances memory for a number of tasks when given systemically or directly into the 

hippocampus in female ovariectomized rats and mice (Luine & Frankfurt, 2020; Sheppard, 

Choleris, & Galea, 2019). E2 induces both rapid (likely non-genomic) and classical (likely 

genomic) actions to alter neuronal structure and function, through activation of multiple 

signaling pathways and changes in gene expression (Frick & Kim, 2018; Lai, Yu, Zhang, & 

Chen, 2016; Sheppard et al., 2019). For many years, the effects of estrogens on brain function 

were thought to be mediated by only two types of intracellular estrogen receptors (ERs), ERα 

and ERβ (Fugger, Foster, Gustafsson, & Rissman, 2000). In the 1990s, the gene for a novel, 

orphan seven-transmembrane G-protein coupled receptor (GPCR) was cloned (Carmeci, 

Thompson, Ring, Francke, & Weigel, 1997; Feng & Gregor, 1997; O'Dowd et al., 1998; 

Owman, Blay, Nilsson, & Lolait, 1996). Initially named G-protein coupled receptor 30 

(GPR30), the newly identified receptor was later characterized as an estrogen receptor 

predominantly located on the cell membrane and designated G protein-coupled estrogen 

receptor (GPER) (Alexander et al., 2013; Funakoshi, Yanai, Shinoda, Kawano, & Mizukami, 

2006). 

The abundance and wide distribution of GPER in neuronal membranes in the 

mammalian central nervous system, including brain areas such as the dorsal hippocampus, 

make it ideally positioned to regulate learning and memory (Brailoiu et al., 2007; Waters et al., 

2015). Research on the biological functions of GEPR greatly benefited from the development 

of a selective agonist, G1 (Bologa et al., 2006), and an antagonist, G15 (Dennis et al., 2009). 
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G1 mimics the enhancing effects of E2 on spine density and increases synaptic transmission in 

the dorsal hippocampus, in addition to facilitating spatial and object recognition memory in 

ovariectomized female rodents (Gabor, Lymer, Phan, & Choleris, 2015; Kim, Szinte, Boulware, 

& Frick, 2016; Kumar, Bean, Rani, Jackson, & Foster, 2015; Kumar & Foster, 2020; Lymer, 

Robinson, Winters, & Choleris, 2017). G1 also ameliorates deficits in experimental models of 

memory impairment associated with neurodegeneration in female mice and rats (Kubota, 

Matsumoto, & Kirino, 2016; Machado et al., 2019). 

The role of GPER in regulating brain function in males is much less understood. The 

density of GEPR in hippocampal synapses is similar in male and female rats, however no 

evident contribution of GEPR1 for hippocampal long-term potentiation (LTP) was found 

(Wang et al., 2018). GPER activation by G1 given during a 15-day systemic treatment was able 

to improve memory for contextual and cued fear conditioning as well as spatial memory 

assessed in the Morris water maze in middle-aged mice that show reduced expression of 

hippocampal GPER. These effects were blocked by co-administration of G15 and were not 

observed in young adult male mice (Xu, Cao, Zhou, Wang, & Zhu, 2018). G1 also ameliorated 

spatial memory impairment and reduced neuronal death in a model of traumatic brain injury 

using male rats (Wang, Pan, Xu, & Li, 2017). G15 infused into the perirhinal cortex after 

training has been recently shown to impair object place memory in male rats, revealing a role 

for GPER (Mitchnick et al., 2019). However, the involvement of GPER in modulating memory 

consolidation in healthy males remains poorly understood. Here, we provide the first evidence 

that acute systemic administration of G1 can enhance memory in healthy young adult male rats 

though a mechanism dependent on GPER activation. 

 

 

 

2. Materials and method 
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2.1. Animals 

 

 
 

Adult male Wistar rats (290-410 g) were obtained from the institutional breeding facility 

(CREAL, ICBS, UFRGS, Porto Alegre, Brazil). Animals were housed five per cage in plastic 

cages with sawdust bedding, and maintained on a 12 h light/dark cycle at a room temperature 

of 22 ± 1 °C. The rats were allowed ad libitum access to standardized pellet food and water. All 

experiments took place between 9 AM and 6 PM. All experimental procedures were performed 

in accordance with the Brazilian Guidelines for the Care and Use of Animals in Research and 

Teaching (DBCA, published by CONCEA, MCTI) and were approved by the institutional 

animal care committee (CEUA/UFRGS #36364). 

 
 

2.2. Drug administrations 

 

 
 

G-1 

 

(1-[4-(6-bromobenzo[1,3]dioxol-5yl)-3a,4,5,9b-tetrahydro-3Hcyclopenta[c]quinolin-8-yl]- 

ethanone; Cayman Chemical, Michigan, USA), a selective GPER agonist, was dissolved in 

sunflower seed oil (vehicle) and administered subcutaneously (s.c.) immediately, 3h or 6h after 

the training sessions of memory tasks at the doses of 15, 75 or 150 µg/kg. GPER selective 

antagonist, G-15 ((3aS,4R,9bR)-4-(6-bromo-1,3-benzodioxol-5-yl)-3a,4,5,9b-tetrahydro-3H- 

cyclopenta[c]quinoline; Cayman Chemical, Michigan, USA) was dissolved in sunflower seed 

oil and administered subcutaneously (s.c.) immediately after the training sessions of memory 

tasks at the dose of 100 µg/kg. 



39  

Reconsolidation experiment: G-1 dissolved in sunflower seed oil was administered 

subcutaneously (s.c.) immediately after inhibitory avoidance (IA) retention test 1 (reactivation 

session) performed 24 h after training, at the dose of 150 µg/kg. 

 
 

2.3. Object recognition 

 

 

 

 

Training and testing took place in a 40 cm x 50 cm open field surrounded by 50 cm high 

walls made of plywood with a frontal glass wall. The floor was covered with sawdust. The 

objects used for exploration were made of plastic Duplo Lego Toys and had a height of about 

10 cm. Objects presented similar textures, colors and sizes, but distinctive shapes. The different 

objects and their positions were counterbalanced across experiments and behavioral trials, and 

all objects had a height of about 10 cm. The objects were washed with a 70% ethanol solution 

between trials. Exploration was defined as sniffing or touching the object with the nose and/or 

forepaws, sitting on the object was not considered exploration. General training and test 

procedures followed the methods described in previous reports (Dornelles et al., 2007; Jobim 

et al., 2012; Figueiredo et al., 2015). Rats were left to explore the empty arena for 5 minutes in 

the first day (habituation). Twenty-four hours after habituation, training was conducted by 

placing individual rats into the field, in which two identical objects (objects A1 and A2) were 

positioned in two adjacent corners, 10 cm from the walls. Animals were left to explore the 

objects during 5 min and the time exploring each object was recorded. On memory retention 

test trials given 24 h after training, rats explored the open field for 5 minutes in the presence of 

one familiar (A) and one novel (B) object. Trials were videotaped and object exploration was 

measured by an experimenter blind to group treatment assignments, using two stopwatchesto 
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record the time spent exploring the objects. Exploration was defined as follows: sniffing or 

touching the object with the nose or forepaws while sniffing. Sitting on the object was not 

considered as exploration. A recognition index calculated for each animal was expressed by the 

ratio TN/(TF+TN) [TF= time spent exploring the familiar object; TN= time spent exploring the 

novel object]. 

 

 
 

2.4. Inhibitory avoidance 

 

 
 

We used the single-trial, step-down IA conditioning as an established model of fear- 

motivated memory. In IA training, animals learn to associate a location in the training apparatus 

with an aversive stimulus (footshock). The IA behavioral training and retention test procedures 

were described in previous reports (Figueiredo et al., 2016; Silva et al., 2012). The IA apparatus 

was a 50x25x25-cm3 acrylic box (Albarsch, Porto Alegre, Brazil) whose floor consisted of 

parallel caliber stainless steel bars (1-mm diameter) spaced 1 cm apart. A 7-cm wide, 2.5-cm 

high platform was placed on the floor of the box against the left wall. On the training trial, rats 

were placed on the platform and their latency to step-down on the grid with all four paws was 

measured with an automatic device. Immediately after stepping down on the grid, rats received 

a mild footshock (0.4 mA) and were removed from the apparatus immediately afterwards. A 

retention test trial was carried out 24 h after the training trial. The retention test trial was 

procedurally identical to training, except that no footshock was presented. Step-down latencies 

(in seconds) on the retention test trial (maximum 180 s) were used as a measure of IA retention. 

In experiments examining G1 effects on reconsolidation, G1 administration took place 

immediately after retention test 1 (reactivation session), which was performed 24 h after 

training. Rats that did not step down to the grid floor within 180 s during the 24-h test trial were 
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gently put on the grid floor for 3 s. A second test trial (Test 2) was performed 24 h after retention 

test 1, while a third retention test (Test 3) was performed 24 h after Test 2 (Jobim et al., 2012). 

 

2.6. Statistics 

 
 

Data from recognition indexes and latencies to step-down are expressed as mean ± 

standard error of the mean (S.E.). Statistical analyses were performed using SPSS software 

version 16.0. Comparisons of recognition indexes and latencies were performed using one-way 

analysis of variance (ANOVA). Tukey post hoc tests were carried out when necessary. In the 

experiment using post-retrieval injections, latencies were analyzed using two-way ANOVA, 

with drug administration (vehicle or G1) and experimental sessions (training, test 1, test 2, and 

test 3) as fixed factors. Tukey post hoc test was carried out to indicate differences between 

sessions. In all comparisons, p < 0.05 was considered to indicate statistical significance. 

 

 

 

3. Results 

 

We first examined the effects of different doses of the selective GPER agonist G1 and 

its antagonist G15, administered immediately after training on object recognition memory 

consolidation. Statistical comparisons using one-way ANOVA indicated a significant effect 

when comparing recognition indexes during long-term retention test (F(4, 50) = 22.98 , p < 

0.0001, Figure 1A), but not at the training session (F(4, 50) = 1.89 , p = 0.126). Further post hoc 

comparisons revealed that the animals that received G1 at the highest dose (150 µg/kg) 

presented a higher recognition index than the control group, treated with vehicle (p = 0.038), 

suggesting that GPER stimulation immediately after training facilitates recognition memory. 
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However, no significant differences were observed when comparing the control group with the 

groups that received G1 at the doses of 15 or 75 µg/kg. The group treated with the GPER 

antagonist G15 showed a recognition index significantly lower than the control group (p < 

0.0001), suggesting that GPER blockade immediately after training impairs recognition 

memory consolidation. 

We next decided to investigate the effects of GPER stimulation, when given 3 or 6 h 

after training, on recognition memory consolidation, using the dose that proved to affect object 

memory immediately after training, i.e., 150 µg/kg. Statistical comparisons revealed no 

significant differences at the retention test (F(3, 41) = 0.54 , p = 0.660; Figure 1B) performed 24h 

after training, nor in the training session (F(3, 41) = 1.25 , p = 0.302), suggesting that there is a 

time-window for GPER participation on recognition memory consolidation. 

Our next goal was to determine the effects of GPER stimulation and blockade on 

inhibitory avoidance. We then administered G1 at different doses and G15 immediately after 

inhibitory avoidance training. One-way ANOVA indicated a significant difference when 

comparing latencies to step-down in the long-term retention test (F(4, 53) = 3.06 , p = 0.024), 

performed 24h after training, but not in the training session (F(4, 53) = 2.34 , p = 0.067; Figure 

2A). Comparison of latencies in the long-term retention test using post hoc tests indicated that 

the highest dose of G1 increased latencies to step-down in comparison with the control group 

(p = 0.042), while the doses of 15 and 75 µg/kg have not affected inhibitory avoidance retention 

in comparison with controls. Interestingly, differently from the findings on object recognition, 

GPER antagonist G15 administered immediately after training had no effect on inhibitory 

avoidance retention, as the latency of the G15-treated group did not differ from that of the 

control group. 

We were also interested in evaluating the effects of GPER stimulation, administering 

G1, at the effective dose of 150 µg/kg, at 3 or 6 h after training on aversive memory 
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consolidation. No significant effects were found when latencies to step down of the training 

session (F(3, 57) = 1.94 , p = 0.133; Figure 2B) or the long-term retention test were compared 

(F(3, 57) = 1.68 , p = 0.182; Figure 2B). 

In order to examine the effects of G1 on inhibitory avoidance memory reconsolidation, 

rats were trained and tested 24h later (Test1) and G1 was administered immediately after Test 

1. Tests 2 and 3 were performed subsequently with a 24-h interval between them. Two-way 

ANOVA revealed no significant main effect of G1 administration (F(1, 108) = 1.65, p = 0.201, 

Fig. 3A), while, a significant main effect of experimental session was observed (F(3, 108) = 34.64, 

p < 0.0001, Fig. 3A). Further analysis using Tukey’s post hoc test indicated significant 

differences between training session and retention Tests 1, 2, and 3 (all p’s < 0.0001, Figure 

3A), as expected. No significant differences were observed between retention Tests 1, 2, and 3, 

nor were interactions observed. An additional control experiment, in which G1 administration 

was performed 24 h after training with no retention Test 1, indicated no main effect of drug 

administration on retention Test 2, performed 48 h after training or retention Test 3 performed 

72 h after training (F(1, 84) = 0.15, p = 0.700, Fig. 3B) . A significant main effect of experimental 

session was revealed (F(2, 108) = 30.39, p < 0.0001, Fig. 3B) and post hoc tests indicated that 

training was significantly different from Test 2 and Test 3 (both p’s < 0.0001), while Test 2 did 

not differ from Test 3 (p = 0.911). 

 
 

4. Discussion 

 

 

In this report, we provide the first evidence indicating that systemic manipulation of the 

GPER in males modulates memory consolidation. Retention of both OR and IA were enhanced 

by G1, whereas antagonism by G15 impaired OR. Memory modulation by estrogen signaling 

shows sexual dymorphism. For example, hippocampal LTP is regulated by ERα in female but 
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not in male rats (Wang et al., 2018). Agonist activation of ERα improves hippocampus- 

dependent fear memory impairment produced by the antagonist of ER receptors tamoxifen, 

likely by influencing the early consolidation phase (Lichtenfels et al., 2017). Sex-dependent 

differences regarding the role of GPER in memory are much less understood. Whereas GPER 

1 activation mimicked the postsynaptic effects of E2 in increasing excitatory postsynaptic 

responses in the female rat dorsal hippocampus, in males this effect was observed only when 

an ERβ agonist was used, suggesting a lack of need of GPER in mediating hippocampal actions 

of E2 (Oberlander & Woolley, 2017). However, G1 activation of GPER during 15 days was 

able to enhance contextual fear and spatial memory in middle-aged male mice with reduced 

GPER expression in the hippocampus, and the effect was blocked by G15 (Xu et al., 2018). 

This same antagonist given acutely into the perirhinal cortex impairs retention of object place 

memory (Mitchnick et al., 2019). Our results strongly support these few previous studies 

indicating a role for GPER in influencing memory consolidation in healthy male subjects. 

Importantly, our findings that G1 administration was effective when given shortly after training, 

but not 3 or 6 h posttraining, places GPER as a system specifically involved in regulating the 

early phase of memory consolidation in both tasks. 

Tamoxifen, an antagonist of ERα and ERβ estrogen receptors, was shown to impair fear 

memory reconsolidation when infused into the prelimbic cortex of male rats up to 6 h after 

reactivation, supporting a role for estrogen signaling in reconsolidation (da Silva, Sohn, 

Andreatini, & Stern, 2020). However, using a protocol previously shown to reveal crucial 

mechanisms for IA reconsolidation (Jobim et al., 2012), we found no effect of G1. It thus 

remains to be explored by further studies whether GPER plays any role in memory 

reconsolidation. 

The signaling and molecular mechanisms mediating the actions of GPER in memory 

remain under investigation. Evidence suggests that the effects of G1 depend on c-Jun-N- 
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terminal kinase (JNK), whereas the actions of E2 are mediated primarily by extracellular signal- 

regulated kinase (ERK) (Kim et al., 2016). The effects of a 15-day treatment with G1 on long- 

term depression (LTD) in middle-aged mice involves brain-derived neurotrophic factor 

(BDNF)/tropomyosin receptor kinase B (TrkB), Akt, and mammalian target of rapamycin 

(mTor) (Xu et al., 2018). In female rats with memory deficits related to ovariectomy and brain 

iron overload, the ameliorating effects of acute systemic G1 given posttraining on IA and OR 

memory were prevented by protein kinase A (PKA) inhibition (Machado et al., 2019). Given 

the findings of the present report, further experiments aiming to examine the mechanisms 

mediating the actions of GPER in memory consolidation in males. 

In summary, we provide the first evidence that systemic pharmacological 

manipulation of GPER modulates consolidation of different types of memory, namely fear- 

motivated and recognition memories, in healthy male animals. These initial findings could open 

new avenues of research on the regulation of brain function by estrogens and their G protein- 

coupled receptors. 
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Figure captions 

 

 
Fig. 1. Effects of G1, a GPER agonist, and G15 a GPER antagonist on object recognition 

memory. (A) Rats were trained in object recognition task and received vehicle (sunflower seed 

oil, N = 14), G1 at three different doses (15 µg/kg, N = 8; 75 µg/kg, N= 9; 150 µg/kg, N = 10; 

s.c.) dissolved in sunflower seed oil, or G15 (100 µg/kg, N = 14; s.c.) dissolved in sunflower 

oil, immediately after training. Retention test was performed 24 h after training. (B) Rats were 

trained in object recognition task and received vehicle or G1 (150 µg/kg, s.c.) dissolved in 
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vehicle, 3 hours (Vehicle N = 12; G1 N =12) or 6 hours 3 (Vehicle N = 10; G1 N =11) after 

training. Retention test was performed 24 h after training. Data are expressed as mean 

recognition indexes ± S.E. and was analyzed by one-way ANOVA. Significant differences 

between G1or G15 in comparison to Vehicle are indicated as * p < 0.05 and ** p < 0.0001. 

 
 

Fig. 2. Effects of G1, a GPER agonist, and G15 a GPER antagonist on IA memory. (A) Rats 

were trained in IA and received vehicle (sunflower seed oil, N = 14), G1 at three different doses 

(15 µg/kg, N = 10; 75 µg/kg, N= 12; 150 µg/kg, N = 11; s.c.) dissolved in sunflower seed oil, 

or G15 (100 µg/kg, N = 11; s.c.) dissolved in sunflower oil, immediately after training. 

Retention test was performed 24 h after training. (B) Rats were trained in IA and received 

vehicle or G1 (150 µg/kg, s.c.) dissolved in vehicle, 3 hours (Vehicle N = 15; G1 N =15) or 6 

hours (Vehicle N = 15; G1 N =16) after training. Retention test was performed 24 h after 

training. Data are expressed as mean latencies to step-down ± S.E. and was analyzed by one- 

way ANOVA. Significant differences between G1in comparison to Vehicle are indicated as * 

p < 0.05. 

 
 

Fig. 3. Effect of GPER stimulation on IA memory reconsolidation. (A) Rats were trained in IA 

and tested for retention 24 h later. Immediately after the 24-h test, vehicle (N = 15) or G1(150 

µg/kg, N = 14) were administered subcutaneously. Animals were re-tested for retention 24 h 

later (Test 2, 48 h after training), and again 72 h after training (Test 3). No significant main 

effect of treatments was found. (B) No reactivation control. Rats were trained in IA and 24 h 

later Vehicle (N = 15) or G1 (150 µg/kg, N = 15) were administered subcutaneously, in the 

absence of Test 1. Rats were tested for retention 48 h and 72 h after training. No significant 

main effect of drug administration was found. Data are expressed as mean latencies to step- 
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down ± S.E. and was analyzed by two-way ANOVA using drug administration (Vehicle or G1) 

and experimental session (training, Test 1, Test 2, and Test 3) as fixed factors. 
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6.2 DISCUSSÃO 

 
 

A descoberta de moléculas receptoras responsáveis pelas atividades 

biológicas induzidas pelo estrogênio e o estabelecimento de sua estrutura e 

localização, foram fundamentais para a compreensão inicial da função dos 

estrogênios em machos, assim como em fêmeas (Hess and Cooke, 2018). Estudos 

comprovaram que a modulação da memória por sinalização de estrogênio, apresenta 

diferenças dentre os sexos, além de refletir diferenças na ativação de quinases em 

nível sináptico. Como exemplo recentemente publicado, o fato da LTP no hipocampo 

ser regulada pelo receptor intracelular clássico ERα, apresentando altos níveis pós- 

sinápticos em ratas fêmeas, mas não em ratos machos, o que contribuiria para 

diferenças na codificação de tipos específicos de memórias (Wang et al., 2018). 

Então, nosso estudo foi focado em ratos machos adultos, de forma que se 

pudesse ampliar a compreensão de seu receptor acoplado à proteína G, GPER1, a 

partir de sua manipulação farmacológica sistêmica. Nossos resultados mostraram 

que, no experimento 1, no teste comportamental de Reconhecimento de Objeto (RO); 

onde ocorreu a administração das diferentes doses do agonista de GPER1 o G1, 

imediatamente após o treino, observamos que o índice de reconhecimento do 1º dia 

(Treino), tem média de aproximadamente 0,5 nos grupos experimentais, 

demonstrando que os animais em estudo, exploraram igualmente os dois objetos 

idênticos na sessão de treino. No 2º dia (Teste), esse IR foi acima de 0,5 no grupo 

controle e nos animais tratados com G1 nas diferentes doses, comprovando que, os 

animais reconheceram a presença de um novo objeto e passaram mais tempo o 

explorando em relação ao objeto que já lhes era familiar. Ainda nesta etapa do 

experimento, observamos que os grupos que receberam a administração de G1 nas 

doses de 15 µg/kg e 75 µg/kg, não obtiveram diferença estatística comparada ao 

grupo veículo. Porém, o grupo que recebeu a maior dose de G1, 150 µg/kg apresentou 

diferença significativa estatisticamente com o grupo veículo; comprovando um efeito 

melhorador da memória neste grupo. 

Também foi administrado imediatamente após o treino, em um dos grupos o 

antagonista de GPER1, o G15. Este grupo, tanto no dia do treino, quanto no dia do 

teste apresentou IR semelhantes, sugerindo que os animais não reconheceram o 

objeto familiar no dia do teste, apresentando um efeito amnésico sobre esses animais. 
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Corroborando, a pesquisa de Xu e colaboradores em 2018, que realizou a 

ativação de GPER1 por G1, em um tratamento crônico, apresentando melhora na 

memória aversiva e espacial em camundongos machos de meia-idade com expressão 

reduzida de GPER no hipocampo (características cerebrais típicas do 

envelhecimento), provavelmente por facilitar a plasticidade sináptica. Além disto, foi 

observado que a administração do antagonista G15, impediu esse efeito melhorador 

da memória. 

Com relação ao teste comportamental de Esquiva Inibitória (EI), também 

administrados imediatamente após o treino, os dados estatísticos mostraram, que a 

latência de descida dos animais no 1º dia (Treino) foi breve, em média 10 segundos 

em todos os grupos. No 2º dia (Teste), essa latência de descida aumentara 

consideravelmente. Sendo assim, no dia do teste os grupos com as doses de 15 µg/kg 

e 75 µg/kg também não apresentaram diferença significativa estatisticamente com 

relação ao grupo veículo. Apenas o grupo que recebeu a maior dose, de 150 µg/kg, 

apresentou essa diferença estatística com o grupo veículo, demonstrando ter o efeito 

melhorador da memória neste grupo. Sugere-se então ser a dose ideal para ser usada 

nas demais etapas dos experimentos. 

A partir das informações obtidas através da EI, curiosamente o grupo que 

recebeu o antagonista G15 imediatamente após o teste, apresentou latência de 

descida semelhante aos outros grupos que receberam as doses mais baixas do 

agonista G1 e ao grupo controle. Logo, inferimos que o G15 não proporcionou o 

mesmo efeito amnésico que foi observado na tarefa de RO. Provavelmente por  

conta da natureza das tarefas comportamentais, pois o RO é um teste de caráter 

neutro e exploratório, diferente do teste de EI, que se trata de um teste que provoca 

um estímulo aversivo e marcante para animal. Cada tarefa realizada pelo animal de 

estudo, possibilita a formação de um tipo de memória diferente. 

Considerando os dois experimentos em conjunto, podemos concluir que a 

estimulação dos receptores GPER1 em ratos machos imediatamente após o treino 

modula a consolidação da memória, tanto em tarefa neutra, como aversiva. Estudos 

realizados com o antagonista G15, em um tratamento agudo no córtex perirrinal 

(PRh), demonstraram que o G15 interferiu na retenção da memória de localização do 

objeto em ratos machos adultos. O GPER1 também foi considerado necessário no 

PRh, uma vez que o antagonista G15 prejudicou tanto a memória de longo prazo 

(LTM;24 h) quanto a memória de curto prazo (STM; 20 min). A administração intra- 
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PRh de E2 possibilitou o aumentou tanto a LTM quanto a STM. Além disso, pelo 

menos um dos ERs clássicos (provavelmente ERβ), bem como o GPER1, seriam 

essenciais para a memória de localização do objeto (OiP) de longo prazo, e a ativação 

do GPER1 é necessária para a memória OiP de curto prazo. A partir desses 

resultados, avaliou-se então a necessidade de E2 e ERs na memória de localização 

do objeto mediada por PRh de ratos machos, viabilizando vias de sinalização 

relacionadas com ERs semelhantes às existentes no hipocampo (Mitchnick et al., 

2019). 

Com relação ao RO realizado durante o experimento 2 e a administração de 

veículo e G1 3h e 6h após do treino; por meio dos dados estatísticos, observamos que 

no 1º dia (Treino) todos os grupos tratados, apresentaram também, IR com média 

cerca de 0,5 na maioria dos grupos tratados, demonstrando novamente que os 

animais em estudo, exploraram de forma igual ambos objetos idênticos na caixa. No 

dia do teste (2º dia), esse IR ultrapassou de 0,5 também em todos grupos, 

independente do intervalo de tempo que cada grupo foi tratado após o treino. 

Estatisticamente os grupos que receberam G1 3h e 6h após o treino, no 2º dia não 

obtiveram diferença significativa entre si e nem com relação aos grupos veículos. 

Apenas o grupo G1 6h, que apresentou um IR discretamente menor, porém sem 

diferença estatística. Assim também, como os grupos veículos de 3h e 6h, que no dia 

do teste também apresentaram IR em torno de 0,6, sem diferença significativa entre 

si, corroborando que, todos os grupos de animais reconheceram a presença de um 

novo objeto e também passaram mais tempo o explorando ao invés do objeto já 

familiar. 

Em referência ao teste comportamental de Esquiva Inibitória (EI), também foi 

realizada a administração de G1 3h e 6h após o treino. Os conhecimentos obtidos 

estatisticamente mostraram que a latência de descida dos animais no 1º dia (Treino) 

foi breve, entre 10 a 18 segundos em todos os grupos. No 2º dia (Teste), essa latência 

de descida teve um aumento considerável, em comparação ao treino. Logo, 

conseguimos observar que os grupos que receberam veículo 3h e 6h após o treino, 

apresentaram latência aproximadamente de 70 segundos e 50 segundos 

respectivamente. Já os grupos de administração de G1 3h e 6h após o treino, 

mostraram latência acima dos 80 segundos, sem diferença significativa entre eles. 

Desta forma, podemos sugerir que o G1 administrado 3 ou 6 h após o treino não teve 

efeito sobre a consolidação da memória de esquiva inibitória ou reconhecimento de 
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objeto. No estudo realizado por Mitchnick et al. (2019) em ratos machos adultos, a 

administração do antagonista do GPER1 foi realizada apenas imediatamente após a 

sessão de treino. Assim, este é o primeiro estudo realizado com administrações mais 

tardias, visando investigar a participação do receptor em outros estágios da 

consolidação da memória. Uma vez que os resultados não indicaram efeitos 

significativos, podemos concluir que a atuação do GEPR1 se dá nos estágios iniciais 

da consolidação. 

Para a investigação dos efeitos do G1 sobre a reconsolidação da memória, no 

experimento 3, foram realizados três testes após o treino na Esquiva Inibitória (EI) e a 

administração de G1 foi realizada somente após o Teste 1. Tivemos um grupo 

experimental testado e com administração de G1 após o teste 1 e outro Grupo no 

reactivation control, no qual os animais receberam o G1, mas não foram submetidos 

à sessão de teste (reativação da memória), para comparação dos resultados. 

Então, por meio dos dados estatísticos, observamos que no 1º dia (Treino), os 

grupos experimentais apresentaram dentro do esperado, breve latência. Além disso 

no Teste 1, realizado 24h após o treino, esses grupos não apresentaram diferença 

significativa entre si. Porém, com a administração somente após o Teste 1, no Teste 

2 (48h após o treino) os grupos veículo e G1, indicaram um aumento na latência de 

descida da plataforma, mas sem diferença significativa entre si. E assim se seguiu 

durante a latência do Teste 3 (72h após o treino), não apresentando também diferença 

significativa em relação ao grupo veículo e G1. 

Levando em consideração o grupo no reactivation control, os ratos foram 

treinados no 1º dia e testados quanto à retenção apenas 48 horas depois. No 2º dia 

(24h após o treino), o veículo ou G1 foram administrados nesses grupos, na ausência 

de um teste de retenção (Teste 1). Para o Teste 2, houve um aumento de latência nos 

grupos que receberam G1 e veículo, assim também como no Teste 3. Não houve 

diferença significativa entre os grupos, sugerindo que o G1 não apresenta efeitos 

sobre a reconsolidação da memória aversiva. 

Não foram encontrados na literatura experimentos que tenham investigado os 

efeitos do GPER1 sobre a reconsolidação da memória tanto em fêmeas quanto em 

machos. Por fim, fornecemos a primeira evidência de que as estratégias 

farmacológicas sistêmicas de GPER1 promove a modulação da consolidação de 

diferentes tipos de memória, principalmente memórias motivadas pelo medo e de 

reconhecimento, em animais machos saudáveis. Essas descobertas iniciais podem 
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abrir novos caminhos de pesquisa, para a maior exploração dos mecanismos sobre a 

regulação da função cerebral pelos estrogênios e seus receptores acoplados à 

proteína G. 
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7 CONCLUSÕES 

 
 

Por meio dos nossos experimentos conseguimos contribuir com o 

entendimento de alguns dos processos relacionados ao GPER1 em machos, os quais 

podem modular os mecanismos da memória durante a consolidação -, conforme 

descrito a seguir: 

 
A) Os grupos que receberam G1 imediatamente após o treino nas doses de 15 

µg/Kg e 75 µg/Kg não apresentaram diferença estatística com relação ao 

grupo veículo, portanto sem efeito sobre a consolidação da memória em 

ambos os testes comportamentais. O grupo administrado com G1 na dose de 

150 µg/Kg, apresentou diferença estatística em relação ao grupo veículo em 

ambos os testes, promovendo o efeito melhorador da memória. Estes dados 

sugerem a participação do GPER1 na consolidação da memória. 

 
 

 
B) O grupo administrado com antagonista G15, imediatamente após o treino, 

apresentou efeito amnésico apenas no teste de RO, devido à natureza das 

tarefas comportamentais, que promovem tipos de memórias diferentes. 

 
 

C) Os grupos que receberam o G1 3h e 6h após o treino de RO, não apresentaram 

diferença significativa entre si e nem comparados aos grupos que receberam 

veículo 3h e 6h após o treino, em ambas as tarefas, sugerindo que existe uma 

janela temporal de atuação do GPER1 na consolidação da memória, o qual 

participa da modulação apenas nos estágios iniciais da consolidação. 

 

 
D) Os grupos que receberam a administração do agonista de GPER 1, o G1, após 

o Teste 1 de EI, para investigar a reconsolidação, não apresentaram 

interferência na retenção dessas memórias, durantes os seguintes testes do 

último experimento. Aspecto observado também, no grupo no reactivation 

control, mesmo a retenção ocorrendo apenas 48h após o treino (ausência de 
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Teste 1), no Teste 2. Assim, podemos sugerir que a estimulação do GPER1 

não interfere na reconsolidação da memória de EI em ratos machos. 
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