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RESUMO

O estradiol (E2) embora, seja um hormonio de producdo na sua maioria
gonadal, pode ser sintetizado no sistema nervoso a partir do colesterol por uma
conversdo dependente de aromatase. Seus efeitos, irdo depender dos niveis
hormonais e da interacéo de diferentes receptores de estrogénio nos circuitos neurais.
Seus mecanismos de resposta ainda ndo foram completamente esclarecidos, porém
sabe-se que ocorrem por meio da ativagdo de receptores intracelulares de estrogénio
(ERs), ERa e Er3, os quais funcionam através da indugéo da transcricdo génica e do
recentemente caracterizado, receptor de estrogénio acoplado a proteina G (GPER1),
relacionado a uma rapida sinalizagdo da membrana, mediada pelo seu ligante
estradiol . Sabe-se que o estradiol esta envolvido em diversas fungcbes de
neuroprotecao, controle da neuroinflamagéo, promovendo também o crescimento de
sinapses glutamatérgicas, e comimportancia na fungcao mitocondrial. Essas ag¢des sao
fundamentais para a manutencdo da funcédo cognitiva, memoria e protecdo contra
danos celulares associados ao estresse cognitivo. Essas fun¢cdes sdo muito bem
descritas na literatura com relacdo a fémeas, porém seus efeitos em machos, ainda
sdo muito pouco explorados. Sendo assim, sera importante determinar quais 0s
efeitos fisiolégicos desses receptores de estrogénio, especialmente o acoplado a
proteina G, durante a consolidacéo e reconsolidacdo da memdria, em ratos machos.
O objetivo do presente trabalho foi buscar estabelecer o papel do GPER1 nos
processos de consolidacéo e reconsolidacdo da memoaria, além de investigar o perfil
temporal da ativacdo do receptor GPER1 sobre a consolidacdo da memoaria de ratos
machos adultos, por meio da administracdo sistémica de seu agonista G-1. A
administracdo subcutanea de G-1 (0, 15, 75 ou 150 pg/kg), foi realizada em
intervalos diferentes ap0s a realizacdo do treino nas tarefas comportamentais de
reconhecimento de objeto e esquiva inibitoria.. Os grupos que receberam tratamento
com G-1 na dose mais alta, imediatamente apdés o treino, apresentaram acao
melhoradora da meméria em ambas as tarefas, enquanto a administracdo do seu
antagonista G15 (100 ug/kg) teve efeito amnésico na tarefa de reconhecimento de
objeto. A administracdo de G-1 3 ou 6 horas apos o treino ndo teve efeitos sobre a
memoria nas duas tarefas. Além disto, também n&o foi observado efeito sobre a
reconsolidacdo da memoria de esquiva inibitoria. Desta forma, neste trabalho,
exploramos estratégias farmacoldgicas através da administracdo do agonista e do

antagonista de GPER1, levando emconsideracao seu



perfil temporal, em testes comportamentais, para melhor compreensdo dos seus
efeitos emratos machos adultos saudaveis. A partir dos resultados obtidos, podemos
concluir que a estimulacdo do GPER1 modula positivamente os estagios iniciais da

consolidacdo da memodria.

Palavras-chaves: GPER1, G1, machos, consolidagcdo, reconsolidacdo, memodria,

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), ERa and Erf,
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 ug/kg), was performed at differentintervals 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
pg/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 INTRODUCAO

A memodria é a capacidade de armazenar informacgfes, de modo que possam
ser recuperadas quando buscamos recorda-las. Ocorre pela formacdo de conexdes
neuronais presentes no cérebro. Estas conexBes serdo responsaveis por captar
informacgdes através dos 6rgdos sensoriais, como no sistema visual, por exemplo, em
gue as informacdes visuais, serdo encaminhadas para diferentes partes do coértex
visual. O cortex frontal ira receber informacdes operacionais de curto prazo, como as
de utilizacdo imediata. Essas informac¢des sédo encaminhadas para o hipocampo, que
€ responsavel pela formagdo da memoéria a longo prazo e que utliza fatores
emocionais vinculados a tais informacfes para que estas possam ser reativadas
guando necessarias. Os fatores emocionais que auxiliam no processo de
memorizacdo sao formados por conexdes neurais localizadas na amigdala,

permitindo a ac&o rapida.

Os estrogénios sdo hormonios esteroides que séo sintetizados nas gonadas e
distribuidos em diversos orgaos, tais como utero, mama, ovario, pulméao e rim, além
de serem encontrados nos 0ssos e no encéfalo. O estradiol (E2), € a forma mais
potente e predominante de estrogénio, o qual possui varios efeitos sobre a cognicao
e a funcéo cerebral (Bean et al. 2014; Kim et al., 2016). Os efeitos do estradiol na
memoria dependem dos niveis hormonais e da interacéo de diferentes receptores de
estrogénio nos circuitos neurais. Os mecanismos subjacentes aos efeitos do estradiol
ainda ndo estdo completamente elucidados. Entretanto, acredita-se que estes sejam
primariamente mediados através da ativagcdo de receptores intracelulares de
estrégeno (ERs), ERa e Erp (Bean et al. 2014). O estradiol induz a transcricao
génica através dos receptores de estrogénio alfa (ERa) e beta (ERB), e a rapida
sinalizacdo da membrana mediada por um receptor de estrogénio acoplado a
proteina G recentemente caracterizado, que sera mais adiante aprofundado no
estudo. Cada um dos receptores apresenta distribuicdes distintas e capacidade de

influenciar a sinalizacao dependente de estradiol.

Estudos realizados com o uso de agonistas especificos dos receptores,
propdem que todos os trés receptores ativam rapidamente a sinaliza¢do de quinases
e tém complexas influéncias dependentes da dose na memoéria. Pesquisas que usam
camundongos knockout para receptores, demonstram que ERa mantém a

transcricdo e a memoria quando os niveis de estradiol diminuem.
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Nota-se, que a capacidade do estradiol para a melhora da cogni¢cdo diminui
com a idade avangada, juntamente com a diminuicdo da expressao dos receptores de
estrogénio (Bean et al., 2014).

O estrogénio tem a capacidade de regular varias fun¢gbes neuronais, como o
aprendizado e a memoria (McEwen and Alves, 1999; McEwen et al 2012), com efeitos
do estrogénio observados em cérebros masculinos e femininos (Gillies and McArthur,
2010). Entretanto, se encontra muito bem consolidado na literatura, a influéncia do
estradiol em fémeas e seus efeitos na memdria e cognicdo (Smejkalova and Woolley,
2010; Dumitriu et al., 2010; Srivastava and Penzes, 2011), semelhante aos seus
efeitos reprodutivos, que ocorrem por meio da ligagdo aos receptores nucleares
classicos ERa e ER[B. Esses receptores, que foram primeiramente isolados e
caracterizados do utero, foram posteriormente encontrados em muitos locais do
cérebro. Entdo a partir desse momento, muitos estudos foram realizados para
caracterizar os mecanismos somente dos receptores classicos de estrogénio (ERa e
ERB). Geralmente, desenvolvidos com roedores fémeas, podendo ou ndo, de acordo
com a pesquisa, passar pelo procedimento de ovariectomia (Srivastava and Penzes,
2011). Com a recente identificacdo do receptor acoplado a proteina G (GPER1),
novos trabalhos foram sendo realizados com o objetivo de elucidar seus
mecanismos relacionando a funcdo cognitiva a outros elementos, em roedores
fémeas (Alexander et al., 2017; Machado et al., 2019). Porém, ainda se ha
necessidade de buscar mais respostas, com relacdo as informacbes sobre este
receptor acoplado a proteina G em machos.

Sendo assim, sera importante para futuras pesquisas determinar qual os efeitos
fisiol6gicos desses receptores de estrogénio, principalmente o acoplado a proteina G,

durante a consolidacdo da memaoria em machos.

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Estrogénios

Os estrogénios sdo horménios que derivam do colesterol e desempenham
papel crucial em ambos 0s sexos. SAo0 responsaveis por diversos processos
fisiologicos como o crescimento celular, reproducéo, desenvolvimento e diferenciacéo
sexual, bem como estdo envolvidos em processos patolégicos como neoplasias,

inflamacé&o, neurodegeneracao (Baudry et al., 2012; Al-Sweidi et al., 2012), doencas
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cardiovasculares (Murphy and Steenbergen, 2007) e metabdlicas, além de
osteoporose (Hadji, 2012). O local de sintese de estrogénios varia de acordo com o
género e, no caso das mulheres, com a idade. Em fémeas, o estradiol é secretado em
guantidades significativas somente pelos ovéarios, embora quantidades minimas
também sejam secretadas pelos cértices adrenais (Baird, 1974; Aedo et al.,1980;
Shoham and Schachter, 1996). Durante o periodo fértil da vida da mulher, os ovarios
representam o sitio primério de sintese do estradiol (E2), o qual é o mais predominante
e potente (Colleen et al.; 2008).

Na fase folicular do ciclo menstrual, a sintese de estrogenos é realizada a partir
dos foliculos, enquanto na fase latea € o corpo lUteo o responsavel por essa sintese.
A sintese de E2 depende de dois tipos celulares diferentes: as células da teca e da
granulosa, dentro dos foliculos, e as células tecais ovarianas e as granulosas-
luteinicas, dentro do corpo lateo (Shoham and Schachter, 1996). As células da teca e
as tecaluteinicas obtém o colesterol e entdo produzem androstenediona a qual se
difunde até a camada granulosa. Nas células da granulosa, o horménio foliculo
estimulante (FSH), através da via da adenilatociclase, estimula as células a
produzirem aromatase (Shoham and Schachter, 1996). A aromatase € a enzima que
converte a androstenediona em estrona (E1). A estrona, entdo, por acado da enzima
17B-hidroxiesteroide desidrogenase (17p-HSD) é convertida em E2 (Figura 1). Uma
via alternativa é a conversdo da mesma androstenediona em testosterona pela 17p3-
HSD e, em seguida, a conversao da testosterona em E2 pela aromatase. Ha também
a producéo de estriol (E3) que € um estrogénio fraco; e produto oxidativo derivado do
estradiol e da estrona, e a sua conversao se da, principalmente, no figado (Colleen et
al., 2008). Nos machos aproximadamente 20% do horménio € formado nas células de
Leydig localizadas nos testiculos (Dorrington et al., 1975; Payne et al., 1976; Carreau
et al.,, 2010), o restante é formado nos tecidos periféricos pela aromatizacdo dos
androgenos, principalmente a testosterona (Hess and Cooke, 2018). O processo de
conversdo da testosterona em estrogénio ocorre com a participacdo 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 horménio de producdo na sua maioria
gonadal, o E2 pode ser sintetizado no sistema nervoso a partir do colesterol por uma
conversdo dependente de aromatase (Baulieu, 1997; Compagnone and Mellon, 2000).

Esses esterdides sdo sintetizados de novo por meio do colesterol ou de precursores
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esteroides importados de areas periféricas, em varias regides do cérebro, incluindo o
hipocampo, hipotalamo e cortex cerebral, por ambos os neurbnios e glia. Estes
hormonios sintetizados localmente (tecido neural) sdo 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 mitocéndria, como em 6rgaos
esteroidogénicos periféricos. Em seguida, a Preg é metabolizada no reticulo
endoplasmatico 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 neuroesterdide, pode alcancar altas concentracdes
e agir por mecanismos ndo gendmicos rapidos que envolvem receptores de

membrana E2 especificos (GPER).

Figura 1: Sintese de hormonios esteroides a partir do seu precursor, colesterol.

Colesterol
h 4
Pregnenolona » Progesterona
\ 4 v
Desidroepiandrosterona Androstenediona
(DHEA)
v v
Sulfato de R
desidropiandrosterona Androstenediol > Testosterona
(dHEA-S)
v v
» Estradiol Diidrotestosterona
(DHT)

Fonte: Autor.

2.2 Receptores de Estrogénio

O uso de camundongos nocaute e ligantes seletivos tém servido como
importante ferramenta no estudo dos subtipos de ERSs, logo levando a uma melhor
compreensdo destes receptores (Osterlund, 2009). Os receptores intracelulares
classicos, ERa e ERp, contribuem para os mecanismos que promovem o

funcionamento neuronal por meio do estrogénio, sinalizando e desempenhando
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um papel igualmente importante na mediacdo da neuroprotecdo por este hormonio
(Zhao and Brinton, 2007).

Sendo assim, os receptores nucleares ERa e ERB, modulam a transcricéo de
varios genes. Ambos sdo considerados receptores classicos de estrogénio e séo
expressos em diferentes tecidos. O ERa predomina nos tecidos reprodutivos (ovario,
Utero), além de estarem presentes em mamas, rins, 0ssos, tecido adiposo e figado
(Birzniece et al 2006; Osterlund 2008). E associado aos efeitos feminilizantes
estrogénicos e, o gene que codifica para este ER estéa localizado no cromossomo 6.
Os ERB estdo presentes nos ovarios, no sistema nervoso central, sistema
cardiovascular, pulmdes, 6rgdos sexuais masculinos, préstata, célon, rins e no
sistema imune. O gene que codifica para este ER estéa localizado no cromossomo
14. Esses receptores nucleares estdo presentes principalmente no citosol e quando
ligados a molécula dos estrogénios se dimerizam e translocam-se para o nucleo. A
resposta transcricional dessa sinalizagdo ocorre devido a ligacdo deste dimero em
sequéncias especificas do genoma denominadas Elementos Responsivos a
Estrogénio (ERES). Porém, sabe-se que os estrogénios possuem efeitos genémicos
via outros elementos responsivos como AP-1 (Activator Protein-1) e CREB (CAMP
response element-binding protein), entre outros fatores de transcricdo (Edward,
2005).

Em adicéo as alteracdes na maquinaria de transcricdo nuclear mediada pelos
estrogénios, essas moléculas possuem efeitos fisiologicos rapidos e ndo gendémicos
(Boonyaratanakornkit and Edwards, 2007; Fu and Simoncini, 2007). Os efeitos néo
genbmicos mediados pelos estrogénios possuem diferentes candidatos como
receptores. Entre eles se destacam os receptores ERa e ER[B, porém ancorados
juntamente com complexos proteicos a membrana plasmatica, e receptores
inicialmente descritos como ER-X, Gg-mER e GPR30 capazes de ativar vias
intracelulares independentes de transcricdo nuclear. Foi demonstrado que o E2 é
capaz de modular a resposta de receptor ionotrépico de glutamato por acdo primaria
em outras proteinas, como por exemplo, canais de potassio retificadores de influxo
(GIRK). A ativacdo desses canais leva a uma intensa hiperpolarizacéo neuronal e o
E2 tem a capacidade de modular negativamente essa resposta (Micevych and Kelly,
2012). Outra via de ativacdo da resposta ndo gendmica por estrogénios ocorre, por
meio da geracdo de segundos mensageiros e ativacdo de receptor acoplado a

proteina 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 estrogénio acoplado a proteina G

231 Caracterizacao inicial de GPER 1

Na década de 1990, um receptor acoplado a proteina G (GPCR) 6rfao, de alta
afinidade com E2 e que possuia a capacidade de iniciar rapida sinalizacdo em
resposta a esse mesmo ligante da membrana plasmética, foi identificado inicialmente
nas células de cancer de mama SKBR3. Este receptor, GPR30, agora chamado
GPERL1 pode ativar varias cascatas de transducdo de sinal em resposta ao E2
(Thomas et al.,2005; Hadjimarkou and Vasudevan, 2018). O GPER 1 & um tipo de
receptor de membrana com sete dominios transmembranicos acoplado a proteina G
as quais ativam uma variada gama de cascatas intracelulares (Figura 2). Esse
receptor esta ligado ao complexo heterotrimérico da proteina G composto pelas
subunidades a, B8 e y. Evidéncias apontam que o GPER esté ligado tanto a proteina
Gi/o quanto a Gs (Cheng et al., 2014). Com a ligacdo do horménio, ocorre uma
mudanca conformacional no receptor, 0 que possibilita o desacoplamento da
subunidade Ga do complexo GBy. Os GPCRs sao divididos em quatro familias de
acordo com o subtipo de Ga presente: Gas, Gai, Gag/11, Ga12/13. Gas ativa adenilil
ciclase, aumentando os niveis intracelulares de AMP ciclico (AMPc), um importante
segundo mensageiro celular, que ativa a proteina cinase A (PKA). Gai, por outro lado,
diminui os niveis de AMPc por inibir a atividade da adenilil ciclase. Gag/11 estimula
fosfolipase CB (PLCB) e promove a producdo de outros importantes segundos
mensageiros como o diacilglicerol (DAG) e o inositol trifosfato (IP3). Ga12/13 é
responsavel por controlar a atividade de proteinas Rho (Sladek and Song;2012).

Segundo Filardo et al. (2000) o GPER € necessario para ativacao induzida por
E2 de Erk-1 e Erk-2 em células de cancer de mama. Outros estudos mostraram o
envolvimento de GPER em ac¢fes de E2 em outros tipos de célula. Como macro6fagos,
em que GPER medeia a producgao de fator de crescimento nervoso, como resposta

ao E2 (Kanda and Watanabe, 2003a) e queratindcitos, em que o GPER medeiaa
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inducdo da expresséo de proliferagéo celular induzida por Bcl-2 e E2 (Kanda and
Watanabe, 2003b, 2004).

Figura 2: Modelo exemplificando as diferentes formas de atuacéo do estradiol (E2).
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(A) Via de sinalizacéo rapida do E2 através do receptor de estrogénio acoplado a proteina G (GPER) e
dos receptores de membrana ativados por estradiol (MERa ou mER), essa sinalizacdo rapida é
dependente de diferentes cascatas intracelulares que levam a alteracdes fisioldgicas rapidas ou levam
a fosforilacé@o do receptor de estrogénio do tipo alfa (ERa) e do fator de transcricio CREB. (B) Avia de
sinalizacdo classica ou genbmica, na qual a ligacdo dos estrogenos aos ERa ou ER[B ocorre no
citoplasma ou no nudcleo celular, levando a formag&o de um complexo homo ou heterodimero o qual se
liga no elemento responsivo ao estrogénio (ERE) dentro do DNA (Bean etal.;2014)

232 GPER 1 e seus ligantes

Os receptores de estrogénios classicos apresentam uma forte afinidade paraa
molécula 17-B estradiol, encontrado no organismo, em comparagao com seuisémero
17 a-estradiol. Por meio de testes de ligacdo competitiva apresentaram similarmente,
gue o 17a-estradiol ndo pode ligar-se ao receptor GPER 1. Outras formas fisiol6gicas
de estrogénios, estrona e estriol, assim como outros esteroides, incluindo cortisol,
progesterona e testosterona, ndo se ligam ao GPER 1 (Thomas et al., 2006).

Estudos comprovaram que o tamoxifeno, conhecido como um modulador
seletivo de receptor de estrogeno (SERM), e ICI182,780 ligam-se de forma

significativa ao GPER 1, porém, ao contrario das propriedades antagonistas que esses
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compostos transmitem com respeito aos receptores de estrogénios classicos, ambos
0Ss compostos servem como agonistas de GPER 1 (Revankar et al, 2005; Filardo et al,
2000). Como efeito mediado pela ligagao tamoxifeno-GPER 1, ocorre um aumento da
incidéncia de hiperplasia do endométrio em pacientes com cancer de mama tratadas
com esse medicamento, o qual é usualmente administrado na pratica clinica (Smith et
al, 2007; Senkus-Konefka et al, 2004).

Um composto nao esteréide, foi identificado por meio de uma combinacao de
triagem virtual e biomolecular para um ligante especifico de GPER 1 e denominado
de G-1 (Bologa et al., 2006). Pesquisas mostraram uma afinidade de ligacédo de G-1
com GPER de cerca de 11 nM, em comparagcdo com 6 nM para o E2. Nenhuma
ligacao significativa de G-1 em concentragdes de até 1 uM pdde ser demonstrada para
ERa ou ER. A caracterizagao da fungao de G-1 apresentou uma ativacao de GPER
1 seguida da mobilizacdo de calcio intracelular e ativacdo da fosfatidilinositol 3-
quinases (PI3K). Desde entéo, G-1 tem sido utilizado em muitos estudos realizados
para investigacdo do verdadeiro papel de GPER 1 em numerosos sistemas e em
estudos com células cancerosas. Ha pouco tempo, foi identificado o antagonista para
o receptor GPER 1, G15, o que possibilitou ampliar o conhecimento das principais
funcdes 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 ERa e efeitos similares ao G-15 para GPER 1 foi também identificado e
nomeado G-36 (Dennis et al., 2011).

233 GPER 1, Localizacédo e Distribuicédo

Muitas pesquisas, aqui comentadas, propdem a caracterizacdo da sinalizacéo
mediada por GPER 1 em culturas celulares. O GPER 1 tem sido considerado um
receptor de membrana por muitos estudos, embora sua localizacdo na célula ainda
seja discutida (Funakoshi et al., 2006). Os primeiros trabalhos demonstraram a
presenca do receptor na membrana plasmatica em preparacdes in vitro de membrana.
Contudo, hoje se sabe também que a localizacdo celular de GPER 1 pode ser
também intracelular, principalmente no reticulo endoplasmatico e no aparelho de Golgi
(Otto et al., 2008; Revankar et al., 2005).
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A expresséo do receptor GPER 1 foi identificada em diferentes tipos celulares
como endotélio de pequenas artérias, em diversos tecidos como coracado, rins,
peritbnio e trato genital, células de musculo liso e pericitos no cérebro, células
principais gastricas no estdbmago e em células cromafins da medula das glandulas
adrenais (Isensee et al., 2009). No sistema nervoso central foi identificado em
subpopulac¢des neuronais na camada Il do cértex bem como no giro denteado, em
populac@es de células do lobo intermediério e lobo anterior da hipdfise (Isensee et al.,
2009). A expressao do receptor GPER 1 (proteina e o mRNA), também foi encontrada,
em roedores machos e fémeas, em diversos locais do sistema nervoso central e
periférico, incluindo o cértex, hipocampo, hipotdlamo, nucleos especificos da ponte,
nucleo trigeminal, cerebelo, na medula espinhal e no géanglio dorsal da medula
(Brailoiu et al, 2007; Dun et al, 2009 ; Hazell et al, 2009). Estudos dessa expressao
de GPER1, utlizaram a estratégia de co-expressdo do gene para O receptor
juntamente com o gene reporter lacZ em roedores machos e fémeas.

Outros estudos ainda, realizados por meio da técnica de imunohistoquimica
indicaram a expressao do receptor em diferentes areas do prosencéfalo como na
formacédo hipocampal (CA1-CA3), diferentes areas do coértex, expressao pronunciada
no hipotdlamo (area pré Optica, nucleos supraquiasmatico, PVN, SON, nucleo
arqueado e ventromedial), no mesencéfalo (substancia negra), nucleos pontinos e
locus coeruleus, e algumas regides da medula espinhal. Em complemento a estes
resultados, outros estudos também apontaram a presenca de GPER 1 na hipdfise
(I6bulos anterior, intermediario e neural), nas células cromafins da glandula adrenal,
células musculares lisas da pelve renal e densa marcacédo nas células da granulosa

dos ovarios em deteccao no corpo luteo (Hazell et al., 2009).

2.4 Memobria

A memoria pode ser definida como a capacidade que o ser humano e 0s
animais tém de armazenar informacfes que possam ser recuperadas e utilizadas
guando requeridas. Dentro desta ampla capacidade, sdo varios os processos de
memoria: aquisi¢cdo, formacdo, conservacao e evocacgado de informacdes (lzquierdo,
2011). O primeiro deles é o processo de aquisi¢do de informacgdes, também chamado
de aprendizado e novos aprendizados podem, ou né&o, 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 retencdo de longa duracdo pelo processo de consolidacdo da
memoéria. O curso do tempo de consolidacdo da memdria parece variar amplamente
dependendo dos parametros das tarefas de aprendizado e das estruturas encefélicas
envolvidas (Medina et al.,, 2008). E entdo a evocacdo, também chamada de
recordagéo, lembranga ou recuperacgao (Izquierdo, 2011). Ou seja, apenas se “grava”
em nossa memoaria algo que aprendemos, assim, como poderemos somente recordar
de algo, quando aquilo efetivamente for aprendido.

Logo, a memoria pode ser considerada como uma das principais
particularidades biolégicas comuns entre os seres vivos humanos e ndo humanos,
contudo, o conteudo existente da memoria ira depender unicamente da experiéncia
de cada individuo. Assim sendo, no caso dos humanos, o acervo de memorias de
cada um, em conjunto com as caracteristicas genéticas e comportamentais, permitira

a formacéo da estrutura essencial para a construgcédo de uma personalidade prépria.

24.1 Tipos de memodria

Sao varios também os tipos e subtipos de memoria, definidos com relacdo a
tempo de duracdo ou a natureza de seu conteudo (lzquierdo, 2011). Levando em
consideracao o tempo de retencdo, pode-se qualificar a memdria “ultra-rapida” (que
dura por um curtissimo periodo de tempo), a memoéria de curta duracao e a de longa
duracdo. Com relacdo a natureza podem ser classificadas em memorias implicitas
(ndo-declarativa), explicitas (declarativa) e de trabalho.

A memoria implicita € a memodria dos habitos, procedimentos e regras, a
memoaria de representacao perceptual, a aprendizagem associativa e hdo associativa,
formas de memodria que ndo podem ser descritas facilmente com palavras e sua
avaliacdo geralmente é por meio de demonstracdo. Na pesquisa com animais nao-
humanos, a classificacdo previamente mencionada pode ser dificil de aplicar,
principalmente pela forma restrita que a memdria pode ser avaliada em outras
espécies. A figura 3 mostra essa classificagdo segundo a sua natureza associativa ou
nao associativa e alguns exemplos de modelos comportamentais em roedores para

sua avaliacao.



20

Ao contrario, a memdria explicita pode ser descrita com palavras, e consiste
em um subtipo chamado episddico (a memoria dos fatos que ocorrem ao longo do
tempo), um chamado semantico (a memaria dos conceitos atemporais) e um subtipo
espacial (a memoria das informagcBes espaciais). A memoria espacial envolve a
habilidade de lembrar o arranjo espacial de um ambiente por meio da formacéo de um
mapa espacial no encéfalo. Sendo assim, a memoria espacial permite saber a
localizacdo de objetos, de si mesmo, além de utilizar-se destas informacdes para
possibilitar o movimento de um lugar para outro. Finalmente, a memaria de trabalho,
gue nos serve para utilizacdo rapida no raciocinio e no planejamento do
comportamento (Lent, 2001; Bierzniece et al., 2006; Bear et al., 2017).

Uma das caracteristicas mais importantes das memodrias declarativas,

especificamente no caso dos humanos, € que podem ser verbalizadas. No caso de
outros animais onde a informacdo nao pode ser verbalizada, existem diferentes
metodologias para avaliar a existéncia da memoria, por meio da observagdo do
comportamental do animal. Como exemplo, temos modelos de memoria episoddica em
ratos (Babb and Crystal, 2006; Crystal, 2009). Logo, podemos dizer qgue as memdarias
declarativas sdo evocadas de forma consciente, ou seja, podemos centrar nossa
atencao para recupera-las.
Sendo assim, a memoria € uma das fungdes que fazem parte do termo “cognicao”,
em que se representa a totalidade de processamento das informacgdes. Ou seja, a
cognicao é abrangente e complexa, além da memaria, outras fun¢cdes como atencao,
padrdo de reconhecimento, aprendizado, processamento de linguagem, resolucéo
de problemas, pensamento abstrato, e ainda funcionamento intelectual mais
complexo, bem como habilidades psicomotoras. A memodria é considerada um
aspecto critico da cognicdo, caracterizada por inUmeros processos em diferentes
regides encefalicas (Sherwin and Henry, 2008).

Os mecanismos neurais da memoria ndo sdo completamente conhecidos, e
atualmente supfe-se que ndo exista um unico centro de meméria (Medina et al.,
2008). As informacdes transitérias e duradouras sdo armazenadas em diversas areas
corticais, cada uma de acordo com a sua funcdo: as memoérias motoras no cortex
motor, memdrias visuais no cértex visual, e assim sucessivamente. Dessas regifes,
elas podem ser mobilizadas como memodéria de trabalho pelas areas pré-frontais, em
ligacdo com &reas do cortex parietal e occipital temporal. Além de que, as memorias
explicitas podem ser consolidadas no hipocampo e areas corticais adjacentes do

lobo temporal medial, em conex&o com nucleos do tdlamo e do
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hipotalamo. Alguns estudos apontaram que, em hipocampo de ratos, células
piramidais respondem quando o rato esta em um local particular no ambiente. Células
hipocampais de primatas parecem representar campos visuais espaciais, onde
neurdnios respondem seletivamente conforme o animal vé uma determinada regido
do meio. Logo, sugere-se o envolvimento do hipocampo com a memoria das
informagbes espaciais (Birzniece et al.,, 2006). Desta forma, o processo de
consolidacdo é fortemente influenciado por sistemas moduladores, principalmente
aqueles envolvidos com o processamento emocional, como o complexo amigdaléide
do lobo temporal (Lent, 2001). O sistema limbico do encéfalo (hipocampo, amigdala,
septo, cortex entorrinal) esta fortemente envolvido na percepcdo de emocdes e
analise, sugerindo, portanto, uma poderosa relacdo entre situacées emocionais e
memorias mais duradouras (Birzniece et al., 2006).

Diferentes regibes do encéfalo estdo envolvidas no processamento de
memoria, provavelmente lidando com os diferentes tipos de informacdo do novo
material aprendido, muitos acreditam nao haver razdo para se visualizar a
consolidacdo de memdrias como um unico evento dependendo de uma determinada

regiao cerebral.

Figura 3: Classificacdo da memdéria segundo a natureza associativa ou hdo 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 Inibitéria,
promovendo uma memoéria de condicionamento aversivo e a de Reconhecimento de

Objeto, de carater neutro e exploratorio.

242 Fases da memodria

A memdria passard por trés fases iniciais que podem ser divididas em
aquisicdo, consolidacdo/armazenamento e evocacdo (lzquierdo, 2011), como

podemos observar na figura 4.

Figura 4 - Processos de memoaria — A aquisicao de informacdes é seguida de retencao, que pode ser

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

Além das fases que ja conhecemos, entre a formacédo e evocagdo da memoria,
existem ainda outros caminhos que podem seguir a memoria apdés seu

armazenamento. A memoria previamente consolidada pode passar por umprocesso
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de esquecimento natural, em que a informag¢do ndo estara mais disponivel para a
recuperacdo. Em contrapartida, como produto de um novo aprendizado, a memaria
pode ser extinta. A extingdo ndo significa esquecimento, mas sim um bloqueio da

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

Entdo, as evocagbes geralmente curtas podem conduzir a reconsolidacéo,
caracterizada pela desestabilizacdo de uma memdria previamente consolidada e
posterior estabilizacdo (Dudai and Eisenberg, 2004). Em paralelo a extin¢cdo, qualquer
procedimento realizado durante a reconsolidagdo, vai interferir diretamente na

caracteristica original da memoria (McGaugh, 2004).

A primeira fase, a aquisicéao, refere-se ao intervalo de tempo da percepcéo de
estimulos provenientes de uma experiéncia até 0 momento em que esses estimulos
séo codificados em uma forma de memoria em particular. Um aspecto decisivo na
construcdo da memoria durante essa fase € o nivel de atencéo do individuo (Hamann,
2001). Quanto maior a atencdo durante a aquisicdo, maior as chances desse evento
ser armazenado permanentemente na memoria (Kentros et al., 2004).

A consolidacdo é o processo pelo qual uma informacdo adquirida se torna
estavel para ser armazenada como uma memoaria de longa duracdo. Esse processo €
vulneravel a interferéncias tanto farmacolégicas como comportamentais (Serota,
1971; Mah et al., 1972; Glaser et al., 2010). De forma complementar, a consolidacao
pode ser modulada por fatores enddgenos ou neurohormonais do animal, como o nivel
de estresse (McGaugh, 2006; Roozendaal et al., 2009).

O processo de consolidacao e a formacédo da memoria de longa duracao estédo
diretamente relacionados, pois uma etapa depende da outra. Na consolidacéo ocorre
uma seérie de processos bioguimicos e moleculares em distintas estruturas
encefalicas associadas com o armazenamento da memoria, e estima-se que este
processo ocorra por cerca de 6h. Entretanto, esses intervalos de tempos sofrem
algumas modificacbes dependendo da estrutura onde acontecem (lzquierdo et al.,
1997). O tempo decorrido entre a aquisicdo e estabilizacdo de uma memodria €
chamado de “Janela de Consolidacdo”, sendo o momento mais propicio para a
realizacdo do maior niumero possivel de andlises sobre os aspectos de formacao da
memoria (Wallenstein et al., 2002; Berlese et al., 2005; Fulton et al., 2005; Klann and
Sweatt, 2008).
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Logo, a fase da evocacdo, que se trata de um processo responsavel por
lembrar memorias que foram consolidadas. Além disso, a evocagdo de memdrias é
um mecanismo sujeito a distor¢des, sendo mais eficiente na presenca de “dicas”
(Kandel et al., 2014).

2.5 Consolidagdo X Reconsolidagdo da memoria

Logo apoés o aprendizado, as memodrias sdo instaveis, ou seja, suscetiveis a
interferéncias e traumas, mas depois sdo estabilizadas, de modo que nao sao
interrompidas pelos mesmos eventos interferentes. A viséo atual da consolidacéo é
gue as informacfes recém adquiridas ativam cascatas de sinalizacdo intracelular,
resultando em modificagées pos-traducionais (modificacdo de proteinas apds a sua
biossintese), modulacdo da expressdo génica e sintese de novas proteinas que
alteram a eficacia sinaptica, necessaria para estabilizar as memorias (McGaugh,
2000; Dudai, 2004).

O aumento do interesse pelos mecanismos de formacao de memodrias, se deu
a partir da descoberta do processo eletrofisioldgico conhecido como “Potenciagao de
Longa Duragao” (LTP, sigla dos termos em inglés, Long-term potentiation). A LTP
consiste no aumento persistente da resposta de neurdnios a curta estimulacao
repetida de um axénio ou um conjunto de axbnios que fazem sinapses com elas
(Napolitano et al.,1999). Por meio dessa estimulacdo, também pode ocorrer uma
diminuicdo no limiar de excitabilidade da célula, permitindo que seja ativada com mais
facilidade. Um processo similar, mas inibitorio, também foi descoberto, a “Depressao
de Longa Duragao” ou LTD (sigla dos termos em inglés, Long-term depression). Em
comparacdo com a LTP, a LTD pode inibir uma resposta neuronal (Stanton, 1996).
Um fator em comum entre LTP e LTD era que podiamser medidas por horas, dias ou
semanas. Logo, a duracdo dessas mudancas levou a hipotese de que existiria uma
forte relacdo entre LTP-LTD e as memodrias de longa duracgéo (Teyler and Discenna,
1984).

Uma das ferramentas mais utilizadas historicamente para o estudo da memoria
€ a farmacologia. A utilizacdo de estratégias farmacologicas ap0s o treino permitiu
estudar a influéncia de certos compostos no processo de consolidacdo da memoria
de uma tarefa (Izquierdo and McGaugh, 2000). Como resultado desse método, hoje

conhecemos
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uma boa parte das diferentes substancias neurotransmissoras, receptores, cascatas
metabdlicas e sistemas moduladores que atuam na consolidagéao.

A consolidacgéo sinaptica envolve diferentes eventos moleculares, como a ativagao
de vérias cascatas de sinalizacdo em especificas regides cerebrais. O mais estudado
no processo de consolidacdo da memoria € a ativacdo do receptor glutamatérgico
ionotrépico do tipo N- metil- D- aspartato (NMDA), que permite o influxo de Ca* na
célula (Collingridge et al., 1992).0 receptor NMDA € complexo e extremamente
regulado por co-agonistas que permitem seu normal funcionamento além da ligacao
do seu agonista direto glutamato ou aspartato (Cotman et al., 1988). O influxo de calcio
pelo receptor NMDA consegue modular as sinaliza¢gdes intracelulares que buscam
ativar cinases dependentes de calcio, dentre elas, a proteina cinase dependente de
calcio (PKC) e a calcio-calmodulina cinase tipo Il (CAMK II) (Rosenegger and
Lukowiak, 2010; Wayman et al., 2011). A ativacdo destas cascatas no hipocampo
pode ser iniciada tanto pela ativacdo de receptores ionotropicos, incluindo AMPA e
NMDA, quanto de receptores metabotropicos, e receptores de BDNF e para
monoaminas. A ativacdo destas cascatas é seguida pelo recrutamento de sistemas
de segundos mensageiros e ativacdo de diferentes proteinas quinases e fosfatases
(Izquierdo et al., 2006). O que leva a ativacao de transcricdo e traducao e, em ultima
caso, a sintese de proteinas necessarias para mudancas funcionais e estruturais
(Medina et al., 2008). Sendo assim, durante a formacédo da memoria, acredita-se que
a sintese proteica seja necessaria para transformar a informacdo recentemente
aprendida em modificacdes sinapticas estaveis.

Além disso, a nivel nuclear, a fosforilacdo pode ser de proteinas que fazem
parte da sintese proteica, como a proteina CREB. Entdo, a consolidacdo da memdria
€ dependente de sintese proteica e sua inibicdo pode bloquear a consolidacéo de
novas memoarias (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 amigdala na consolidacdo sinaptica da
associacao 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 apos a consolidacdo estar completa reativou a suscetibilidade temporaria da
memoria. Desta forma entdo, ampliaram a visdo do conceito de reconsolidacdo, no
gual as memodrias previamente consolidadas, quando entdo recuperadas, seriam

novamente suscetiveis a amnésia.
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Sendo assim, o processo pelo qual uma memodria I4bil é recuperada ou
reativada, que se restabelece ao longo do tempo, passando por uma fase de
reestabilizacdo dependente da sintese de proteinas, é conhecido como
reconsolidacdo de memoéria (Nader et al., 2000; Sara, 2000a).

Foram propostas no meio cientifico duas hipéteses, ndo excludente uma da
outra, para explicar a funcdo da reconsolidacao. A primeira afirma que, a memoéria
torna-se instavel ja que, por meio da reconsolidacdo, novas informacfes sao
adicionadas aos antecedentes do passado, permitindo desta forma que a memdria
seja atualizada (Lewis, 1979; Sara, 2000a; Dudai, 2004). A outra, propde que a
memoria se reconsolide para se tornar mais resistente e duradoura (Sara, 2000b;
Alberini 2011).

Logo, a aprendizagem de um evento relevante leva a uma memoria duradoura
por meio de mudancas celulares e de circuitos moleculares que evoluem ao longo do
tempo (semanas em ratos). Durante os primeiros dias, a memoéria € interrompida por
processos que interferem na sintese de diversas proteinas; contudo, ap0s esse
tempo, a memoaria torna-se resistente aos mesmos tratamentos amnésicos. 1sso pode
ser significar que a consolidacdo foi concluida. Entretanto, a memoria ainda
permanece por algum tempo em um periodo sensivel, o qual a memoria pode voltar a
um estado labil se reativada, como por meio de recuperacfes ou retreinamento. E
enquanto a memoria esta neste estado fragil, sua retencao pode ser modulada. Com
0 passar do tempo, um gradiente de estabilizacdo da memoria se estabelece, junto
com o0 aumento da resisténcia a interferéncia pos-recuperacédo (Sara, 2000b; Alberini
2011).

Uma importante questao sobre a reconsolidacao, € saber quando a reativagao,
induzida geralmente pela apresentacdo do estimulo condicionado (EC), possibilitaria
gue a memoria fosse introduzida de fato no processo de reconsolidacdo e ndo emum
de extincdo (Inda et al.,, 2011). Essa diferenca, nos permite saber quando um
tratamento farmacoldgico pode estar afetando o tragco de memaria original ou um novo
traco paralelo como produto da extingdo. Diferentes estudos comportamentais,
indicaram que o tempo de reativacdo pode ser essencial para determinar o caminho
gue a memoria ird seguir (Perez-Cuesta and Maldonado, 2009; Schiller and Johansen,
2009). Pequenas reativacgdes ativam mecanismos de degradagéao proteica associados
com o processo chamado de “labilizacdo” que permitiria a memaria voltar para um

estado l4bil e suscetivel a modificagbes, precisando posteriormente uma estabilizacao



27

gue seria a reconsolidacao efetivamente, como podemos observar na figura 5
(Bevilaqua et al., 2008).

Figura 5 — Esquema do estado ativo e inativo da memoria — As memdrias sao formadas rapidamente

e sdo permanentes.

Consolidacgao

. Estado ativo i i
Treino I:> Estado inativo

Reativagao

As memorias podem ser ativas, quando recém formadas ou quando reativadas ou inativas, quando
armazenadas no cérebro. As memdarias ativas sdo maleaveis e suscetiveis a perturbacdes, enquanto
as inativas sao fixas e resistentes a tratamentos amnésicos (Adaptada de Lewis,1979).

Uma abordagem experimental bastante (til para o estudo da biologia da
memoria é a farmacologia comportamental, que vem buscando decifrar como o0s
sistemas neurais participam na sua modulacdo. A infusdo de substancias com
determinadas acfes, em regides especificas do cérebro, tem revelado as estruturas
cerebrais envolvidas nos diferentes tipos de memdria, assim como 0s sistemas de
neurotransmissores envolvidos na consolidacdo da memoaria. Diferentes etapas séo
necessarias para a fixagdo da memoria, e durante um certo tempo apos o aprendizado
a memoria permanece vulneravel a interferéncias. A maior parte deste processo de
consolidacdo se completa nas primeiras horas ap6s o aprendizado. No entanto, o
processo de estabilizacdo da informacdo armazenada se estende por um prazo mais
longo e envolve altera¢des continuas na prépria organizagdo da memoria. Toda vez
gue lembramos de algo estamos reconstruindo e adicionando alguma informacé&o

aquele arquivo de memodéria (Dalmaz et al.,2004).
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2.6 Estrogénio e sua interagcdo na memoria

O E2 estd envolvido em diversas fungbes de neuroprote¢cdo, como a
manutencdo da homeostasia da barreira hematoencefalica, protecdo cerebral contra
acidentes vasculares e controle da neuroinflamacdo. Além disso, o E2 promove,
também, o crescimento de sinapses glutamatérgicas e pode influenciar a funcéo
mitocondrial. Essas ac¢des sdo fundamentais para a manutencéo da funcéo cognitiva,
memoéria e protecdo contra danos celulares associados ao estresse cognitivo
(Foster, 2016; Jones et. al., 2009). Mesmo a expressao do GPER (proteina e o
mRNA) sendo encontrada, em roedores machos e fémeas, em diversos locais do
sistema nervoso central e periférico, incluindo o coértex, hipocampo, hipotalamo,
nucleos especificos da ponte, nucleo trigeminal, cerebelo, na medula espinhal e no
ganglio 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 relacéo as fémeas. O estradiol também é responsavel por proteger
o encéfalo de danos patoldgicos e déficit de memaria. Por exemplo, foi demonstrado
gue 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 ja se encontra bem consolidada, com relacdo a importancia dos
estrogénios na memoria. Ainda assim, cresce 0 interesse em caracterizar as vias
responsaveis pela influéncia 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 formacao da
memoria. Logo, busca-se destacar a compreenséao atual de como a sinalizacdo de E2
pode afetar a funcédo cognitiva dependente do hipocampo (Bean, 2014).

Os niveis relativos e distribuicbes subcelulares de ERa, ERB e GPER(1,
encontrados em todo o sistema nervoso, podem variar entre as regiées do cérebro
(Brailoiu et. al., 2007; Mitra et al., 2003; Mitterling et. al., 2010). No hipocampo de
humanos e de ratos, os niveis de ERB sdo bem maiores que os niveis de ERa (Foster;
2012) e ERa € mais provavel de ser localizado no nucleo (Mitra et al., 2003; Mitterling

et al., 2010). Ja que hé& diferencas, na estrutura e na distribuicdo subcelular, sugere-
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se que os receptores de estrogénio podem ter diferentes agbes bioldgicas e efeitos
diferenciais na cognicao.

O hipocampo é uma estrutura limbica essencial para a formagdo de memoria
espacial, contextual e relacional e est4 envolvido também com o estresse (McEwen
and Milner, 2007). Curiosamente, o hipocampo mostra um grau notavel de
plasticidade em resposta a hormonios esterdides, como estrégenos e glicocorticéides.
Sendo assim, emroedores o estrogénio além da funcao de horménio sexual, tem uma
segunda acdo fisiolégica aguda que estd logicamente e experimentalmente
relacionada a codificagdo da memoaria: facilitando notavelmente a LTP (Foy et al.,
1999; Kramar et al., 2009a). Diversas manipula¢gdes que promovem LTP s&o relatadas
por melhorar a memoria em modelos animais de individuos com déficits de memodria.
A influéncia de E2 no efeito de potenciacéo €, portanto, um fator provavel nas acbes
ja conhecidas de melhora da memdria na presenca desse horménio (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
sinaptica e a memoéria. Aplicacdes sistémicas, intracranianas ou in vitro de E2
aumentam a expressao hipocampal de proteinas sinapticas como sinaptofisina,
spinofilina, sintaxina e PSD-95 (proteina da densidade pés-sinaptica-95) (Brake et al.,
2001; Sato et al., 2007). Aléem disso, neuroendocrinologistas comportamentais
descobriram que E2 pode impactar muito rapidamente a funcdo hipocampal
(Fernandez et al., 2008; Zhao and Brinton, 2007) e, logo, a natureza de tarefas de
aprendizagem com uma Unica sessao de aprendizado, torna-as particularmente Gteis
para a identificacdo dos mecanismos moleculares subjacentes a regulacao hormonal
para a consolidacdo de memodria.

Cada vez mais o reconhecimento de objetos (RO) e a localizac&do de objetos
(LO) tém sido usados como tarefas para investigar o papel de E2 na regulacdo da
formacdo da memodria hipocampal em roedores. Utilizando assim tarefas de
aprendizagem, que sao ideais para o estudo e comprovacdo de efeitos agudos dos
tratamentos hormonais em diferentes fases de memoria, pois podem ser
administradas durante a aquisi¢ao (pré-treinamento), consolidagéo (pos-treinamento)
ou recuperacao (pré-teste). Através desses estudos, foi demonstrada a importancia
do E2 no processo de formagdo de memdria em ratos e camundongos, porém,

esclarecendo que mais estudos examinando a regulagédo hormonal de outras regioes
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cerebrais, devem ser realizados para obter uma compreensédo mais completa de como
0s horménios regulam a formacao de memoaria nas tarefas de RO e LO. E até mesmo
com relacdo as diferencas dessa influéncia em machos e fémeas (Tuscher et al.,
2015). Assim sendo, outra &rea importante na qual as tarefas de memoéria de objetos
podem ser Uteis é na compreensdo da etiologia das diferencas sexuais na funcéo
cognitiva. J& que as mulheres séo significativamente mais propensas do que homens
desenvolverem declinio de memoaria relacionado a idade, doenca de Alzheimer,
depressao, ansiedade e transtornos de humor.

N&o se sabe a razdo exata para a perda dos efeitos cognitivos de E2 com a
idade avancada, as evidéncias sugerem que ela estd vinculada a mudancas
relacionadas aidade na expresséao e sinalizacdo dos receptores de estrogénio (Foster;
2012). Estudos genéticos apontam que animais idosos S80 menos responsivos que
animais jovens e de meia-idade, com a transcricdo de hipocampo que seria induzida
por E2, reduzida (Aenlle and Foster; 2010). Surpreendentemente, a responsividade
diminuida foi observada para genes que diminuem com o avanco da idade, incluindo
alguns genes ligados a regulacao transcricional, de crescimento, atividade sinaptica
e neuroprotecdo. Da mesma forma, a perda de ERa devido a privagao prolongada de
E2 (Zhang et al., 2009) ou em camundongos ERaKO (Suzuki et al., 2009) esta ligada
a uma perda de neuroprotecéo e sinaptogénese mediada por E2. Logo, osresultados
sugerem gue uma baixa na expressdo de ERa pode contribuir para a diminuicdo da
responsividade de E2.

Além disso, trabalhos posteriores observaram que o E2 regula a expressao de
proteinas pré e pés-sinapticas no hipocampo de ratas fémeas (Waters et al., 2009) e
hipocampo de camundongos fémeas (Li et al., 2004; Spencer et al., 2008). Portanto,
em ratos, existe a capacidade do E2 de promover novas conexdes sinapticas entre as
células do hipocampo por meio de botBes multissindpticos conectando diferentes
neurdnios (Yankova et al., 2001; McEwen et al.,2012). Desta forma, a expressao dos
receptores intracelulares classicos as ERs no hipocampo € dinamica, sugerindo uma
possivel funcdo na excitabilidade / atividade do hipocampo, de acordo com 0s niveis
oscilantes de estrogénio no ciclo ovariano e o envelhecimento (Mitterling et al., 2010;
McEwen et al.,2012).
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Apo6s a identificacdo do receptor acoplado a proteina G, o tratamento com seu
agonista, G1 (Bologa et al., 2006), demonstrou aumento da expressao de PSD-95 no
hipocampo de camundongos fémeas, cerca 48 horas ap0s o tratamento. Outro estudo
também, usou o agonista de GPER1, o G1, para abordar o papel do GPER1 nos
neurénios colinérgicos do prosencéfalo basal e para demonstrar que 0 GPER1 pode
mediar os efeitos do estrogénio no desempenho cognitivo (Hammond and Gibbs
2011), realizado em roedores fémeas. Desta forma, alguns trabalhos também
indicaram que a ativacé@o do receptor GPERL1 é suficiente para aumentar a memoria
de reconhecimento espacial em ratas ovariectomizadas (Howley et al.,2014). No
estudo realizado por Kim e colaboradores (2016) foi demonstrado que a infusao de
G1 imediatamente apds o treino no hipocampo dorsal melhorou a memdéria de
reconhecimento de objetos e a memodria espacial em camundongos fémeas
ovariectomizadas, enquanto que o G15, antagonista do GPER prejudicou a memdria,
sugerindo que a ativacdo do GPER promove a formacédo da memoria dependente do
hipocampo.

Também, em um estudo realizado previamente por nosso grupo de pesquisa,
em ratas com déficits de memoria relacionados a ovariectomia e sobrecarga de ferro
no cérebro, a administracao sistémica aguda de G1 imediatamente apds o treino,
melhorou a memoaria de localizacdo de objetos e de esquiva inibitoria. Além disto, foi
demonstrado que os efeitos melhoradores de G1, na memoria de Esquiva Inibitoria e
Reconhecimento de Objeto, foram prevenidos pela inibicdo da proteina quinase A
(PKA), sugerindo o envolvimento da via cCAMP/PKA/CREB (Machado et al., 2019).

Esses achados, juntamente com perfis de expressao apresentados, sugerem
uma interacdo complexa entre os varios receptores de estrogénio para coordenar
atributos rapidos e sub crénicos de sinalizacéo de estrogénio e plasticidade sinaptica.
Ainda, podemos destacar que ha a necessidade de novos experimentos que busquem
examinar os mecanismos de mediacdo das acbes do GPER na consolidacédo e

reconsolidacdo da memdria no sexo masculino.

3 JUSTIFICATIVA

Na literatura, sdo conhecidos os efeitos de que E2 melhora a habilidade de
memoria, relacionada ao reconhecimento de objetos e de memaria espacial em ratas

através da ativacdo da via da ERK na regido dorsal do hipocampo. Pesquisas com
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receptores de E2 sao realizadas, porém sem caracterizar de forma mais aprofundada
e objetiva a importancia do papel especifico do GPER1 e principalmente relacionada
aos efeitos em machos.

E demonstrado que a ativacdo do GPER1 no hipocampo melhora as
habilidades de reconhecimento e de memdria espacial. Porém, em pesquisa recente
na base de dados PUBMED (julho/2020), observa-se que h& poucos estudos
caracterizando o papel do GPER1 na formagdo da memdria e correlacionando
principalmente, ao sexo masculino.

Desta forma, se faz importante desenvolver pesquisas que busquem comprovar
se a ativacao desse receptor de maneira exclusiva pode ser capaz de auxiliar na
formacdo da memoria em um modelo experimental, tratado com o agonista do
GPER1, G-1, e 0 seu antagonista, G15, emratos machos, sem os efeitos indesejaveis

da ativacdo dos demais subtipos de receptores de estrogénio.

4 HIPOTESES

1) Ratos machos adultos possuem receptor de estrogénio acoplado a
proteina G, necessario para a consolidacao e reconsolidacdo damemoaria.

2) Receptores de estrogénio acoplados a proteina G (GPER1), podem ter
papel importante para a consolidacdo da memodria, 0 que podera ser
verificado através de abordagens farmacologicas com a administracao
sistémica de seu agonista (G1) e antagonista (G15) em ratos machos
Wistar.

3) Receptores de estrogénio acoplados a proteina G (GPERL1), podem ter
papel importante para a reconsolidacdo da memodria, o que podera ser
verificado através da administracdo sistémica do seu agonista (G1) em

ratos machos Wistar.

5 OBJETIVOS
5.1 Objetivo Geral
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Compreender os efeitos fisiolégicos da ativacdo do receptor de estrogénio
acoplado a proteina G (GPER1) durante o processo de consolidacdo e
reconsolidacdo da memoria da memoria aversiva e de reconhecimento por
intermédio do uso de agonistas e antagonistas seletivos desse receptor em ratos
machos adultos.

5.2 Objetivos Especificos

e Estabelecer o papel do receptor de estrogénio acoplado a proteina G (GPER1)
na consolidacdo da memoria, por meio de estratégias farmacoldgicas de
utilizacdo do agonista desse receptor (G1) e do antagonista do mesmo (G15),
nas tarefas de reconhecimento de objetos e de esquiva inibitoria.

e Investigar o perfil temporal da participacdo do receptor GPER1 sobre a
consolidagdo da memoria em ratos machos adultos, através da administragéo
sistémica do seu agonista G1 imediatamente, 3h ou 6h apds o treino nas tarefas
de reconhecimento de objetos e de esquiva inibitoria.

e Estabelecer o papel do receptor de estrogénio acoplado a proteina G (GPER1)
na reconsolidacdo da memoria, por meio da administracdo sistémica do
agonista desse receptor (G1), imediatamente ap0s a reativacdo da sesséao de

teste na tarefa de esquivainibitoria.

6 RESULTADOS

6.1 Artigo

Os resultados que fazem parte dessa dissertacdo estdo apresentados
conforme o0 manuscrito submetido no periédico 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 17p-estradiol (estradiol, E), regulate memory
formation. E2 acts through its classical intracellular receptors, estrogen receptors (ER) ERa and
ERpP, 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
pa/kg; i.p.), or the GPER antagonist G15 (100 pg/kg; i.p.) immediately after training, or G1
(150 pg/kg; i.p.) 3or 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 17f-estradiol (estradiol, E:), regulate
memory formation. E> 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). E 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), ERa
and ERpB (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 fromthe 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
of22 + 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 pg/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 pg/kg.
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Reconsolidation experiment: G-1 dissolved in sunflower seed oil was administered
subcutaneously (s.c.) immediately after inhibitory avoidance (1A) retention test 1 (reactivation

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

2.3. Object recognition

Training and testing took place ina 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 Al 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/(Te+Tn) [Tr= 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 A training, animals learn to associate a location inthe training apparatus
with an aversive stimulus (footshock). The IA behavioral training and retention test procedures
were described inprevious reports (Figueiredo et al., 2016; Silva et al., 2012). The A apparatus
was a 50x25x25-cm? acrylic box (Albarsch, Porto Alegre, Brazil) whose floor consisted of

parallel caliber stainless steel bars (1-mm diameter) spaced 1 cm apart. A 7-cmwide, 2.5-cm
high platform was placed on the floor of the box against the left wall. On the trainingtrial, 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
(inseconds) on the retention test trial (maximum 180 s) were used as a measure of I A 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 onthe grid floor for 3 s. Asecond 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 (Fu, s0) = 22.98 , p <
0.0001, Figure 1A), but not at the training session (Fa,s0)= 1.89 , p = 0.126). Further post hoc
comparisons revealed that the animals that received G1 at the highest dose (150 ug/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 withthe
groups that received G1 at the doses of 15 or 75 pg/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 pg/kg. Statistical comparisons revealed no
significant differences at the retention test (F,41) = 0.54 , p = 0.660; Figure 1B) performed 24h
after training, nor in the training session (F, 21y = 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, 53y = 3.06 , p = 0.024),
performed 24h after training, but not in the training session (Fa, 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 pg/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 pg/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@, 57y = 1.94 , p = 0.133; Figure 2B) or the long-term retention test were compared
(F@,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 (Testl) 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, 108y = 1.65, p = 0.201,
Fig. 3A), while, a significant main effect of experimental session was observed (Fs, 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 hafter training (F,84) = 0.15, p = 0.700, Fig. 3B) . Asignificant main effect of experimental
session was revealed (F, 108y = 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 ERa in female but
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not in male rats (Wang et al., 2018). Agonist activation of ERo 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 E in increasing excitatory postsynaptic
responses in the female rat dorsal hippocampus, in males this effect was observed only when
an ERp agonist was used, suggesting a lack of need of GPER in mediating hippocampal actions
of E> (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 bothtasks.

Tamoxifen, an antagonist of ERa and ERJ} 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 E» 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 1A 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 pg/kg, N = 8; 75 pg/kg, N=9; 150 pg/kg, N = 10;
s.c.) dissolved in sunflower seed oil, or G15 (100 pg/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 pg/kg, s.c.) dissolved in



52

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 Glor 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 1A and received vehicle (sunflower seed oil, N = 14), G1 at three different doses
(15 pg/kg, N = 10; 75 pg/kg, N=12; 150 pg/kg, N = 11; s.c.) dissolved in sunflower seed oil,
or G15 (100 pg/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 1A and received
vehicle or G1 (150 pg/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 G1lin comparison to Vehicle are indicated as *

p < 0.05.

Fig. 3. Effect of GPER stimulation on 1A memory reconsolidation. (A) Rats were trained in A
and tested for retention 24 h later. Immediately after the 24-h test, vehicle (N = 15) or G1(150
pa/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 1A and 24 h
later Vehicle (N = 15) or G1 (150 pg/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-



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.

53



Recognition index

G1, 313, and vehicle
administration

[
Habituation
to the open field

1 -
0,9 -

(=]

(=]
(==
i

(=]
el

(=]
on
i

i

(=]

Recognition index
=

(=]

= =]
[ IS

s

(=]

24h

I
Training

Vehicle

G115p0fko  G1 75pg/ko  G1150 po'kg G115 100 podkg

24h

=1 and vehicle
admiristration

Retention
test

o Training
OTest

wW

[
Habituation
to the open field

1

0,9
0,2
07
0,6 =

0,5
0.4
03
0,2
0,1

0

Veh 3h

24h

I fhlﬁh

Training

G13h

24h

|
Retention
test

O Traming
o Test

Veh 6h

G18h

54



Latency to step-down (s)

Latency to step down (s)

F1, G513, and vehicle

administration
| |
Training 24h Retention
test
90 - N
80
20 4 O Training
60 m Test
50
40
30
20
10
0 . : . .

Vehicle G115pakag  G175pafka G1 150 po'kg G15 100 pafka

G1 and vehicie

administration
la h l & h
| |
o 24h I
Training Retention
test
190 O Training
mTest
100
80 [
G0
I
40
20 r
D T T T

Veh 3h G13h Veh Gh G16h



2

)

(s
8 B

=
g 8

on
=

Latency to step-down
P
=1

P
=

=]

B

-
[
=

Latency to step-down (s)
FeY
(=]

P
(=]

=]

g

=]
=

[=1]
=]

51 and vehicle
administration

|
ini 24h 24h 24h
Training Test 1 Test 2 Test 3
Traning Test 1 Test2 Test3
&1 and vehicle
administration
| Y | |
Training 24" g1 2N stz M tests
Training Test1 Test 2 Test3

OVehicle
iG]

o Vehicle
mG1

56



57

6.2 DISCUSSAO

A descoberta de moléculas receptoras responsaveis pelas atividades
biolégicas induzidas pelo estrogénio e o estabelecimento de sua estrutura e
localizacdo, foram fundamentais para a compreensdo inicial da funcdo dos
estrogénios em machos, assim como em fémeas (Hess and Cooke, 2018). Estudos
comprovaram que a modulacdo da memdria por sinalizacdo de estrogénio, apresenta
diferencas dentre os sexos, além de refletir diferencas na ativacdo de quinases em
nivel sinaptico. Como exemplo recentemente publicado, o fato da LTP no hipocampo
ser regulada pelo receptor intracelular classico ERa, apresentando altos niveis pos-
sinapticos em ratas fémeas, mas ndo em ratos machos, o que contribuiria para
diferencas na codificacao de tipos especificos de memorias (Wang et al., 2018).

Entdo, nosso estudo foi focado em ratos machos adultos, de forma que se
pudesse ampliar a compreensdo de seu receptor acoplado a proteina G, GPERL1, a
partir de sua manipulacdo farmacologica sistémica. Nossos resultados mostraram
gue, no experimento 1, no teste comportamental de Reconhecimento de Objeto (RO);
onde ocorreu a administracdo das diferentes doses do agonista de GPER1 o G1,
imediatamente apos o treino, observamos que o indice de reconhecimento do 1° dia
(Treino), tem média de aproximadamente 0,5 nos grupos experimentais,
demonstrando que os animais em estudo, exploraram igualmente os dois objetos
idénticos na sessédo de treino. No 2° dia (Teste), esse IR foi acima de 0,5 no grupo
controle e nos animais tratados com G1 nas diferentes doses, comprovando que, 0S
animais reconheceram a presenca de um novo objeto e passaram mais tempo o
explorando em relacdo ao objeto que ja lhes era familiar. Ainda nesta etapa do
experimento, observamos que 0s grupos que receberam a administracdo de G1 nas
doses de 15 pg/kg e 75 pg/kg, ndo obtiveram diferenca estatistica comparada ao
grupo veiculo. Porém, o grupo que recebeu a maior dose de G1, 150 pg/kg apresentou
diferenca significativa estatisticamente com o grupo veiculo; comprovando um efeito
melhorador da memoria neste grupo.

Também foi administrado imediatamente apds o treino, em um dos grupos o
antagonista de GPERL1, o G15. Este grupo, tanto no dia do treino, quanto no dia do
teste apresentou IR semelhantes, sugerindo que os animais nao 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
ativacdo de GPERL1 por G1, em um tratamento cronico, apresentando melhora na
memoria aversiva e espacial em camundongos machos de meia-idade com expressao
reduzida de GPER no hipocampo (caracteristicas cerebrais tipicas do
envelhecimento), provavelmente por facilitar a plasticidade sinaptica. Além disto, foi
observado que a administracdo do antagonista G15, impediu esse efeito melhorador
da memoria.

Com relacdo ao teste comportamental de Esquiva Inibitoria (EI), também
administrados imediatamente apdés o treino, os dados estatisticos mostraram, que a
laténcia de descida dos animais no 1° dia (Treino) foi breve, em média 10 segundos
em todos os grupos. No 2° dia (Teste), essa laténcia de descida aumentara
consideravelmente. Sendo assim, no dia do teste os grupos com as doses de 15 ug/kg
e 75 pg/kg também ndo apresentaram diferenca significativa estatisticamente com
relacédo ao grupo veiculo. Apenas o grupo que recebeu a maior dose, de 150 pg/kg,
apresentou essa diferenca estatistica com o grupo veiculo, demonstrando ter o efeito
melhorador da memoria neste grupo. Sugere-se entdo ser a dose ideal para ser usada
nas demais etapas dos experimentos.

A partir das informacdes obtidas através da EIl, curiosamente o grupo que
recebeu o antagonista G15 imediatamente apos o teste, apresentou laténcia de
descida semelhante aos outros grupos que receberam as doses mais baixas do
agonista G1 e ao grupo controle. Logo, inferimos que o G15 ndo proporcionou o
mesmo efeito amnésico que foi observado na tarefa de RO. Provavelmente por
conta da natureza das tarefas comportamentais, pois 0 RO é um teste de carater
neutro e exploratério, diferente do teste de El, que se trata de um teste que provoca
um estimulo aversivo e marcante para animal. Cada tarefa realizada pelo animal de
estudo, possibilita a formacao de um tipo de memaria diferente.

Considerando os dois experimentos em conjunto, podemos concluir que a
estimulacdo dos receptores GPER1 em ratos machos imediatamente apds o treino
modula a consolidacdo da memodria, tanto em tarefa neutra, como aversiva. Estudos
realizados com o antagonista G15, em um tratamento agudo no cértex perirrinal
(PRh), demonstraram que o G15 interferiu na retencdo da memdria de localizacdo do
objeto em ratos machos adultos. O GPER1 também foi considerado necessario no
PRh, uma vez que o antagonista G15 prejudicou tanto a memdria de longo prazo

(LTM;24 h) quanto a memoria de curto prazo (STM; 20 min). A administracdointra-
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PRh de E2 possibilitou o aumentou tanto a LTM quanto a STM. Além disso, pelo
menos um dos ERs classicos (provavelmente ERB), bem como o GPER1, seriam
essenciais para a memoria de localizacao do objeto (OiP) de longo prazo, e a ativagéo
do GPER1 é necessaria para a memoria OiP de curto prazo. A partir desses
resultados, avaliou-se entdo a necessidade de E2 e ERs na memoria de localizacao
do objeto mediada por PRh de ratos machos, viabilizando vias de sinalizagéao
relacionadas com ERs semelhantes as existentes no hipocampo (Mitchnick et al.,
2019).

Com relagédo ao RO realizado durante o experimento 2 e a administracéo de
veiculo e G1 3h e 6h apds do treino; por meio dos dados estatisticos, observamos que
no 1° dia (Treino) todos os grupos tratados, apresentaram também, IR com média
cerca de 0,5 na maioria dos grupos tratados, demonstrando novamente que 0s
animais em estudo, exploraram de forma igual ambos objetos idénticos na caixa. No
dia do teste (2° dia), esse IR ultrapassou de 0,5 também em todos grupos,
independente do intervalo de tempo que cada grupo foi tratado apdés o treino.
Estatisticamente os grupos que receberam G1 3h e 6h ap0s o treino, no 2° dia ndo
obtiveram diferenca significativa entre si e nem com relagdo aos grupos veiculos.
Apenas o grupo G1 6h, que apresentou um IR discretamente menor, porém sem
diferenca estatistica. Assim também, como os grupos veiculos de 3h e 6h, que no dia
do teste também apresentaram IR em torno de 0,6, sem diferenca significativa entre
si, corroborando que, todos os grupos de animais reconheceram a presenca de um
novo objeto e também passaram mais tempo o explorando ao invés do objeto ja
familiar.

Em referéncia ao teste comportamental de Esquiva Inibitoria (EI), também foi
realizada a administracdo de G1 3h e 6h apds o treino. Os conhecimentos obtidos
estatisticamente mostraram que a laténcia de descida dos animais no 1° dia (Treino)
foi breve, entre 10 a 18 segundos emtodos os grupos. No 2° dia (Teste), essa laténcia
de descida teve um aumento consideravel, em comparacdo ao treino. Logo,
conseguimos observar que os grupos que receberam veiculo 3h e 6h ap6s o treino,
apresentaram laténcia aproximadamente de 70 segundos e 50 segundos
respectivamente. Ja os grupos de administracdo de G1 3h e 6h apds o treino,
mostraram laténcia acima dos 80 segundos, sem diferenca significativa entre eles.
Desta forma, podemos sugerir que o G1 administrado 3 ou 6 h ap6s o treino ndoteve

efeito sobre a consolidagdo da memoria de esquiva inibitoria ou reconhecimento de
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objeto. No estudo realizado por Mitchnick et al. (2019) em ratos machos adultos, a
administracdo do antagonista do GPERL foi realizada apenas imediatamente apds a
sessdo de treino. Assim, este € o primeiro estudo realizado com administragées mais
tardias, visando investigar a participacdo do receptor em outros estagios da
consolidacdo da memodria. Uma vez que os resultados ndo indicaram efeitos
significativos, podemos concluir que a atuacdo do GEPR1 se da nos estagios iniciais
da consolidagéo.

Para a investigacdo dos efeitos do G1 sobre a reconsolidacdo da memdria, no
experimento 3, foram realizados trés testes apds o treino na Esquiva Inibitéria (El) e a
administracdo de G1 foi realizada somente ap6s o Teste 1. Tivemos um grupo
experimental testado e com administracdo de G1 apos o teste 1 e outro Grupo no
reactivation control, no qual os animais receberam o G1, mas nédo foram submetidos
a sessao de teste (reativacdo da memdria), para comparacéo dosresultados.

Entdo, por meio dos dados estatisticos, observamos que no 1° dia (Treino), os
grupos experimentais apresentaram dentro do esperado, breve laténcia. Além disso
no Teste 1, realizado 24h apds o treino, esses grupos ndo apresentaram diferenca
significativa entre si. Porém, com a administracdo somente ap0s o Teste 1, no Teste
2 (48h apos o treino) os grupos veiculo e G1, indicaram um aumento na laténcia de
descida da plataforma, mas sem diferenca significativa entre si. E assim se seguiu
durante a laténcia do Teste 3 (72h apds o treino), ndo apresentando também diferenca
significativa em relacéo ao grupo veiculo e G1.

Levando em consideracdo o grupo no reactivation control, os ratos foram
treinados no 1° dia e testados quanto a retencédo apenas 48 horas depois. No 2° dia
(24h apos o treino), o veiculo ou G1 foram administrados nesses grupos, na auséncia
de umteste de retencéo (Teste 1). Para o Teste 2, houve um aumento de laténcia nos
grupos que receberam G1 e veiculo, assim também como no Teste 3. Ndo houve
diferenca significativa entre os grupos, sugerindo que o G1 ndo apresenta efeitos
sobre a reconsolidacdo da memaria aversiva.

N&o foram encontrados na literatura experimentos que tenham investigado os
efeitos do GPERL1 sobre a reconsolidacdo da memdria tanto em fémeas quanto em
machos. Por fim, fornecemos a primeira evidéncia de que as estratégias
farmacoldgicas sistémicas de GPER1 promove a modulacdo da consolidacdo de
diferentes tipos de memoaria, principalmente memadrias motivadas pelo medo e de

reconhecimento, em animais machos saudaveis. Essas descobertas iniciais podem
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abrir novos caminhos de pesquisa, para a maior exploracdo dos mecanismos sobre a
regulacdo da funcdo cerebral pelos estrogénios e seus receptores acoplados a

proteina G.
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7 CONCLUSOES

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 memoria durante a consolidagdo -, conforme

descrito a seguir:

A) Os grupos que receberam G1 imediatamente ap0s o treino nas doses de 15
Hg/Kg e 75 pg/Kg ndo apresentaram diferenca estatistica com relacdo ao
grupo veiculo, portanto sem efeito sobre a consolidacdo da memdria em
ambos os testes comportamentais. O grupo administrado com G1 na dose de
150 pg/Kg, apresentou diferenca estatistica em relacdo ao grupo veiculo em
ambos os testes, promovendo o efeito melhorador da memoria. Estes dados

sugerem a participacdo do GPER1 na consolidacdo da memodria.

B) O grupo administrado com antagonista G15, imediatamente apds o treino,
apresentou efeito amnésico apenas no teste de RO, devido a natureza das

tarefas comportamentais, que promovem tipos de memarias diferentes.

C) Osgrupos que receberamo G1 3h e 6h apds o treino de RO, ndo apresentaram
diferenca significativa entre si e nem comparados aos grupos que receberam
veiculo 3h e 6h apos o treino, em ambas as tarefas, sugerindo que existe uma
janela temporal de atuacdo do GPER1 na consolidacdo da memdria, o qual

participa da modulac&do apenas nos estagios iniciais da consolidacéo.

D) Os grupos que receberam a administracédo do agonista de GPER 1, o G1, apos
o Teste 1 de EIl, para investigar a reconsolidacdo, ndo apresentaram
interferéncia na retengdo dessas memorias, durantes os seguintes testes do
altimo experimento. Aspecto observado também, no grupo no reactivation

control, mesmo a retenc¢do ocorrendo apenas 48h apos o treino (auséncia de



Teste 1), no Teste 2. Assim, podemos sugerir que a estimulacdo do GPER1

ndo interfere na reconsolidagdo da memoaria de El em ratos machos.
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