&
UFRGS

UNIVERSIDADE FEDERAL
DO RIO GRANDE DO SUL

UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
INSTITUTO DE CIENCIAS BASICAS DA SAUDE
PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM CIENCIAS BIOLOGICAS: FISIOLOGIA

MARCO COLOME BECK

EFEITOS DO METILFENIDATO NA RECONSOLIDACAO DA MEMORIA DE
RECONHECIMENTO DE OBJETOS E A RELACAO COM O SISTEMA
DOPAMINERGICOS DA REGIAO CA1 DO HIPOCAMPO DORSAL DE RATOS
WISTAR

Porto Alegre / RS
2017



UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
INSTITUTO DE CIENCIAS BASICAS DA SAUDE
PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM CIENCIAS BIOLOGICAS: FISIOLOGIA

EFEITOS DO METILFENIDATO NA RECONSOLIDACAO DA MEMORIA DE
RECONHECIMENTO DE OBJETOS E RELACAO COM O SISTEMA
DOPAMINERGICOS DA REGIAO CA1 DO HIPOCAMPO DORSAL DE RATOS
WISTAR

Dissertacdo de mestrado apresentada a
Comissdo Coordenadora do Programa
de P6s-Graduacéo em Ciéncias
Biol6gicas II: Fisiologia, para obtencéao
do titulo de Mestre em Ciéncias
Biolbgicas

Orientador: Prof. Dr. Fernando Benetti

Co-orientador: Prof. Dr. Claudio Weber

Porto Alegre / RS
2017



Marco Colomé Beck

EFEITOS DO METILFENIDATO NA RECONSOLIDACAO DA MEMORIA DE
RECONHECIMENTO DE OBJETOS E RELACAO COM O SISTEMA
DOPAMINERGICOS DA REGIAO CA1 DO HIPOCAMPO DORSAL DE RATOS
WISTAR

Dissertacao de Mestrado apresentado ao Instituto de Ciéncias Basicas da Saude da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul como requisito parcial para a obtencao
do titulo de Mestre em Ciéncias Bioldgicas.

Aprovado em: 22 de dezembro de 2017.

BANCA EXAMINADORA

Dra. Juliana Sartori Bonini — Universidade Federal do Centro-Oeste

Dr. Guilherme Baldo — Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS)

Fernando Benetti- Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS)
Orientador



Dedico este trabalho a minha familia



AGRADECIMENTOS

Inicialmente quero agradecer aos meus avos, pais e irmaos por terem me
acompanhado durante todo periodo de extremo cansaco fisico e psicolégico e que
estiveram presentes em todos os meus momentos de angustia e sofrimento, bem
como momentos de felicidade como este, sempre me mostrando o quéo forte
podemos ser e 0 quanto ainda podemos melhorar. Sempre me fizeram acreditar que
podemos chegar onde quisermos. Obrigado pelas palavras de apoio, pelos conselhos,
preocupacao.

Gostaria de agradecer ao meu orientador Prof. Dr. Fernando Benetti por ter me
recebido e me acolhido no seu grupo de pesquisa e ter me dado a oportunidade de
estar realizando um sonho.

Ao Prof. Dr. Weber Claudio, meu co-orientador, que me recebeu de bracos
abertos em sua universidade e cidade. Momento em que pude aprender muito, em um
pequeno espaco de tempo, e compreender que 0 conhecimento que temos é 0 N0SSso
bem precioso. Sua acolhida foi essencial.

Agradeco também a Prof. Dra. Pamela Carpes, por ter me incentivado a realizar
pesquisas na area experimental. Suas orientacdes e conversas foram essenciais para
entender como devo ser com meus futuros alunos. Sua calma, compreensao,
entendimento e, principalmente, humildade em se colocar como aluna quando
necessario, me fizeram pensar ndo apenas onde, mas sim, como quero chegar. Muito
obrigado.

Aos colegas do Laboratorio: Ariley e Débora. Compreendo que nestes 2 anos
gue passamos juntos, aprendemos muitas coisas e uma delas foi a convivéncia,
Acima de qualguer conhecimento que pudemos adquirir, aprendemos a respeitar
nossas diferengas e, assim, vivermos bem. Das discussdes de artigos, aos encontros
ao acaso, aos encontros programados, aos experimentos e a tantos outros momentos
gue poderemos passar juntos. Obrigado pelo apoio e auxilio nestes momentos
dificeis.

Agradeco ao André, veterinario responsavel pelo biotério. Sempre me auxiliou
no cuidado dos animais, bem como me ajudou quando necessario, para adaptar

pedidos e manejo com o periodo que estes deveriam ficar alojados.



A Universidade Federal do Rio Grande do Sul, ao Programa de Pés-Graduacio
em Ciéncias Bioldgicas II: Fisiologia, onde pude ingressar no programa e usufruir dos
ensinamentos académicos deste programa e professores.

Gostaria de agradecer também a toda a atencéo e assisténcia fornecida por
parte da coordenacdo, funcionarios, professores e pesquisadores que estavam
sempre de portas abertas para sanar duvidas e auxiliar em minha formagéo
académica.

A todos os amigos e colegas da fisiologia da UFRGS e do IPB/PUCRS que de
uma forma ou outra contribuiram e participaram na minha vida para que eu chegasse

até aqui.



Sejamos sempre eternos, ha medida em que
vivemos momentos que nos transformam ao
ponto de n&o nos tornarmos reféns do nosso
cotidiano modificando tanto os outros quanto
a n0s mesmos, para vivermos felizes e em
paz.



RESUMO

A memodria é a capacidade que os seres vivos possuem de adquirir, formar, conservar
e evocar dados ou informacbes do sistema nervoso central sobre experiéncias
vivenciadas e sobre o meio que o cerca. Durante esse processo, diversos
neurotransmissores sao liberados, entre eles a dopamina, ativando diversas cascatas
intracelulares neuronais. Objetivo: Estudar o efeito da dopamina na reconsolidacao
da memodria na tarefa de reconhecimento de objetos e a acdo dos receptores
dopaminérgicos (D1 e D5) na regido CA1 do hipocampo de ratos. Metodologia: foram
utilizados 164 ratos Wistar, submetidos a cirurgia estereotaxica para implantacéo de
canulas guia na regido CA1 do hipocampo. Os animais foram habituados por quatro
dias consecutivos no campo aberto durante 20 minutos. Na sessao de treino, 0s ratos
foram expostos a dois diferentes objetos (A e B) por 5 min. Apés 24h (reativacdo), um
dos objetos foi trocado para um novo (objeto C), e os ratos foram reexpostos no campo
aberto por 5 minutos. O metilfenidato (MTF - estimulador dopaminérgico) foi infundido
antes ou apds a fase de reativagdo, e 0os animais receberam também infuses
bilaterais intra-CA1 dos agonistas/antagonistas dopaminérgicos. O teste da
reconsolidacdo no reconhecimento de objetos foi realizado 24h, 72h ou 7 dias e 10
dias apds a sessao de reativacdo. Resultados: Os dados sdo apresentados como
média + erro padrdao da média da porcentagem de tempo total de exploracdo. Os
resultados mostraram que em 24 horas, infusdo antes da reativacdo, o grupo MTF
(62,3 £ 2,43) ndo apresenta déficit de memdria comparado ao grupo salina (60,5 +
4,651) p=0,60. Quando testados em 72 horas, o grupo MTF (58,45 £+ 1,91) apresentou
déficit comparado com o salina (50,01 * 2,43) p<0,05. Foi realizada a infuséo apés a
fase de reativacdo e realizado curva dose/resposta e identificado que em 24 horas
apenas 1,0 mg/kg de metilfenidato ndo causa déficit (62,34 + 4,64) p= 0,29. Quando
testados em 07 dias, os animais tratados com MTF ainda lembravam do objeto
primério (58,13 + 1,73) comparado ao grupo salina (66,42 + 1,35) p<0,01. Quando
utilizado a mesma janela temporal e utilizado o blogueador dopaminérgico (SCH-
23390), imediatamente apods a reativacao, os animais tratados com MTF e SCH-23390
(61,99 £ 3,87) exploraram mais o0 objeto novo, comparados ao salina (49,18 + 1,94)
p<0,05. Animais tratados com metilfenidato apds a fase de reativacéo e testados em
10 dias néao lembraram do objeto familiar (p=0,74) Conclusdo: O metilfenidato
infundido intraperitoneal pré reativacdo pode causar déficit de memaria. Contudo, se
for infundido imediatamente ap0s a reativacdo, melhora o processo mnemaonico para
a memoria do RO.



ABSTRACT

Memory is the ability of living beings to acquire, form, conserve and evoke data or
information from the central nervous system about experiences and about the
environment that surrounds them. During this process, several neurotransmitters are
released, among them dopamine, activating several neuronal intracellular cascades.
Aim: To study the effects of dopamine on the reconsolidation of memory in the task of
object recognition and the action of dopaminergic receptors (D1 and D5) on the CAl
region of rat hippocampus. Methodology: One hundred and sixty four Wistar rats were
submitted to stereotactic surgery for implantation of guide cannulas in the CA1 region
of the hippocampus. The animals were habituated for four consecutive days in the
open field for 20 minutes. In the training session, the rats were exposed to two different
objects (A and B) for 5 min. After 24h (reactivation), one of the objects was changed
to a new one (object C), and the rats were reexposed in the open field for 5 minutes.
Methylphenidate (MTF - dopaminergic stimulator) was infused before or after the
reactivation phase, and the animals also received intra-CA1 bilateral infusions of
dopaminergic agonists / antagonists. The reconsolidation test on object recognition
was performed 24h, 72h, 7 days and 10 days after the reactivation session (A and D).
Results: Data are presented as mean * standard error of the mean of the percentage
of total exploration time. The results showed that in 24 hours, infusion before
reactivation, the MTF group (62.3 + 2.43) did not present memory deficit compared to
the saline group (60.5 + 4.651) p = 0.60. When tested in 72 hours, the MTF group
(58.45 + 1.91) presented deficit compared to saline (50.01 + 2.43) p <0.05. Infusion
was performed after the reactivation phase and a dose / response curve was
performed and it was identified that in 24 hours only 1.0 mg / kg of methylphenidate
did not cause deficit (62.34 + 4.64) p = 0.29. When tested at 07 days, the MTF treated
animals still resembled the primary object (58.13 = 1.73) compared to the saline group
(66.42 £ 1.35) p <0.01. When the same time window was used and the dopaminergic
blocker (SCH-23390) was used immediately after reactivation, the animals treated with
MTF and SCH-23390 (61.99 £ 3.87) further explored the new object compared to
saline (49.18 = 1.94) p <0.05. Animals treated with methylphenidate after the
reactivation phase and tested at 10 days did not remember the family object (p = 0.74)
Conclusion: Intraperitoneal infused methylphenidate pre-reactivation may cause
memory deficit. However, if it is infused immediately after reactivation, it improves the

mnemonic process for RO memory.



10

LISTA DE FIGURAS

Figura 01 - Desenho esquematico sobre o tempo que perduram as memoérias

Figura 02 - Modelo de armazenagem da memoria proposto por ATKISON E
SCHIFFRIN

Figura 03 - Organograma explicativo sobre o0s processos de consolidagao,
reconsolidacao e esquecimento

Figura 04 - Curva de performance de aprendizado em relacédo a ansiedade

Figura 05 - Classificacdo das memorias diante da sua natureza e os testes utilizados
para avalia-las

Figura 06 - Projecbes dopaminérgicas provenientes da substancia nigra, area
tegmental ventral e o nucleo acubens

Figura 07 - Mecanismo de acao do metilfenidato sobe a receptacdo de dopamina dos
neurdnios dopaminérgicos

Figura 08 - Vista geral do equipamento de cirurgia estereotaxica utilizado

Figura 09 - llustracdo do encéfalo de rato e onde foram infundidas as drogas

Figura 10 - Desenho experimental comportamental primario mostrando as diferentes
fases do experimento e o momento de infusdo das drogas na memoria de
reconhecimento de objetos e a relacéo temporal

Figura 11 - Desenho experimental comportamental secundario mostrando as
diferentes fases do experimento e o0 momento de infusdo das drogas na memaria de
reconhecimento de objetos e a relacéo temporal

Figura 12 — Curva dose-resposta da acado do metilfenidato, infusédo I.P., no teste da
reconsolidacdo da memoéria de R.O. 24 horas apos a fase de reconsolidagéo.

Figura 13 — Efeitos da infuséo I.P. de metilfenidato imediatamente apés a sessao de
reativacdo, sobre o teste de reconsolidacdo da memaria na tarefa de R.O. 24 horas
apos a sessao de reativacao.

Figura 14 - Efeitos da infusdo I.P. de metilfenidato imediatamente ap6s a sessao de
reativacdo e a infusdo intrahipocampal do SCH-23390, sobre o teste de
reconsolidacdo da memdria na tarefa de R.O. 24 horas ap0s a sessao de reativacao
Figura 15 - Efeitos da infusdo I.P. de metilfenidato imediatamente ap0s a sesséo de
reativacdo, sobre o teste de reconsolidacdo da memoria na tarefa de R.O. 07 dias

apos a sessao de reativacdo



11

Figura 16 - Efeitos da infus&o I.P. de metilfenidato imediatamente apds a sesséo de
reativacdo e a infusdo intrahipocampal do SCH-23390, sobre o teste de
reconsolidacdo da memdria na tarefa de R.O. 07 dias apés a sessao de reativacao
Figura 17 - Efeitos da infusdo intrahipocampal de metilfenidato e SCH-23390
imediatamente ap0s a sessdo de reativacdo, sobre o teste de reconsolidacdo da
memodéria na tarefa de R.O. 07 dias apés a sessao de reativacao

Figura 18 - Efeitos da infusdo I.P. de metilfenidato previamente a sessdo de
reativacao sobre o teste de reconsolidacdo da memoaria na tarefa de R.O. 24 horas
apos a sessao de reativacao.

Figura 19 — Efeitos da infusdo |.P. de metilfenidato previamente a sessdo de
reativacao sobre o teste de reconsolidacdo da memoria na tarefa de R.O. 07 dias ap0s

a sessdao de reativacao



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS
Ml — Microlitros

AP — Anteroposterior

cm — Centimetros

CPF — Cortex Pré-frontal

DV — Dorsoventral

HIP — Hipocampo

i.p. — Intraperitoneal

Kg — Quilograma(s)

LL — Latero-lateral

MCD — Memoria de curta duracao
mg — Miligrama(s)

min — Minuto(s)

MLD — Memodria de longa duracéo
mm — Milimetro(s)

SN — Substancia Nigra

SNC - Sistema Nervoso Central
VTA — Nucleo Ventro Tegmental

12



13

SUMARIO

1 INTRODUGAOD ..ottt ettt ettt et e st ee e ae e 14
2 JUSTIFIC ATV A e eeenn e eees 25
3 OBUIETIVOS .t 26
3.1 ODJELIVO GBI ... 26
3.2 ODbjetivos ESPECITICOS ... .uuuiiiiiiiieiiiiiiee e 26
4 MATERIAIS E METODOS ... ..o iieiteeeecte et ete ettt ete et ete e eeeane e 27
4.1 Animais e condigOes eXPEriMENTAIS ..........ovevriiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeee e 27
4.2 Farmacos e sua via de adminiStraGao...........c.uuveeieeeeeeiiiiiiiiiiceee e 27
4.3 Protocolo de cirurgia eStere0taXiCa .........uuuiiieeeieeeeeeeeeeeeeeeeee e 28
4.4 Reconhecimento de 0bjetos (RO) ........covvvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee 29
4.5 Descarte de materiais € reSidUOS..........cooiiiiiiiiiiiiiieee e 30
4.6 Medidas de DIOSSEQUIANGCA ..........cccevviiiiiiii e e e 31
4.7 BULBINASIA ...t 31
4.8 DEeSENN0 O ESTUAO .....eeiieiiiieiiei e 31
4.9 Analise estatistica e calculo amostral.............cccccoeiiiiiiiiiiiin 35
O NS o = Tox (0 LS = 1[0 0 SO 35
S RESULTADOS ..ttt e et e e e e e e e e e e aeees 36
5.1 Dad0os SUPIEMENTAIES .......ooviiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeee ettt 43
B DISCUSSAD ..ottt 46
7 CONCLUSOES ...ttt 51

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS .....ooi ittt 52



14

1 INTRODUCAO

Para que se possa entender o que é memoria e assim compreender como
ocorre a sua formacédo e armazenamento é necessario, primeiramente, definir o seu
conceito e classificar os tipos de memoria. Segundo Izquierdo (2011), memoria € a
capacidade do sistema nervoso central dos seres vivos de adquirir, formar, conservar
e evocar dados ou informacdes sobre 0 meio que os cerca . Esta capacidade de
armazenar informacdes, torna 0s seres vivos capazes de modificar o proprio
comportamento (CHAPOUTHIER, et al. 2006). Izquierdo afirma que “Somos aquilo
que recordamos”, dando sentido ao conceito de que as memarias que 0S seres Vivos
formam e evocam compde a personalidade, no qual as lembrancas guiam os
comportamentos. Assim ndo € possivel gerar ou agir diante de algo que ja se
esqueceu (IZQUIERDO,. 2011).

As memorias podem ser classificadas de acordo com o tempo de duragédo ou
guanto a natureza do seu contetdo (MCGAUGH e IZQUIERDO, 2000, SQUIRE, et
al., 1996). As memodrias podem durar somente o0 tempo necessario para que
possamos utiliza-las (memdria de trabalho), ou um tempo muito mais longo (memaria
de longa duracdo), quando necessario. As memdrias armazenadas por um curto
periodo de tempo (segundos, minutos, poucas horas) sdo chamadas de memaria de
curta duracdo (MCD) e as memdrias mantidas por um longo periodo de tempo (muitas
horas, dias, semanas, anos, décadas) sdo chamadas de memoarias de longa duracao
(MLD) (MCGAUGH e IZQUIERDO, 2000; IZQUIERDO et al, 2002). Dessa forma, as
memorias podem ser classificadas de acordo com o tempo em que persistem (Fig.
01).

Levando em conta as afirmacfes anteriores, as memorias ainda podem ser
classificas dessa forma: Memoérias sensoriais, duracdo de segundos, que retém uma
breve impressao de um estimulo apds este ter desaparecido, ou seja, depois que 0
sistema sensorial correspondente deixar de enviar informac&o ao cérebro elas deixam
de existir. Memoéria de curta duragdo (MCD), duracdo de menos de 3 horas, permite
manter uma pequena quantidade de informagdo em estado ativo e de facil acesso
para utilizacdo. Memoria de longa duracéo (MLD), duracdo de meses, anos ou toda a
vida, contém informacdes de diversas origens que possuem fortes conexdes formando
um sistema de arquivos dindmico que pode ser acessado a qualguer momento
(IZQUIERDO et al, 2002).
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3-6 horas

Dias I Meses | Anos I

TEMPO

Fig. 01 - Desenho esquematico sobre o tempo que perduram as memorias. MCD: memoéria de
curta duragdo; MLD: Memoéria de longa duragéo.

As memorias sensoriais citadas anteriormente e classificadas como de curta
duracdo e de trabalho, realizam um r4pido registro de um estimulo, adquiridos das
areas sensoriais e armazenam essas informacdes no cérebro. Estas memorias de
duracdo muito breve (segundos) permitem compreender a informacéo, na medida em
que ela vai sendo registrada pelo organismo, dentro do contexto que esta sendo vivido
no momento. Um exemplo simples a ser utilizado é a lembranga apenas da terceira
palavra lida anteriormente nesta frase; duracdo de poucos segundos, para
compreender o contexto e o sentido da afirmacdao. As MCD que perduram por mais
tempo, com uma maior permanéncia (minutos, horas) também sdo chamadas de
memdarias primarias ou ativas, ou seja, sao memaorias que permitem manter a mente
em um estado ativo, facilitando o acesso a uma quantidade limitada de informacéao,
adquirida a pouco tempo (BADDELEY, 1992; IZQUIERDO e MEDINA, 1997,
ROSSATO et al., 2007). Este tipo de memoéria é a que permite vocé ler um texto ou
conversar com outra pessoa e interpretar o sentido a ser passado e compreender a
continuidade do momento presente que estd sendo vivido. (CAPLAN e WATERS,
1999)

A formacdo de uma memoria é dependente de trés fases iniciais, ou seja, a
aqguisicao, a formacéo e a consolidacdo (MCGAUGH e IZQUIERDO, 2000). Apos a
aquisicao de uma informacdao, ela passa pelo processo de consolidacao, no qual s&o
formadas novas associacdes sindpticas que correspondem aquela lembranca; apos
esta formacdo, ela pode passar pelo processo de reconsolidacdo ou de extingcao.
(IZQUIERDO et al., 2011). O processo de formacéo de memoaria depende de diversas
areas cerebrais que atuam em associagao, interagindo entre elas durante todo o

processo de formacdo de memoria. Algumas éareas sdo especificas para o
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armazenamento de algumas mema@rias como o estriado responsavel pela memoria
ndo-declarativa procedural, o lobo temporal medial responsavel por armazenamento
de fatos e eventos, vias reflexas pelo aprendizado ndo associativo e a amidala
responsavel pelas respostas emocionais, sendo esta ultima responsavel por modular

a forca com que as memorias declarativas e ndo declarativas serdo armazenadas

(MAYFORD, SIEGELBAUM, e KANDEL, 2012).

O
nencio i 2
‘ Evocacdo

Fig. 02 - Modelo de formagédo da memaria proposto por Atkison e schiffrin. Imagem adaptada de:

Atkinson, R. C., & Shiffrin, R. M. (1968). Chapter: Human memory: A proposed system and its control
processes. In Spence, K. W., & Spence, J. T. The psychology of learning and motivation (Volume 2).
New York: Academic Press. pp. 89-195. Em 1968 os autores propuseram este processo de formacéo
da memoria levando em conta o processo espacial.

Para que ocorra a formacao da memoria, € necessario que diversos processos
e areas cerebrais atuem em conjunto para que ocorra a formacdo e seu
armazenamento. Assim, é necessario uma memaoria sensorial para identificarmos os
estimulos tateis, visuais, olfativos, palataveis, e eles sejam interpretados corretamente
por areas especificas cerebrais, realizando assim interconexdes para a formacéo de
um processo mnemonico. Para que esta memoéria seja formada corretamente e o
individuo aprenda, é imprescindivel que o individuo possua um nivel minimo de
estresse e atencdo (JAMES e MCGAUGH, 2002), sendo que, pouca atencédo ou muito
estresse interferem diretamente neste processo (Fig. 04). Neste processo
primeiramente ocorre a formagdo de uma MCD, podendo ser armazenada por um
curto periodo. Caso esta memoaria seja identificada como necesséria, ela podera se
tornar uma memoria de longa duracao. Este processo inicial de aquisicdo da memoéria
pode facilmente ser manipulado ou alterado (COHEN et al., 2006; 2008). Estudos

demonstraram que as memdérias podem ser alteradas por tratamentos amnésicos
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como inibidores de sintese proteica (ROSSATO et al., 2007; FURINI et al., 2015) e
inibidores de RNA mensageiro (SILVA e FRUSSA-FILHO, 2000) ou um novo
aprendizado, que pode ser classificado como um aprendizado fraco em um processo
de mecanismo de marcacdo e captura sinaptica (CASSINI et al.,, 2013). Isso
demonstra que existem dois momentos para a formagéo da memaria, um primeiro no
qual ela ainda esta sendo processada (que estd suscetivel ao fortalecimento ou
enfraguecimento) e um segundo momento no qual os tratamentos nédo interferem
sobre a formacdo, momento em que a memoria ja estaria estavel, consolidada.
Quando estas memarias sao consolidadas elas se tornam MDL e podem ser evocadas
a qualquer momento, dependente ou ndo da vontade do individuo, sendo um processo
continuo (Fig. 03). Experimentos recentes investigaram os efeitos dos hormoénios do
estresse adrenal na memoria e demonstraram fortes evidéncias extensas de que a
adrenalina e os glicocorticoides modulam a consolidacdo da memdria a longo prazo
(ROOZENDAAL et al., 2008).

Esta memdria, previamente consolidada, é volatil e capaz de entrar no
processo de esquecimento natural (amnésia). Este esquecimento, o qual ndo é
patoldgico, é identificado como um processo natural no qual o cérebro interpreta ter o
poder de aperfeicoar a sua capacidade de armazenamento, ndo consolidando
informagdes que identifica serem repetidas ou ndo essenciais. Por outro lado, os
individuos possuem as evocacdes, ou seja, capacidade de resgatar uma memoaria

previamente consolidada e estimular a reconsolidacdo da memoria.

Extin¢do

Reconsolida¢do

Fig. 03 - Organograma explicativo sobre os processos de consolidacdo, reconsolidacdo e
esquecimento.

As memorias também podem ser classificadas diante da sua natureza, nao
declarativas (implicitas) e declarativas (explicitas). A memdria declarativa € aquela em
que ndo se consegue utilizar palavras para descrever a lembranca ou como €

evocada, e sao divididas em nado associativas (Habitos) e associativas
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(condicionamento operante). J& a memoria explicita é aquela que pode ser explicada
de forma facil, com palavras, e pode ser dividida também em n&o-associativas

(Exploracéo) e associativas (Memoria espacial) (Fig. 05).

Mé&xima Performance
Boa == S~
I 3 e -~ . N
7’ ~
] 7 “\
c
o p) 4 \\
E ’ \
(™ Fi A"
rl \\
.g f’ \‘
o Ja‘ \
1 A1
; \
f] i
Rul Performance Insatisfatéria Performance Insatisfatoria
uim
Ansiedade Ansiedade Ansiedade
Minima Moderada Alta

Fig. 04 — Curva de performance de aprendizado em relagdo a ansiedade. Imagem adaptada de
Yerkes, Dodson, 1908.

As memorias episédicas sdo aquelas que sdo momentos vividos e que
possuem informacdes sobre fatos do cotidiano, como o dia em que ganhou o presente
de natal, jantou a primeira vez com o sogro ou andou de bicicleta. J& as memdrias
semanticas sdo aquelas que ndo se consegue descrever com palavras a memoria, 0
individuo simplesmente lembra, como a musica, a biologia, a matematica.

Para que ocorra a formacdo das memorias declarativas ou explicitas, é
necessario que ocorra a associacao uni ou poli modal das areas associativas (frontal,
temporal e lobos parietais) até que chegue no processo final que é a regido
hipocampal. Esse estimulo passa pelo cortex perirrinal e parahipocampal, cortex
entorrinal, giro denteado, regido CA3 e terminando na regido CAl. (IZQUIERDO e
MEDINA, 1997; IZQUIERDO et al., 2002; PRADO et al., 2006; BENETTI et al., 2009).

Ha fortes evidéncias da atuacéo da regido CA1l do hipocampo dorsal para a
consolidagéo e a reconsolidacdo da memoria de diferentes tipos de meméria. (LEE et
al., 2004; ALBERINI, 2005; ROSSATO et al.,, 2007; RADISKE et al., 2017). A
reconsolidacdo da memoria tem sido muito pesquisada com o intuito de entender os
mecanismos presentes para a sua formacdo. Ela € caracterizada por uma

desestabilizacdo de uma memoria previamente consolidada para uma atualizacdo e
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posterior estabilizacdo (DUDAI e EISENBERG , 2004) sendo considerado, por alguns
autores, como um processo continuo e interminavel de consolidacdo (MCKENZIE e
EICHENBAUM, 2012). Afinal, ao labilizar uma memodria consolidada, pode-se
adicionar novas informacdes aprendidas ao traco mnemonico original (DUDAI e
EISENBERG , 2004; MCKENZIE e EICHENBAUM , 2011). Essas alteragdes ocorrem
devido ao processo de reativacdo da memodria, momento em que o individuo é
submetido ao mesmo ou a um estimulo similar ao vivido anteriormente, favorecendo

assim a consolidacdo da memoria.

Mem@ria

Declarativa
(Explicita)

N&o- associativa

i Condicionamento racs Memdrias espaciais
Condicionamento _Explo:agao, 101 p:
classico operante / habituagdo em um minimamente
instrumental novo contexto aversivas

Nao-associativa

Habituacdo
Sensibilizagdo
Formac3o de habitos

Labirinto .
Condicionam Campo Reconhecimento

ento aversivo Esquiva ativa b aquatico de de obiet
Teste comportamental aberto Morris e objetos

Fig. 05 — Classificagdo da memoria segundo a sua natureza associativa ou nao associativa
Adaptado de: Quillfeldt JA, 2006. Behavioral Methods to Study Learning and Memory in Rats, Em:

Animal models and tools in ethical biomedical research.

Para que ocorra a consolidacdo da memoria de longa duracdo € necessario
que diversos neurotransmissores sejam liberados e diversas cascatas neuronais
sejam acionadas, tendo por consequéncia a fosforilagcéo e sintese proteica, expressao
génica e ativacao de fatores de transcri¢cdo, como a ativacao proteina quinase A (PKA)
dependente de AMP ciclico, que € o responsavel pela fosforilagdo da proteina de
ligacdo do elemento de resposta ao AMPc (CREB) (ROSSATO et al, 2007; BENETTI
et al, 2009; HU et al, 2013). Além disso, sabe-se que 0s neurotransmissores sao

responsaveis por gerar e modular estes estimulos ao longo das fases de consolidagéo
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e reconsolidacdo da memoria, entre eles estao a acetilcolina (VARGAS et al., 2014,
CAMILO et al., 2001), a noradrenalina (MCREYNOLDS et al, 2014), a histamina
(BENETTI et al., 2015) e a dopamina (VARGAS et al, 2014, ROSSATO et al, 2007,
WANG et al, 2014).

A dopamina, entre tantas fungdes no SNC, possui um papel primordial na
modulacdo da reconsolidacdo de memdrias dependentes do hipocampo (ROSSATO
etal, 2017; BENETTI et al., 2015). A dopamina é a principal catecolamina do sistema
nervoso central envolvida no aprendizado e possui um papel essencial sobre a
cognicao (SALLES et al., 2013). Ela é sintetizada principalmente na Substancia Nigra
(SN) e na Area Tegmental Ventral (VTA) e possui fungéo na regulacéo da motivacao,
humor, atividade motora, integracdo neuroendocrina e memoéria (HORN et al, 1979;
FLUCKIGER et al, 1987). Sua producdo ocorre pela ativacdo da enzima tirosina
hidroxilase, que converte o aminoacido tirosina em L-DOPA que, posteriormente, sera
descarboxilada para a formacdo da dopamina. A dopamina possui dois tipos de
familias de receptores, familia D1 (Receptores D1 e D5) e D2 (Receptores D2, D3 e
D4). Diversos estudos tém demonstrado que os receptores D1 utilizam o AMPc como
segundo mensageiro para modular a proteina quinase A (PKA) (FREY et al, 1993). J&
os receptores D5, atuam pelo sistema fosfatildilinositol-3-quinase para regulacéo da
proteina quinase C (PKC), ambas enzimas responsaveis pelo processo de fosforilacao
proteica (FELDER et al, 1989, BENETTI et al, 2015). Os corpos destes neurdnios
dopaminérgicos estdo situados na SN e VTA e seus axbnios realizam diversas
conexdes com diferentes areas cerebrais como cértex pré-frontal, giro cingulado e
hipocampo.

Alguns estudos demonstraram também que a reducao da oferta de dopamina,
pelo uso de antagonistas de receptores da familia D1 ou lesdo na regido CAl do
hipocampo, prejudicam a formacdo e a consolidacdo da memoéria na tarefa de
reconhecimento de objetos (RO) uma memoria declarativa ndo associativa (CLARKE
et al, 2011; BROADBENT et al, 2009). A utilizacdo do antagonista de receptores da
familia D1 (SCH-23390) tem sido amplamente utilizada para compreender a acéo da
dopamina no hipocampo, mostrando que este neurotransmissor desempenha um
importante papel na regido CA1l hipocampal dorsal e na amigdala basolateral na
aquisicdo da memoria de medo (HEATH et al, 2015), na memoria espacial (SILVA et
al, 2012) e na consolidagdo da memoria da tarefa de reconhecimento de objetos

(BENETTI et al, 2015). Por outro lado, o aumento na oferta destes neurotransmissores
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e captacao pelos receptores acarretam no aumento do potencial de longa duragao
nos receptores D1/D5 e na producdo de AMPc (OTMAKHOVA e LISMAN, 1996), o
gue auxilia a consolidacdo desta memoria.

A neuroplasticidade hipocampal induzida pela dopamina, dependente dos
receptores dopaminérgicos D1/D5, que sdo amplamente expressados na regiao CA1
do hipocampo, desempenha papel chave mediando a comunicacao entre a VTA e 0
hipocampo na neuromodulacdo da memoria, mostrando um papel crucial da dopamina
nos processos de formacdo da memdéria (HANSEN e MANAHAN-VAUGHAN, 2014).
Estudos clinicos tém demonstrado que as alterac6es no processo de liberacdo de
dopamina, associada a ligacédo ao receptor do neurbénio pos-sinaptico e recaptacédo no
neurdnio pré-sinaptico, estao diretamente ligadas com a esquizofrenia e o transtorno
do déficit de atencédo com hiperatividade (TDAH) (JEONG et al.,2015).

Cingulate gyrus

Striatum

Frontal cortex

Substantia nigra

\_/ Ventral tegmental area
@g

Fig 06. Projec6es dopaminérgicas provenientes da substancia nigra e area tegmental ventral
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O TDAH ainda ndo possui uma etiologia bem compreendida, mas acredita-se
que esta patologia afete, principalmente, o sistema dopaminérgico, devido ao
aumento, em torno de 70%, dos transportadores de dopamina (DAT), proteinas
responsaveis pela recaptacdo destes neurotransmissores (DOUGHERTY et al, 1999;
JEONG et al, 2015). Dessa forma, ndo € possivel manter niveis adequados de

dopamina entre os neurdnios, dificultando as sinapses quimicas dopaminérgicas. Até
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0 momento, a Unica forma para estes pacientes serem diagnosticados é clinica e os
sintomas séo a instabilidade de humor, a falta de concentragcdo e dificuldade no
aprendizado. O tratamento € realizado com eficacia utilizando drogas psicoativas que
possuam o cloridrato de metilfenidato como principio ativo, sendo a primeira escolha
para o tratamento (CHAI et al, 2012; ANVISA, 1998). Estudos realizados
demonstraram que a utilizagéo desta droga psicoativa reduz a ansiedade, a agitacao,
melhoram a memoria de trabalho e a atencdo quando administradas cronicamente
(BIEDERMAN, 2006; TAKEUCHI et al, 2013).

O cloridrato de metilfenidato, mais conhecido com o nome comercial de
Concerta® ou Ritalina®, é um farmaco psicoestimulante leve do sistema nervoso
central, que tem como principais efeitos a melhora da atencdo, da concentracdo e
reducdo do comportamento impulsivo (WOOD et al., 2014; RAJALA et al, 2012). Este
farmaco é analogo a anfetamina e atua por aumentar o estimulo da VTA (LISMAN e
GRACE, 2005), aumentando a producédo de dopamina e consequentemente 0s niveis
de noradrenalina e dopamina extracelular no cortex pré-frontal, estriado e hipocampo
(ARNSTEN e DUDLEY, 2005). Um estudo realizado por Volkow, identificou que
quando individuos que possuiam baixa concentracdo de receptores dopaminérgicos
da familia D2 e dependéncia quimica, quando ingeriram a Ritalina®, descreveram
uma sensacdo agradavel, de prazer, diferentemente de individuos com alta
concentracdo de receptores da familia D1 que relataram uma sensacao desagradavel
(VOLKOW e SWANSON, 2003). O cloridato de metilfenidato atua como um inibidor
competitivo dos transportadores dopamina e noradrenalina, impedindo que sejam
recaptados pelo neurdnio pré-sinaptico, o que resulta no acimulo de dopamina na
fenda sinaptica (SEEMAN e MADRAS, 1998). A utilizacdo desta droga apresenta
diferentes niveis de pico plasméatico dependendo da forma como € administrada,
sendo que quando administrada por via oral, o pico de concentracdo plasmatica é
encontrado entre 60 e 90 minutos (DAFNY e YANG, 2006; VOLKOW et al, 1998).
Weikop e colaboradores, provaram em 2007, que o uso do metilfenidato acarreta
aumento de dopamina e noradrenalina na regido do hipocampo, ambos responsaveis
por aumentar a potencializacéo a longo prazo e a depresséao a longo prazo (WEIKOP
et al., 2007), influenciando diretamente na plasticidade sinaptica, na consolidacao e
possivelmente na reconsolidagdo da memoéria. Diversos autores concluiram que a
reconsolidacdo ndo é uma recapitulacdo ou repeticdo da consolidacdo, sendo que

possui tempo para a formacdo, estruturas cerebrais e processos moleculares
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diferentes da consolidagdo (RADISKE et al, 2017; IZQUIERDO 1, 2011). Por isso,
estudos tém sido realizados no intuito de compreender os efeitos do metilfenidato
principalmente na consolidacdo da memoria (CARMACK et al, 2014; TAUKULIS et al.,
2014; HEYSER et al., 2013; LEVIN et al., 2011, MIORANZZA et al., 2011). Até este
momento, ndo foram encontrados na literatura muitos trabalhos experimentais em
animais que utilizem o metilfenidato, e mimetizem os efeitos da via dopaminérgica
VTA para o hipocampo, na busca para compreender os mecanismos de memoéria
envolvidos na tarefa de reconsolidacdo da memoaria de RO objeto de estudo deste

trabalho.

Fig. 07 - Mecanismo de acdo do metilfenidato sobe a receptacdo de dopamina dos neurdnios
dopaminérgicos. Imagem ilustrando atuacao do cloridrato de metilfenidato, inibindo a degradacao da
dopamina, pelo bloqueio das proteinas receptadoras do neurdnio pré-sinaptico. (1) neurénio pré-
sinaptico, (2) neurbnio pos-sinaptico, (3) vesicula pré-sinaptica, (4) dopamina, (5) receptores
dopaminérgicos, (6) proteinas responsaveis pela receptacdo de dopamina, (7) cloridrato de
metilfenidato.

Portanto, embora se tenha amplo entendimento acerca dos mecanismos gerais

da reconsolidacdo, o entendimento sobre quais as redes especificas de acesso do



24

metilfenidato sobre a cogni¢céo e reconsolidacdo da memdéria de RO, ainda tem sido
estudado. Assim, pesquisar como a administracao oral do metilfenidato, associada ao
uso de antagonistas dopaminérgicos (D1/D5) centrais na regidao CA1l do hipocampo
dorsal de ratos, pode auxiliar na compreensédo dos mecanismos mediadores dos seus
efeitos, bem como identificar seus efeitos como um possivel potencializador na

persisténcia ou melhora da memoria de RO.
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2 JUSTIFICATIVA

E sabido que o uso do metilfenidato reduz a recaptacdo de dopamina no
sistema nervoso central e que a maior disponibilidade deste neurotransmissor atua
em neurodnios da regiao CA1l hipocampais, podendo modular a reconsolidacdo da
memoéria de objetos, visto que no hipocampo ha grande densidade dos receptores
dopaminérgicos tipo D1 e D5. Desse modo, a hipotese deste estudo foi que o uso do
metilfenidato infundido intraperitoneal, antes pré ou pos a fase de reativacéo, poderia
atuar incrementando o tempo da retencdo de uma memodria no teste da
reconsolidacdo da memoria de RO.

Baseado nas evidéncias apresentadas anteriormente, desenvolvemos este
projeto de pesquisa baseado em um modelo com animais (ratos Wistar), e assim
elucidar, pelo menos em parte, os efeitos neurofisiolégicos da administracéo via i.p.
do metilfenidato sobre a memoria de longa duracdo e elucidar interacdo dos
receptores dopaminérgicos da familia D1/D5 no processo de reconsolidacdo da

memoria de reconhecimento de objetos.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral
- Investigar os efeitos do uso do metilfenidato I.P., sobre a reconsolidacdo da memaoria

de RO em ratos machos Wistar.

3.2 Objetivos Especificos

- Estudar os efeitos que a administracéo I.P. de metilfenidato imediatamente apos a
sessdo de reativacdo e a infusdo do antagonista dopaminérgico SCH-23390 intra
regido CA1 sobre o teste da reconsolidacdo da meméria do RO.

- Compreender os efeitos que a administracéo Intra regido CA1 do hipocampo dorsal
de ratos, apoOs a fase de reativacéo, trazem para a reconsolidacdo da memdria na
tarefa de RO.

- Estudar a importancia da ativacéo da via do VTA sobre a ativacao/inativacao dos
receptores dopaminérgicos (D1/D5) na regido CAl do hipocampo dorsal de ratos

submetidos ao teste da reconsolidacdo da memoaria de RO.

- Esclarecer se o metilfenidato pode melhorar o tempo de retencdo da memoéria no
RO, no teste de reconsolidacdo da memoria de objetos, em diferentes periodos na
tarefa de RO.

- Compreender se os receptores dopaminérgicos da familia D1 sdo os principais

responsaveis para a reconsolidacdo da memdéria na tarefa de RO.
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4 MATERIAIS E METODOS

Todos os experimentos descritos a seguir, foram realizados ap0s a aprovacgao
deste projeto de pesquisa pela Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA) desta

Universidade.

4.1 Animais e condicdes experimentais

O estudo foi composto por uma amostra de 216 ratos machos Wistar da espécie
Rattus norvegicus, fornecidos pelo Centro de Reproducédo Experimental de Animais
de Laboratério da UFRGS (CREAL). Estes animais foram transferidos para o biotério
setorial do Instituto de Ciéncias Basicas de Saude (ICBS), onde foram mantidos em
caixas plasticas forradas com maravalha e mantidos no limite maximo de 4 animais
por caixa (50 x 40 x 23 cm).

Todos foram expostos a um ciclo claro/escuro de 12 horas (inicio ciclo claro as
07h00min e inicio em ciclo escuro as 19h00min) com agua e racao a vontade e a uma
temperatura ambiente controlada de 22°+1° C.

Todos os experimentos foram realizados de acordo com as normas dos
“Principles of laboratory animal care” (NIH publication N° 85-23, revised 1996) e de
acordo com a Lei de procedimentos para o uso cientifico de animais — Lei n 11.794
(BRASIL, 2008) e da portaria numero 1.332, de 3 de dezembro de 2014 publicada no
Diario Oficial da Unido, Ministério da Ciéncia, Tecnologia e Inovacao.

Todos os animais foram mantidos no biotério do ICBS até possuirem em torno
de 300g. ApOs este periodo, os animais foram submetidos ao procedimento cirdrgico
estereotaxico, para a colocacédo das canulas em regido CA1 no hipocampo dorsal
bilateralmente, para posterior administracdo do antagonista dos receptores da familia
D1 (SCH-23390) ou salina.

4.2 Farmacos e sua via de administracéo

Para a realizacdo deste estudo foram selecionadas duas drogas e soro
fisiologico a 0,9% (salina). As drogas selecionadas foram o metilfenidato, um farmaco
psicoativo que realiza o bloqueio da recaptacdo da dopamina pelos neurbnios pré-

sinapticos e o SCH-23390, uma droga antagonista dos receptores da familia D1, que
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tem a funcdo de bloquear a captagdo de dopamina pelos receptores dopaminérgicos
D1 e D5 pelos neurdnios pés-sinapticos.

A salina seré utilizada como solvente e veiculo na dissolucdo das drogas. Cada
grupo recebeu duas substancias diferentes. O metilfenidato (Sigma Aldrish, USA com
98% de pureza - 1mg/kg/peso corporal) e a salina (1lmg/kg/peso corporal), foram
ofertados por injecdo I.P. e infusdo central (1,5 pg / pL/ bilateral). O SCH-23390
(Sigma Aldrish, USA com 98% de pureza — 1,5 ug / pL/ bilateral) e a salina (1,5 pug /
uL/ bilateral), foram infundidos na regido CA1 do hipocampo.

Para os antagonistas de receptores da familia D1, foi identificado que a dose
de 1,5 pg/uL/bilateral é ideal para que ocorra bloqueio dos receptores dopaminérgicos
sem produzir alteracdes comportamentais (MENEZES et al. 2015). As fases do
experimento comportamental e suas divisdes, bem como o0 momento da administracéao
das substancias estdo no organograma (Fig. 01). Abaixo estdo apresentados 0s

grupos do experimento comportamental:

4.3 Protocolo de cirurgia estereotaxica

Primeiramente os animais foram anestesiados com xilazina (10 mg/kg) pH =
5.5 e ketamina (100 mg/kg) pH entre 3,5 e 5,0 via intraperitoneal e solugdo com
volume de 1mL/kg de peso corporal. Apds a anestesia fazer efeito, o animal foi fixado
no aparelho de estereotaxia (Fig. 08) e foi realizada uma incisdo que removera uma
porcao aproximada de 1 cm da pele na regido dorsal do cranio. Com o auxilio de uma
tesoura, o experimentador expde a calota craniana e realiza a remog¢éo completa de
tecidos, permitindo a visualizagao do bregma e o lambda que servirdo de “guias” para
medir as coordenadas onde as canulas foram implantadas bilateralmente. As canulas-
guia de 27-gauge de 0,9 mm foram posicionadas 1,0 mm acima da regido CA1 do
hipocampo dorsal (regido alvo na infusdo de farmacos), de acordo com as
coordenadas obtidas do Atlas de Paxinos, sendo elas as seguintes: Antero Posterior
(AP) = - 4,2 mm; Médio Lateral (MD) = + 3,0 mm; Dorso Ventral (DV) = - 1,3 mm;
Inclinagéo Latero-Lateral (INCL LL) = 0° (Paxinos G, and Watson C, 1986) (Fig. 09).
Apo6s o termino da cirurgia extereotaxica os animais foram alocados em caixas
separadas aquecidas, até que todos os animais da mesma caixa estivessem
acordados e assim foram alocados juntos novamente. Estes animais foram aquecidos

com cobertores e luz incandescente e receberam o tratamento para dor. Foi
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administrado  cloridrato de  Tramadol 20%  (3-5mg/kg) pH=5,5 (
http://chemicalland21.com/lifescience/phar/ TRAMADOL%20HCI.htm) intraperitoneal,

de 8 em 8 horas durante o0 3° e 0 5° dia ap0s a cirurgia estereotaxica, de acordo com
a avaliacdo e, caso necessitassem, ficariam em recuperacdo. No dia seguinte ao
procedimento cirargico, o experimentador iniciou a manipulagdo diaria (4 dias) de cada
animal individualmente como pré-requisito para iniciar qualquer procedimento
comportamental. Neste procedimento experimental, o grau de severidade ¢é

moderado.

Fig. 08 — Vista geral do equipamento de cirurgia estereotaxica utilizado — Marca KROPF. Alemanha

4.4Reconhecimento de objetos (RO)

Para identificar como o tratamento interferiu no aprendizado e formacao da
memoria dos animais, foi utilizado o teste de reconhecimento de objetos adaptado de
Ennanceure Delacour (1988 apud BENETTI et al., 2009). Para a realizacado deste
teste, foi necessario uma caixa quadrada com dimensdes de 60cm x 60cm x 45 cm,
sendo 3 paredes de madeira e uma frontal em vidro transparente.

Antes de realizar o teste, os ratos foram submetidos a um protocolo de
ambientacdo, no qual foram colocados na caixa durante 4 dias consecutivos por 20

minutos/dia, para que pudessem explorar livremente o ambiente.


http://chemicalland21.com/lifescience/phar/%20TRAMADOL%20HCl.htm
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Apos o periodo de ambientacéo, foi realizada a primeira fase que consistiu em
colocar dois objetos diferentes (A e B), ndo maiores que 10 cm, dentro da caixa e
deixar o animal explorar livremente durante 5 minutos (fase denominada de treino).
Nesta fase, cada animal foi colocado de forma delicada entre os objetos, para livre
exploracdo do ambiente/objetos por um periodo de 5 minutos.

A segunda fase / sessao de reativacdo, foi realizada 24 horas apos a sesséo
do treino. Esta fase de reativacao consistiu em realizar a tarefa de reconhecimento de
objetos, utilizando o mesmo protocolo da fase treino, mas um dos objetos foi
substituido por um objeto novo (A e C) e os animais foram colocados novamente
dentro da caixa, por 5 minutos, para avaliar a exploracdo dos objetos.

A terceira fase / sessdo de reconsolidacdo da memoéria de objetos, consistiu
em repetir a tarefa de RO. Na fase de reconsolidacdo os animais foram expostos
novamente a outro objeto novo (D), mantendo assim o0 objeto apresentado na primeira
e na segunda exposicao (A), por cinco minutos, sendo avaliado o tempo de exploracéo
de cada um dos objetos. A sesséo consistiu em realizar o mesmo protocolo utilizado
nas duas exposicdes anteriores 24 horas, 3 dias ou 7 dias apos a fase de reativacao.

Neste procedimento experimental, o grau de severidade € leve.

Fig. 09 - llustracdo do encéfalo de rato e onde foram infundidas as drogas - Ailustracdo mostra a localiza¢éo
da implantacdo das canulas de infusédo na regido CA1 do hipocampo dorsal. Fonte: Atlas de Paxinos e Watson,
1986.

4 5Descarte de materiais e residuos

Os tecidos oriundos dos animais, assim como suas carcagas e outros residuos

como materiais contaminados e luvas, foram depositados em sacolas brancas para
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transporte de material infectante. Os materiais perfuro cortantes foram descartados
em caixas de papelao amarelo, especificas para esse tipo de residuo (Descarpack®),
e identificadas como material infectante. O lixo bioldgico e materiais perfuro cortantes
foram recolhidos pela empresa terceirizada responsavel pelo recolhimento da
UFRGS. Residuos quimicos e vidrarias contaminadas foram encaminhadas ao Centro
de Gestéo e Tratamento de Residuos Quimicos, no Instituto de Quimica da UFRGS.

4.6 Medidas de biosseguranca

Foram aplicadas todas as Normas de Seguranca e Procedimentos de Boas
Praticas de Laboratdrio, assim como todos 0s experimentos estiveram de acordo com
as normas dos “Principles of laboratory animal care” (NIH publication N° 85-23, revised
1996). Foram utilizadas luvas de latex e jalecos para o trabalho em bancada. Todas
as medidas de protecéo aos pesquisadores foram asseguradas, inclusive medidas de
proteg&o a fim de evitar contato cutaneo com os reagentes utilizados.

4.7 Eutanasia

A eutanasia dos animais utilizados em todos os experimentos foi realizada por
decapitacdo. A decapitacao foi realizada por um experimentador experiente em uma
sala limpa, silenciosa e separada dos outros animais. Um animal por vez foi levado a

sala de decapitacao, evitando o estresse dos demais animais.

4 8Desenho do estudo

Os animais foram providos pelo CREAL/UFRGS e foram alocados no biotério
setorial do ICBS. Apds esses animais possuirem aproximadamente 300g, foram
realizados os procedimentos estereotaxicos para o implante de duas céanulas
posicionadas bilateralmente na regido CA1 do hipocampo. A cirurgia estereotaxica
consistiu em anestesiar os ratos com Ketamina (100 mg/kg) e Xilazina (10 mg/kg), e
o cranio do animal ser posicionado no aparelho estereotaxico, sendo que
posteriormente foram utilizadas as coordenadas para o implante das canulas em
regido CA1l do hipocampo dorsal. Apdés o término do implante das canulas, foi

confeccionado um capacete com a utilizacdo de um parafuso, fixados no cranio, e
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cimento acrilico, para que ndo ocorresse o deslocamento das mesmas. Antes dos
ratos acordarem era aplicada uma injecao intraperitoneal de cloridrato de Tramadol
20% (5 mg/kg) pH=5,5 administrado de 8 em 8 horas durante 3 dias ap0s a cirurgia
estereotaxica e de acordo com a avaliacdo do estado do animal
(http://chemicalland21.com/lifescience/phar/ TRAMADOL%20HCI.htm).

Trés dias ap0s a cirurgia, 0s animais foram expostos a caixa que seria realizado
0 experimento, por 3 dias consecutivos, por um periodo de 20 minutos/dia, pois o
experimento ndo teve a intencdo de analisar a relacdo com o contexto e sim a
identificacdo dos objetos. Apos este periodo de 6 dias, todos os animais realizaram a
tarefa de reconhecimento de objetos pelo protocolo de reconsolidacdo da memoria. A
tarefa que foi realizamos constituiu-se de trés momentos: fase treino, que foi realizada
utilizando dois objetos (Objeto A e objeto B); fase reativacdo, que ocorreu 24 horas
apos a fase de treino e foi retirando o objeto B e posicionando outro objeto no local
(Objeto C); e fase teste de reconsolidacdo, na qual foi retirado o objeto C e
posicionado um novo objeto (Objeto D). A fase de teste de reconsolidacéo foi realizada
24 horas apo0s a reativacdo, 03 dias apds a reativacao e 07 dias ap0s a reativacao.
Diante dos nossos experimentos, as drogas foram administradas em dois diferentes
momentos, pré fase de reativacéo e pds fase de reativacéo. Os grupos estado descritos

a sequir.

Grupos infuséo pré fase de reativacéo.
1- Metilfenidato infundido I.P. (1,0 mg/kg/peso corporal) 30 minutos pré fase de
reativacao e avaliado com o teste de reconsolidacdo da memoria 24 horas apés.

2- Metilfenidato infundido I.P. (1,0 mg/kg/peso corporal) 30 minutos pré fase de

reativacao e avaliado com o teste de reconsolidacdo da memoria 72 horas apos.
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Ambientagdo

Fig. 10 - Desenho experimental comportamental primério mostrando as diferentes fases do
experimento e o momento de infusdo das drogas na memoria de reconhecimento de objetos e a relacdo
temporal. Inicialmente, todos os animais foram expostos a fase treino (A + B) 24 horas ap0s esta fase, os animais
foram expostos a fase de reativagdo, na qual os animais foram recolocados no campo aberto e reexpostos a um
objeto familiar e um objeto novo (A + C). Trinta minutos antes de iniciar a fase de reativagao os animais receberam
via I.P. o MTF ou Salina (1mg/kg/peso corporal) concomitante a infuséo intra CA1 de SCH-23390 ou salina (1.5
po/ul/bilateral). O teste da reconsolidag@o consiste em expor o animal novamente ao campo aberto na presenca
de mesmo objeto familiar (A) apresentado nas duas sessdes anteriores com outro objeto novo (D). O teste da
reconsolidacdo da memdria no reconhecimento de objetos sera realizado 24 horas e 03 dias apos a reativagéo.

Grupos infuséo poés fase de reativagéo.

3- Metilfenidato infundido I.P., realizando curva dose/resposta nas doses de 0,5,
1,0 e 2,0 mg/kg/peso corporal, apds a fase de reativacéo e avaliado com o teste de
reconsolidacao da memdria 24 horas apos.

4- Metilfenidato infundido intra regido CA1 na dose de 10Mmol apos a fase de
reativacao e avaliado com teste de reconsolidacdo 24 horas apés.

5- Metilfenidato infundido I.P. (1,0 mg/kg/peso corporal) e SCH-23390 intra CA1
(1,5 pg / pL/ bilateral) apds a fase de reativacao e avaliado 24 horas apos.

6- Metilfenidato infundido I.P. (1,0 mg/kg/peso corporal) apés a fase de reativacédo
e avaliado com o teste de reconsolidacdo da memoria 7 dias apés a fase de reativagao
e avaliado com o teste de reconsolidacdo da memoria 07 dias apos.

7- Metilfenidato infundido I.P. (1,0 mg/kg/peso corporal) associado a infusdo de
SCH-23390 intra CA1 (1,5 pg / uL/ bilateral) apos a fase de reativagéo e avaliado com
o teste de reconsolidacdo da memoéria apos 7 dias

SCH-23390
Salina
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Fig. 11 - Desenho experimental comportamental secundario mostrando as diferentes fases do experimento
e 0 momento de infusdo das drogas na memoria de reconhecimento de objetos e a relagdo temporal.
Inicialmente, todos os animais foram expostos a fase treino (A + B) 24 horas apds esta fase, os animais foram
expostos a fase de reativacéo, na qual os animais foram recolocados no campo aberto e reexpostos a um objeto
familiar e um objeto novo (A + C). Imediatamente apds a fase de reativacdo os animais receberam via I.P. o
Metilfenidato ou Salina (1mg/kg/peso corporal) e foram infundidos intra CA1 com SCH-23390 ou salina (1.5
pg/pl/bilateral). O teste da reconsolidagéo consiste em expor o animal novamente ao campo aberto na presenca
de mesmo objeto familiar (A) apresentado nas duas sessdes anteriores com outro objeto novo (D). O teste da
reconsolidagdo da memoria no reconhecimento de objetos foi realizado 24 horas, 03 dias e 07 dias apds a
reativacao.

Com estes dados conseguimos avaliar o possivel efeito do metilfenidato em
uma linha temporal de horas e/ou dias da memoéria, com a reconsolidagdo da memoria
pela tarefa de reconhecimento de objetos. ApOs a realizacdo de todos os
experimentos comportamentais propostos neste estudo, foi aplicada uma injecao
intraperitoneal com sobre dose de anestésico — Tiopental 5/10% usado, portanto para
eutanasia. Além disso, apls a infusdo do tiopental e morte dos animais, todos o0s
animais foram decapitados com o uso da guilhotina, para se certificar de ndo haver
sinais vitais recorrentes e somente entdo armazenados em freezer -20° C para
posterior descarte, como descrito no item descarte de residuos. O grau de severidade

da deste procedimento de eutanasia €, portanto sem recuperacao.
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4 9Andlise estatistica e calculo amostral

O tamanho da amostra foi baseado em estudos anteriores tendo como
referéncia o teste experimental e a droga antagonista utilizada nestes estudos
(ROSSATO et al., 2007; ROSSATO et al., 2017; bem como estudos anteriores do
grupo de pesquisa (BENETTI et al., 2008BENETTI et al, 2013a, 2013b; BENETTI et
al.,, 2015a , 2015b) sendo estimado entre 9 a 11 animais para cada grupo
experimental.

Para a analise dos dados coletados foi utilizado o programa Excel for
Windows® e GraphPad Prism versdo 5 (GraphPad Software®, San Diego, CA).
Inicialmente foi testada a normalidade dos dados com o teste de Kolmogorov-Smirnov
e posterior a essa analise, foi utilizado o teste t-Student, seguido do poés-teste
Newman-Keuls no qual a possibilidade de diferenca estatistica foi baseada na média
hipotética de 50% acima ou abaixo do percentual de exploracdo de cada objeto para
cada coluna de dados apresentados nos graficos. O nivel de significAncia considerado

em todas as andlises sera de P<0,05.

4.10 Aspectos éticos

Posteriormente a aprovacao pela Comissdo Coordenadora do Programa de Pos-
Graduacao em Ciéncias Biologicas: Fisiologia, este projeto de foi submetido a

Comisséo de Etica para Uso de Animais da UFRGS.
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5 RESULTADOS

Buscando verificar o papel dos receptores dopaminérgicos da familia D1 na
reconsolidacdo da memoria de reconhecimento de objetos, foram definidos diferentes
momentos para a infusdo do MTF e do SCH-23390, bem como estabelecida uma linha
temporal para determinar se, e em qual momento, este sistema poderia estar
envolvido no processo de reconsolidacao.

Efeitos do metilfenidato na reconsolidacdo da memoria na tarefa de
reconhecimento de objetos (Curva dose/resposta) — Infuséo intraperitoneal
imediatamente apds da fase de reativacao

De acordo com a Fig. 12, ndo houve diferenca de percentual de exploracéo
entre 0 objeto A e o0 objeto B na sessdo de treino. Foi realiza entdo a sessédo de
reativacao e observou-se que houve diferenca do tempo de exploracéo total do objeto
C, comparado ao objeto A (P<0,001), resultado ja esperado pois até este momento
nao havia sido realizada nenhuma intervencao.

Imediatamente apés a fase de reativacdo foram infundidas as concentracdes
pré-estabelecidas. Quando analisado o teste de reconsolidacdo da memdria, verificou-

se que os animais tratados com a dose de 1,0 mg/kg nédo apresentaram alteracao na
formacdo da memoria
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Fig. 12 - Curva dose-resposta da agdo do metilfenidato, infuséo I.P., no teste da reconsolidagdo da

memoria de R.O. 24 horas ap6s a fase de reconsolidagéo. A sesséo treino consistia em colocar o animal no
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campo aberto na presenca de dois objetos novos A e B na qual o animal explorar estes objetos durante uma
sessdo de 5 min. Vinte e quatro horas apds a sesséo do treino, estes animais foram expostos novamente ao campo
aberto, contudo o objeto A foi mantido e foi retirado o outro objeto, posicionando um novo no mesmo local (A e C),
esta fase denominada fase de reativacdo. Imediatamente apds a fase de reativacdo os animais receberam a
injecdo de 1 mg/kg/peso corporal do Metilfenidato ou salina. Os animais retornaram para a caixa moradia e para a
rotina do biotério e foram testados 24 horas ap6s no campo aberto, neste momento foi alterado novamente um dos
objetos, mantendo o objeto apresentado na fase treino e reativacdo (A e D). Os dados sdo apresentados como
média * erro padrao da média da porcentagem de tempo total de exploracédo para p<0,05 de significancia. *** P
<0,001 e ** P <0,01 e * P< 0,5 no teste t-Student. Grupo salina (N=7-10), Grupo metilfenidato 0,5 (N=7), Grupo
metilfenidato 1,0 (N=7), Grupo metilfenidato 2,0 (N=8).

Efeitos do metilfenidato na reconsolidacdo da memdria na tarefa de
reconhecimento de objetos — Infuséo central de 10Mmol imediatamente apo6s da
fase de reativacao

De acordo com sessédo de treino, ndo houve diferenca de exploracédo entre o
objeto A e o0 objeto B entre o percentual total de exploracdo. Na sesséo de reativacao,
observou-se que houve diferenca do tempo de exploracdo total do objeto C
comparado ao objeto A (P<0,001), resultado ja esperado pois até este momento nao
havia sido realizada nenhuma intervencao, demonstrando a lembranca dos animais.
Imediatamente apls a fase de reativacdo foi infundido 1,0 mL intra-hipocampal
bilateralmente, na concentracdo de 10 umol de metilfenidato.

Quando analisado o teste de reconsolidacdo da memodria, verificou-se que
houve prejuizo para a consolidacdo da memoéria dos animais tratados com o
metilfenidato (P<0,001), demonstrando que a utlizagdo de um estimulante
dopaminérgico interfere na formacao da memdria de longa duracdo apdés 24 horas.
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Fig. 13 - Efeitos da infuséo |.P. de metilfenidato imediatamente apds a sessédo de reativacéo, sobre
o teste de reconsolidagdo da memdria na tarefa de R.O. 24 horas ap0s a sessdo de reativagdo. A sessdo
treino consistia em colocar o animal no campo aberto na presenca de dois objetos novos A e B na qual o animal

explorar estes objetos durante uma sesséo de 5 min. Vinte e quatro horas apos a sessao do treino, estes animais
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foram expostos novamente ao campo aberto, contudo o objeto A foi mantido e foi retirado o outro objeto,
posicionando um novo no mesmo local (A e C), esta fase denominada fase de reativagcdo. Imediatamente apés a
fase de reativacdo os animais receberam a infusdo intrahipocampal de 10 mmol bilateralmente. Os animais
retornaram para a caixa moradia e para a rotina do biotério e foram testados 24 horas apds no campo aberto, neste
momento foi alterado novamente um dos objetos, mantendo o objeto apresentado na fase treino e reativacdo (A e
D). Os dados séo apresentados como média * erro padrao da média da porcentagem de tempo total de exploragédo
para p<0,05 de significancia. *** P <0,001 e ** P <0,01 e * P< 0,5 no teste t-Student. Grupo salina (N=8), Grupo
metilfenidato 10 pmol (N=6).

Efeitos do metilfenidato na reconsolidacdo da memoria na tarefa de

reconhecimento de objetos em associacdo com bloqueador dopaminérgico.

De acordo com a fase treino, ndo houve diferenca de exploracéo entre o objeto
A e 0 objeto B entre o tempo total de exploracédo. Na sessao de reativacdo, observou-
se gque houve diferenca do tempo de exploracao total do objeto C comparado ao objeto
A (P<0,001). Imediatamente apdés a fase de reativacdo foi infundido I.P. 1,0
mg/kg/peso corporal ou salina e 1,0 mL intra-hipocampal bilateralmente na
concentracdo de 10 Mmol de metilfenidato ou salina.

Quando analisado o teste de reconsolidacdo da memoaria, verificou-se que tanto
0 uso do metilfenidato na concentracdo de 1,0 mg/kg/peso corporal de metilfenidato e
a associacdo com o uso do bloqueador dopaminérgico, nao trouxeram prejuizos para
a consolidacdo da memoéria dos animais. Isso demonstrando que a utilizagdo de um
bloqueador dopaminérgico na regido CA1 do hipocampo imediatamente apds a fase
de reativacdo, nédo interfere na formacdo da memoria de longa duracdo, quando

testado em 24 horas.
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Fig. 14 - Efeitos da infusao I.P. de metilfenidato imediatamente ap6s a sessdo de reativacdo e a
infusédo intrahipocampal do SCH-23390, sobre o teste de reconsolidagdo da memoéria na tarefa de R.O. 24
horas ap6s a sesséo de reativagdo. A sessdo treino consistia em colocar o animal no campo aberto na presenga
de dois objetos novos A e B na qual o animal explorar estes objetos durante uma sesséo de 5 min. Vinte e quatro

horas ap6s a sessao do treino, estes animais foram expostos novamente ao campo aberto, contudo o objeto A foi
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mantido e foi retirado o outro objeto, posicionando um novo no mesmo local (A e C), esta fase denominada fase
de reativacéo. Imediatamente ap6s a fase de reativacéo os animais receberam a injecdo de 1 mg/kg/peso corporal
do Metilfenidato ou salina e foi infundido o SCH-23390 ou salina na concentragdo de (1um/pL). Os animais
retornaram para a caixa moradia e para a rotina do biotério e foram testados 24 horas apds no campo aberto, neste
momento foi alterado novamente um dos objetos, mantendo o objeto apresentado na fase treino e reativagéo (A e
D). Os dados séo apresentados como média * erro padrdo da média da porcentagem de tempo total de exploracédo
para p<0,05 de significancia. *** P <0,001 e ** P <0,01 e * P< 0,5 no teste t-Student. Grupo salina (N=8), Grupo
metilfenidato (N=8), Grupo Metilfenidato + SCH-23390 (N=8).

Efeitos do metilfenidato na reconsolidacdo da memoria na tarefa de
reconhecimento de objetos — 7 dias.

De acordo com a fase treino, ndo houve diferenca de exploracéo entre o objeto
A e 0 objeto B entre o tempo total de exploracédo. Na sessao de reativacao, observou-
se gque houve diferenca do tempo de exploracao total do objeto C comparado ao objeto
A (P<0,001). Imediatamente apds a fase de reativagdo foi infundido I.P. 1,0
mg/kg/peso corporal de metilfenidato ou salina.

Quando analisado a sessao de teste da reconsolidacdo da memoria, verificou-
se que o uso do metilfenidato na concentracdo de 1,0 mg/kg/peso corporal aprimorou
a consolidacdo da memoéria dos animais. Demonstrando que a utilizacdo do
metilfenidato imediatamente pds a fase de reativacéo interfere na consolidacdo da

memoéria de longa duracdo, quando testado em 07 dias.
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Fig. 15 - Efeitos da infusdo I.P. de metilfenidato imediatamente apds a sessao de reativagdo, sobre
o teste de reconsolidacdo da meméria na tarefa de R.O. 07 dias ap6s a sessdo de reativagdo. A sessdo
treino consistia em colocar o animal no campo aberto na presenca de dois objetos novos A e B na qual o animal
explorar estes objetos durante uma sesséo de 5 min. Vinte e quatro horas ap6s a sessédo do treino, estes animais
foram expostos novamente ao campo aberto, contudo o objeto A foi mantido e foi retirado o outro objeto,
posicionando um novo no mesmo local (A e C), esta fase denominada fase de reativagéo. Imediatamente apos a
fase de reativagdo os animais receberam a injecao de 1 mg/kg/peso corporal do Metilfenidato ou salina. Os animais

retornaram para a caixa moradia e para a rotina do biotério e foram testados 07 dias apds no campo aberto, neste
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momento foi alterado novamente um dos objetos, mantendo o objeto apresentado na fase treino e reativagéo (A e
D). Os dados séo apresentados como média * erro padrdo da média da porcentagem de tempo total de exploragédo
para p<0,05 de significancia. *** P <0,001 e ** P <0,01 e * P< 0,5 no teste t-Student. Grupo salina (N=10), Grupo
metilfenidato (N=9).

Efeitos do metilfenidato na reconsolidacdo da memdria na tarefa de
reconhecimento de objetos em associacdo com bloqueador dopaminérgico — 7

dias.

Os ratos foram treinados (dia 01) na tarefa de reconhecimento de objetos,
reativados (dia 02) trocando um dos objetos e testados (dai 03) 07 dias apés a fase
de reativacgéo.

De acordo com a fase de treino, ndo houve diferenca de exploracdo entre o
objeto A e o objeto B entre o tempo total de exploracdo. Na sessdo reativacao,
observou-se que houve diferenca do tempo de exploracdo total do objeto C
comparado ao objeto A (P<0,001). Imediatamente apds a fase de reativacao foi
infundido I.P. 1,0 mg/kg/peso corporal ou salina e 1,0 mL intra-hipocampal
bilateralmente na concentracdo de 1uL de SCH-23390 na concentracdo de 10 umol
ou salina.

Quando analisado o teste de reconsolidacdo da memoria, verificou-se que o uso
do metilfenidato na concentragéo de 1,0 mg/kg/peso corporal foi capaz de manter a
memoria até 07 dias apos a sessado de reativacdo. Os animais tratados com MTF e o
SCH-23390 aprenderem igualmente ao grupo tratado apenas com MTF (P=0,6).
Assim se pode concluir que o metilfenidato consegue manter 0s niveis
dopaminérgicos adequados, apds a sessao de reativagdo para que ocorra a formacao
e consolidacdo da memadria ou que a dopamina ndo é o principal neurotransmissor

responsavel por este processo.
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Fig. 16 - Efeitos da infusdo I.P. de metilfenidato imediatamente apds a sessédo de reativacdo e a
infusédo intrahipocampal do SCH-23390, sobre o teste de reconsolidagdo da memoria na tarefa de R.O. 07
dias apds a sesséo de reativacdo. A sessdo treino consistia em colocar o animal no campo aberto na presenca
de dois objetos novos A e B na qual o animal explorar estes objetos durante uma sessdo de 5 min. Vinte e quatro
horas ap6s a sessao do treino, estes animais foram expostos novamente ao campo aberto, contudo o objeto A foi
mantido e foi retirado o outro objeto, posicionando um novo no mesmo local (A e C), esta fase denominada fase
de reativacdo. Imediatamente apds a fase de reativacéo os animais receberam a injecdo de 1 mg/kg/peso corporal
do Metilfenidato ou salina e foi infundido o SCH-23390 ou salina na concentragdo de (1pm/pL). Os animais
retornaram para a caixa moradia e para a rotina do biotério e foram testados 07 dias apds no campo aberto, neste
momento foi alterado novamente um dos objetos, mantendo o objeto apresentado na fase treino e reativacéo (A e
D). Os dados séo apresentados como média * erro padrao da média da porcentagem de tempo total de exploragédo
para p<0,05 de significancia. *** P <0,001 e ** P <0,01 e * P< 0,5 no teste t-Student. Grupo salina (N=10), Grupo
metilfenidato (N=9).

Efeitos do metilfenidato e do blogueador dopaminérgico infundidos intra-
hipocampal sobre na reconsolidagcdo da memaria na tarefa de reconhecimento
de objetos — 7 dias.

De acordo com a fase de treino, ndo houve diferenca de exploracdo entre o
objeto A e o objeto B entre o tempo total de exploracdo. Na sesséo de reativacao,

observou-se que houve diferenca do tempo de exploracdo total do objeto C
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comparado ao objeto A (P<0,001). Imediatamente apds a fase de reativacao foi
infundido 1,0 pL de metilfenidato na concentracdo de 10 Mmol e/ou salina,
bilateralmente.

Quando analisados no teste de reconsolidacdo da memoaria, verificou-se que o
uso de 1,0 uL de metilfenidato alterou o processo de consolidagdo da meméria dos
animais, bem como dos animais tratados com MTF e SCH-23390 (P=0,6).

Assim, pode-se concluir que o metilfenidato quando aplicado intra-hipocampal

altera os niveis dopaminérgicos adequados, interferindo no processo de formacgéo e
consolidagdo da memoria.
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Fig. 17 - Efeitos da infusé&o intrahipocampal de metilfenidato e SCH-23390 imediatamente ap0s a
sessdo de reativagao, sobre o teste de reconsolidacdo da memdéria na tarefa de R.O. 07 dias apds a sessédo
de reativagdo. A sessao treino consistia em colocar o0 animal no campo aberto na presenca de dois objetos novos
A e B na qual o animal explorar estes objetos durante uma sessdo de 5 min. Vinte e quatro horas apés a sessao
do treino, estes animais foram expostos nhovamente ao campo aberto, contudo o objeto A foi mantido e foi retirado
0 outro objeto, posicionando um novo no mesmo local (A e C), esta fase denominada fase de reativacao.
Imediatamente apos a fase de reativagdo os animais receberam a infusdo central de 1um/uL de Metilfenidato ou
salina e foi infundido o SCH-23390 ou salina na concentracdo de (1pum/uL). Os animais retornaram para a caixa
moradia e para a rotina do biotério e foram testados 07 dias apds no campo aberto, neste momento foi alterado
novamente um dos objetos, mantendo o objeto apresentado na fase treino e reativacéo (A e D). Os dados sdo
apresentados como média + erro padrdo da média da porcentagem de tempo total de exploracéo para p<0,05 de
significancia. *** P <0,001 e ** P <0,01 e * P< 0,5 no teste t-Student. Grupo salina (N=10), Grupo metilfenidato
(N=9), Grupo metilfenidato + SCH-23390 (N=9).
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Os resultados desta dissertacéo permitem algumas conclusdes gerais:

- Ratos tratados com metilfenidato imediatamente apds a fase de reativacao
apresentam melhora na memoria de longa duragéo, lembrando até 7 dias.

- O uso do blogueador dopaminérgico intra regido CA1 do hipocampo dorsal dos
ratos imediatamente apoés a fase de reativacdo, ndo causa déficit de memoaria.

- Ratos tratados com metilfenidato intra regido CAl1 do hipocampo dorsal,
imediatamente apos a fase de reativacdo, apresentam déficit de consolidacdo da

memoria.

5.1 Dados suplementares

Efeitos do metilfenidato na reconsolidacdo da memoria na tarefa de

reconhecimento de objetos — Infuséo intra peritoneal antes da fase de reativacéao

Os ratos foram treinados (dia 01) na tarefa de reconhecimento de objetos,
reativados (dia 02) trocando um dos objetos e testados (dai 03) 24 e 72 horas ap0s a
reativacao.

De acordo com a fase de treino, ndo houve diferenca na porcentagem de
exploragéo entre o objeto A e 0 objeto B na sesséo de treino. Previamente a sessao
de reativacao foi realizada a infuséo I.P. de salina ou metilfenidato na concentragao
de 1,0 mg/kg/peso corporal e observou-se que houve diferenca da porcentagem de
exploracéo total do objeto C do grupo salina e do grupo MTF, ambos apresentando
um valor de P<0,001, demonstrando menor exploracédo do objeto familiar em ambos
0S grupos.

Quando analisado o teste de reconsolidacdo da memdria verificou-se que nao
houve diferenca estatistica entre o grupo tratado e controle (P=0,35), indicando que o
metilfenidato ndo interfere no processo de consolidacdo da memoria em 24 horas,

qguando infundido previamente a sessao de reativacao.
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Fig. 18 — Efeitos da infuséo I.P. de metilfenidato previamente a sesséo de reativacdo sobre o teste
de reconsolidacdo da memoéria na tarefa de R.O. 24 horas ap0s a sessdo de reativagdo. A sessao treino
consistia em colocar o animal no campo aberto na presenca de dois objetos novos A e B na qual o animal explorar
estes objetos durante uma sessé@o de 5 min. Vinte e quatro horas apés a sesséo do treino, estes animais foram
expostos novamente ao objeto A, mais um novo objeto, C, chamada fase de reativacéo, 30 minutos antes da fase
de reativacdo os animais receberam a inje¢do de 1 mg/kg/peso corporal do Metilfenidato ou salina, os animais
retornavam para a caixa moradia e para a rotina do biotério e foram testados 24 horas apés no campo aberto. Os
dados sdo apresentados como média + erro padrdo da média da porcentagem de tempo total de exploragdo para
p<0,05 de significancia. *** P <0,001 e ** P <0,01 e * P< 0,5 no teste t-Student. Grupo salina (N=10), Grupo
metilfenidato (N=11).

De acordo com a Fig. 13.A., ndo houve diferenca de percentual de exploracéo
entre 0 objeto A e o objeto B na sessao de treino. Previamente a sesséo de reativacao
foi realizada a infusdo I.P. de salina ou metilfenidato na concentracdo de 1,0
mg/kg/peso corporal e observou-se que houve diferengca da porcentagem de
exploracao total do objeto C do grupo salina e do grupo MTF, referente ao aprendizado
de cada grupo, ambos apresentando um valor de P<0,001.

Quando analisado o teste de reconsolidacdo da memodria, verificou-se que o
grupo tratado com MTF apresentou déficit de memadria quando comparado ao grupo
salina no processo de reconsolidacdo da memoéria em 72 horas, quando infundido

previamente a sessdo de reativagao.



45

Treino Reativacao o Teste

100+ 100- 8

754 754 - ° 754
:g ’%. — anken !8
g [ ObjetoA 8 50 3 Objeto A g 50 - [ Objeto A
=} [+ =l - .
g ¥ * [ Objeto B 5 == Objeto C B [ Objeto D
o i i
ES =2 =

25+ 254 25+

0 - 0
Salina Metilfenidato Salina Metilfenidato

Fig. 19 - Efeitos dainfusdo I.P. de metilfenidato previamente a sesséo de reativac&o sobre o teste de
reconsolidacdo da memdérianatarefade R.O. 72 horas apds a sesséo de reativacdo. A sessao treino consistia
em colocar o animal no campo aberto na presenca de dois objetos novos A e B na qual o animal explorar estes
objetos durante uma sessédo de 5 min. Vinte e quatro horas ap6s a sesséo do treino, estes animais foram expostos
novamente ao campo aberto, contudo o objeto A foi mantido e foi retirado o outro objeto, posicionando um novo
no mesmo local (A e C), esta fase denominada fase de reativacdo. 30 minutos antes da fase de reativagdo, os
animais receberam a injecdo de 1 mg/kg/peso corporal do Metilfenidato ou salina. Os animais retornaram para a
caixa moradia e para a rotina do biotério e foram testados 72 horas ap6s no campo aberto, neste momento foi
alterado novamente um dos objetos, mantendo o objeto apresentado na fase treino e reativacao (A e D). Os dados
sdo apresentados como média + erro padrdo da média da porcentagem de tempo total de exploragdo para p<0,05
de significancia. *** P <0,001 e ** P <0,01 e * P<0,5 no teste t-Student. Grupo salina (N=8-10), Grupo metilfenidato

(N=8-11).
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6 DISCUSSAO

Os resultados encontrados nesse trabalho sugerem que o MTF infundido I.P.,
previamente a sessao de reativacdo, causa alteracbes no processo mnemonico e
assim interfere diretamente na capacidade de remodelamento da memoaria de longa
duracdo quando testados 72 horas apés a sesséo de reativacao (Fig. 13).

Quando o MTF foi infundido I.P., com a dose de 1,0 mg/kg/peso corporal,
imediatamente apds a sessdo de reativacdo, ela nao interferiu no processo de
formacdo da memoria, comparado as doses de 0,5 e 2,0 mg/kg/peso corporal, que
prejudicaram a reconsolidacdo da memoria, no teste da reconsolidacéo, 24 horas
apo6s a faze de reconsolidacao (Fig. 14).

Foi verificado também que o uso da dose de 1,0 mg/kg/peso corporal, foi capaz
de melhorar a capacidade de armazenamento da memoéria em até 7 dias, comparado
ao grupo salina (Fig. 17).

Os resultados encontrados também mostraram que a infuséo intrahipocampal
de SCH-23390 imediatamente apds a sessao de reativacdo, concomitante ao uso de
1,0 mg/kg/peso corporal de MTF, nao interferiu no teste de reconsolidacdo quando
testados em 07 dias (Fig. 18).

A infusdo do MTF intrahipocampal, imediatamente apds a fase de reativagéo,
interferiu diretamente no processo de reconsolidacdo mostrando que o possivel
aumento da concentracdo de dopamina intrahipocampal imediatamente apds a
sessdo de reativacao, prejudicou o processe mnemonico (Fig. 19).

Estes resultados nos levam a inferir que os receptores dopaminérgicos da
familia D1, presentes no hipocampo, ndo séo o0s principais atuantes no processo de
reconsolidacdo da memdéria na tarefa de R.O.

A hipétese primaria deste estudo estava baseada que o uso do MTF e o
aumento da concentracdo de dopamina livre nas fendas sinapticas na regido CA1 do
hipocampo no momento da reativagao, iria melhorar o processo de consolidacdo da
memaoria como uma premissa basica do efeito do medicamento usado na clinica para
o tratamento do TADH. Contudo, neste experimento, 0s animais apresentaram déficit
de memoaria quando tratados com MTF na dose de 1,0 mg/kg/peso corporal e testados
72 horas apos a fase de reativacdo (FIG. 13). Levando em conta este achado,
concluimos que possivelmente os altos niveis de dopamina e noradrenalina livre

intracerebral, propiciados pela droga, poderiam deixar 0os animais em um estado de
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alerta muito elevado. Com isso, ndo é possivel manter um nivel de ansiedade
adequado para realizar o processo mnemaonico de forma apropriada (SILVA, 2000). A
utilizacao de um estimulador leve do SNC previamente a sesséo de aprendizado, pode
identificar que o alto nivel de agitacdo dos animais prejudicou o processo de formacao
de memoria de longa duragdo. Pesquisa demonstrou também em seu estudo que
drogas depressoras do SNC como cannabis e é&lcool prejudicam a formacao das
memorias, concluindo que € necessario que exista um equilibrio entre o nivel de
ansiedade e tranquilidade para a formacédo adequada de uma memoria. Até entéo foi
demonstrado o efeito pro-cognitivo do MTF, contudo pesquisas mostraram que
concomitante a esta melhora da capacidade de armazenamento, os animais podem
apresentar aumento da ansiedade e atividade locomotora. Estudos ja utilizaram
estimulares do SNC, com o intuito de melhorar a memoria e obtiveram resultados
positivos para a melhora da consolidacao e reconsolidacdo (DE LIMA et al., 2011,
BALDERAS et al., 2013). Vago demonstrou também em seu estudo que a infuséo de
um estimulador dopaminérgico previamente a sessao de treino, poderia prejudicar a
formacdo da memoaria devido a falta de um processo de orientado de ativacdo de areas
sucessivas (VAGO et al, 2007).

Apbs identificarmos que o uso do MTF na dose de 1,0 mg/kg/peso corporal
previamente a sessdo de reativacdo acarretou em déficit da reconsolidacdo da
memoria, resolvemos alterar o modelo experimental e realizar a infusdo de MTF apés
a sessao de reativacdo, ndo mexendo no processo de desenvolvimento de uma
informacgédo. Tentando assim, nao interferir no processo de aprendizado e sim
fortalecer uma memaria em processo posterior a aquisicdo das informacdes visuais,
olfativas, auditivas e tateis.

Posteriormente a uma busca, ndo sisteméatica, ndo foram identificados estudos
que tenham realizado uma curva dose/resposta para a formacdo de memoaria de longa
duracéo no teste de reconsolidacdo da tarefa de reconhecimento de objetos. Com
isso, foi realizado um experimento para definir qual a melhor dose a ser utilizada nos
experimentos para infusdo apds a fase de reativagdo. Nossos resultados
demonstraram que a dose de 1,0 mg/kg/peso corporal foi a Unica que nao interferiu
para a reconsolidacdo da memoéria de longa duragdo quando testados em 24 horas.
(Fig. 14) Estudos em uso cronico demonstrando melhora meméria de longe duragéo,
contudo, outros estudos também demonstraram que a mesma dose utilizada

acarretaram em piora da memoria demonstrando a nao padronizacdo de uma dose
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especifica. (HEYSER et al.,, 2004; LEBLANC-DUCHIN e TAUKULIS, 2007; 2009.
SCHERER, 2009. MIORANZZA, 2011)

Os achados neste estudo demonstraram que 0 uso do metilfenidato
imediatamente apds a fase de reativacdo 0s animais apresentam melhora na
capacidade de armazenamento, lembrando do objeto familiar por até 07 dias
comparados ao grupo salina (Fig. 17).

Este achado demonstra os efeitos benéficos de um leve estimulador do SNC
sobre a reconsolidacdo da memdria. Furini e outros pesquisadores realizaram um
estudo utilizando a infusdo de SCH23-390 intrahipocampal imediatamente e 60 min,
apos a fase de reativacdo e concluiram que os receptores dopaminérgicos presentes
no hipocampo ndo sado responsaveis pela consolidacdo da memoria de
reconhecimento de objetos (FURINI et al., 2014). Rossato também estudou os efeitos
destes mesmo receptores dopaminérgicos sobre a reconsolidacdo e identificou que
os receptores dopaminérgicos da familia D1 ndo sé@o responsaveis pelo processo de
reconsolidacdo da memoria, mas sim estariam ligados ao momento anterior, a
consolidacdo (ROSSATO et al, 2017). Estes achados vdo ao encontro do nosso
estudo que conseguiu demonstrar 0 mesmo efeito utilizando um protocolo similar de
reconsolidacdo da memoria.

Foi identificado que o MTF infundido I.P. imediatamente apds sessdo de
reativacdo acarretou beneficios para a reconsolidacdo. Levando em conta este
resultado, foi realizada a infusdo concomitante de SCH-23390 para compreender se
os receptores dopaminérgicos da familia D1 estariam atuando neste processo na
regido CA1 do hipocampo. Foi identificado que, mesmo quando ocorreu a infuséo do
SCH-23390 intrahipocampal associada a infusdo I.P. de MTF na dose de 1,0mg/kg,
0s animais ainda lembraram do objeto familiar. Com isso, podemos compreender que
0s receptores dopaminérgicos ndo sdo os principais atuantes no hipocampo para a
reconsolidacdo da memoéria. O uso do metilfenidato para a reconsolidacao tem se
demonstrado uma 6tima ferramenta, contudo, para diferentes tipos de memaria como
a memoria aversiva (ABRAHAM et al, 2012, 2016; CARMACK et al, 2014 a) e memoria
de espacial (CARMACK et al, 2014 b; ANDRE et al, 2016). Estudos o0s quais ja estéo
bem consolidados sobre os efeitos do sistema dopaminérgico. Uma pesquisa
utilizando o blogqueador os receptores dopaminérgicos da familia D1 (SCH-23390) em
diferentes momentos do teste de reconsolidacdo da memdria, e concluiu que os

receptores dopaminérgicos presentes no hipocampo, ndo Sao necessarios para e
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reconsolidacéo do trago primario criado na tarefa de R.O. Contudo sé@o essenciais
para sua desestabilizacdo quando a reativacao ocorre junto com a incorporagao de
novas informac6es na memoaria original. Indo ao encontro dos resultados que foram
encontrados neste estudo. (ROSSATO et al., 2017).

Diversos estudos ja foram e tem sido realizados com o intuito de compreender
0S mecanismos presentes sobre a reconsolidagcdo da memoaria (BALDERAS et al,
2013). A reconsolidacdo da memoria € definida por uma desestabilizacdo de uma
memoria previamente consolidada para uma posterior estabilizacdo e consolidagéo
(BROWN e AGGLETON, 2001). Sendo que toda a vez que esta memoria é lembrada
ela é modificada podendo se tornar mais forte ou esquecida, dependendo da
intervencdo que € realizada previamente, no momento ou posterior a0 mesmo
(MUMBY et al, 2002), momento o qual a memoaria esta labil o suficiente para que sofra
alteracdes. Muitos autores consideram que o teste de reconsolidacdo de memoaria seja
uma consolidagdo continua, interminavel, que mantém 0s mesmos processos de
aquisicao, formacéao e consolidacdo da memoria (MCKENZIE e EICHENBAUM, 2011).
Contudo, estudos vem demonstrando que a reconsolidacdo da memoria possui
processo e mecanismos diferentes da consolidacdo (SARA, 2000; NADER e
EINARSSON , 2010; WILSON et al, 2013).

Pesquisas tém sido realizadas também com o intuito de compreender quais sdo
0S mecanismos que atuam neste processo de modulacdo de uma memoria pré
existente (ALBERINI, 2005; TRONSON e TAYLOR, 2007; SCHWABE et al, 2014;
MERLO et al, 2015). Este processo pode ser estudado com diversas tarefas como a
esquiva inibitoria (LENARD et al, 2017) e o reconhecimento de objetos (BALDERAS
et al, 2013) ambos atuando diretamente nesta modulacdo da memoaria pré existente,
processo que este estudo analisou.

Durante o processo de formagédo de memaria é necessario que ocorra a ativacao
da via MAPK kinase para consolidacdo e reconsolidagdo de memodria de
reconhecimento de objetos de longo prazo e isso estd associado diretamente a
hiperfosforilagdo de ERK no hipocampo, cortex entorrinal e giro denteado (KELLY et
al., 2003). Para que ocorra a atualizacdo deste traco mnemonico, é necessario que
ocorra a sintese proteica em regides especificas do SNC como o hipocampo. Rossato
publicou sua pesquisa em 2007 e demonstrou que quando € realizada a infusdo do
bloqueador de sintese proteica na regido CA1 do hipocampo imediatamente apos e

180 minutos ap6s a fase de reativacdo, os animais apresentam prejuizo para a
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formacdo da memoria. Contudo, quando esta droga foi infundida 360 min. apés a
sessao de reativacdo eles lembravam do objeto familiar, demonstrando que ocorre
sintese proteica no hipocampo, imediatamente apds a fase de reativacdo momento o
qual ele é essencial para seu remodelamento (ROSSATO et al, 2007).

Esta evocacdo da memodria, ocorre para atualizacdo de uma memoéria e €
essencial para que melhore e fortaleca a memoaria ja aprendida. Neste momento, as
conexdes sinapticas sao fortalecidas e o ocorre o desenvolvimento do potencial de
longa duracéo entre regides do cérebro, como demonstrou Clarke em seu estudo, que
verificou aumento da LTP entre a regido CA1 e CA3 do hipocampo durante a fase de
reativacao (CLARKE et al, 2010).

Para que pudesse ser compreendido melhor a atuacdo do hipocampo e o
sistema dopaminérgico sobre a reconsolidacdo da memoria, o MTF foi infundido
intrahipocampal imediatamente apds a sesséo de reativagdo concomitante ao SCH23-
390 (Fig. 19). Durante os testes de reconsolidacdo da memdria, foi identificado que
ambos 0s grupos tiveram prejuizos sobre a formacdo da memoria quando
comparados com o grupo salina, mantendo um padréo de ndo aprendizagem. Vago
demonstrou em sua pesquisa, realizando infusdo central de apomorfina, agonista
dopaminérgico ndo seletivo, na regido CA1 do hipocampo, que existe a atuacdo dos
receptores dopaminérgicos, em ligacao direta com o cortex entorrinal. Entretanto, nao
na reconsolidacado e sim na memoaria espacial de médio e longo prazo e consolidagéo.

Ao considerar a memoria e a grande importancia que o hipocampo possui para
a aquisicao de uma sequéncia temporal de eventos, bem como para a distincdo de
informagdes espaciais e sobre objetos, embora possa ndo desempenhar um papel
direto na distincdo das diferentes caracteristicas de cada objeto, o hipocampo é
fundamental como um detector de novidades devido ao seu papel na comparacédo de
informacgdes previamente armazenadas com 0S nNovos aspectos recebidos de uma
situacéo particular. O hipocampo recebe insumos do cortex perirrinal, que é ele proprio
o local de entrada para informacao visual, olfativa e somatossensorial, todos os quais
sao relevantes para o reconhecimento de objetos.

Os resultados obtidos neste estudo sugerem que ha uma enorme importancia do
sistema dopaminérgico na reconsolidacdo de memoarias na tarefa de reconhecimento
de objetos. Com isso estes resultados demonstramos a importante acdo do MTF sobre
a reconsolidacdo da memodria, sobretudo ndo na atuacdo direta dos receptores

dopaminérgicos da familia D1 na regido CA1 do hipocampo dorsal de ratos.
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7 CONCLUSOES

Nossos resultados mostraram que o efeito do metilfenidato imediatamente apos
a sessdo de reativacdo induz uma melhora na janela temporal da memdéria de
reconhecimento de objetos, porém nao é mediada pela acéo da classe dos receptores
dopaminérgicos D1/D5 presentes na regido CA1 do hipocampo dorsal de ratos.

Além disso, os efeitos parecem opostos quando infundidos pré reativacéo,
porém estes dados carecem de mais estudos para comprovar estas evidencias

farmacoldgica/comportamental.
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