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Resumo:

Cuidados parentais durante o periodo neonatal sdo importantes para o desenvolvimento do Sistema
Nervoso Central (SNC) de mamiferos. Pesguisas sugerem que situagdes estressoras durante este periodo,
podem aterar a organizacdo das redes neurais, danos estes que podem causar déficits nas memorias de
curta e longa durac&o e parecem estar associados com alteracGes em estruturas como o cortex pré-frontal
e o0 hipocampo. O hipocampo é importante para a aprendizagem e retencdo da memoria e é afetado por
protocolos de estresse neonatal, recebe aferéncias dopaminérgicas de éreas como a Areal Tegmental
Ventral, Substéncia Nigra e Locus Coeruleus. Embora varios sistemas de neurotransmissores e 0s danos
causados pela Deprivagdo Materna tenham sido estudados, pouco se sabe do envolvimento do sistema
dopaminérgico nos déficits cognitivos observados em ratos submetidos a Deprivacdo Materna. Nossa
hipotese é de que os danos cognitivos associados a DM podem estar relacionados a alteragdes nos
neurbnios dopaminérgicos gque se projetam ao hipocampo. Ratas prenhas foram obtidas, ap0s o
nascimento metade das ninhadas foram submetidas ao protocolo de Deprivagdo Materna, que consiste na
separacdo da mée da sua ninhada por 3 horas/dia durante os 10 primeiros dias de vida, ap6s o dia 21
todas as ninhadas sdo desmamadas e 0s ratos colocados 5 por caixa moradia, sendo divididos em quatro
grupos: (1) Controle, (11) Deprivados, (111) Dopamina e (1V) Deprivados + Dopamina. A cirurgia consiste
na colocagdo de canulas na area CA1l do Hipocampo para a posterior infusdo de solucdo salina ou
dopamina. A tarefa de reconhecimento de objetos consiste em 0 animal explorar dois objetos (A e B),
posteriormente substituindo um deles por um novo objeto (C), visando observar se 0 animal mantém a
meméria do objeto familiar. Testes de controle comportamental sdo feitos para avaiar se o0s
procedimentos ndo trouxeram déficits de locomogao, exploracdo ou ansiedade. Ratos de todos 0s grupos
exploraram ambos os objetos (A e B) no treino de forma semelhante, a infusdo hipocampal de dopamina
logo ap6s o treino de reconhecimento de objetos reverte os déficits de memodria relacionados a
Deprivagdo Materna (DM), assim como, a DM e ainfusdo de Dopamina ndo alteraram a movimentagao,
exploracéo ou causaram ansiedade validando os protocolos e procedimentos ndo trouxeram déficits aos
animais. Foi demonstrado que a infusdo de dopamina na regido CA1l do hipocampo logo apds o
aprendizado reverte os déficits de memoria causados pela DN, indicando o envolvimento do sistema
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dopaminérgico nos déficits causados pela mesma.
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INFUSAO DE DOPAMINA NO HIPOCAMPO REVERTE OS DEFICITS DE
MEMORIA INDUZIDOS PELA DEPRIVACAO MATERNAL

1 INTRODUCAO

Os cuidados parentais durante o periodo neonatal sdo importantes para o
desenvolvimento do Sistema Nervoso Central (SNC) de mamiferos (MONTIROSSO, R. et al,
2017). Pesquisas sugerem que situagdes estressoras durante este periodo podem alterar a
organizacdo das redes neurais (JUSTER, R. P. et al, 2011) e estudos mostram que modelos
que induzem o estresse nos primeiros dias de vida, como por exemplo a Deprivacdo Maternal
(DM) em roedores, podem causar danos as memorias de curta e longa duragdo; danos estes
parecem estar relacionados a alteragdes em estruturas como o cortex pré-frontal e o
hipocampo.(NEVES, B. H. et al, 2015; BENETTIL, F. et al, 2012; MARCO, E. M. et al, 2013;
BAUDIN, A. et al, 2012).

O hipocampo € uma estrutura importante para a aprendizagem e retencado da memoria
(CARR, D. B. et al, 2000; LOUILOT, A. et al, 1989), pode ser afetado por protocolos de
estresse neonatal (BENETTI, F. et al, 2012, 2009; ROCERI, M. et al 2002) e recebe
aferéncias dopaminérgicas da Area Tegmental Ventral, Substancia Nigra (SCATTON, B. et
al, 1980; GASBARRI, A. et al, 1997) e Locus Coeruleus (TAKEUCHI, H. et al, 2003;
KEMPADOOQO, K. A. et al, 2016). Estudos mostram que a exposi¢ao a glicocorticoides durante
os periodos pré e pds-natal afetam o desenvolvimento do sistema dopaminérgico (RENTESI,
G. et al, 2013). Embora vérios sistemas de neurotransmissores € os danos causados pela DM
tenham sido estudados nos ultimos anos (BENETTI, F. et al, 2012; RENTESI, G. et al, 2013;
ROCERI, M. et al, 2002), pouco se sabe sobre o envolvimento do sistema dopaminérgico nos
déficits cognitivos observados em ratos submetidos a DM.

Assim, nossa hipétese € de que os danos cognitivos associados a DM podem estar
relacionados a alteracdes nos neurdnios dopaminérgicos que se projetam ao hipocampo e
neste trabalho objetivamos testar esta hipdtese.

2 METODOLOGIA

Animais

Ratas Wistar prenhas foram obtidas do Biotério Central da Universidade Federal de
Santa Maria. Os animais foram mantidos em um ciclo de 12h luz e 12h escuro, com
temperatura e umidade controlada. Durante a gestacdo foi mantida apenas uma rata por caixa,
com racdo e agua repostos diariamente. Apds o nascimento, metade das ninhadas foram
submetidas ao protocolo de Deprivagdao Maternal (DM) nos 10 primeiros dias de vida; todas
as ninhadas foram submetidas ao desmame aos 21 dias de vida e os ratos machos foram
colocados em caixas moradias com até 5 animais por caixa, para o prosseguimento do
experimento. As fémeas foram doadas a outro estudo.

Os ratos machos foram divididos em quatro grupos, sendo eles: (I) Controle: animais
nido deprivados, submetidos ao teste de reconhecimento de objetos (RO) com infusdo
hipocampal de salina; (II) Deprivados: Animais submetidos ao protocolo de DM, e ao teste de
RO com infusdo intrahipocampal de salina; (III) Dopamina: animais ndo deprivados,
submetidos ao teste de RO com infusdo intrahipocampal de dopamina; e, (IV) DM +
dopamina: Animais submetidos a DM e ao teste de RO com infusdo intrahipocampal de
dopamina.

Todos os experimentos foram aprovados pelo CEUA (protocolo nimero 005/2017).

Protocolo de Deprivacao Maternal
Os ratos dos grupos II e IV foram submetidos ao protocolo de Deprivacio Maternal
(DM), no qual a mae € removida da caixa moradia por 3 horas/dia durante os 10 primeiros
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dias de vida. Durante o periodo de separacdo o ambiente € aquecido para evitar perda de calor
dos filhotes. Apds as 3 horas a mae € devolvida para sua respectiva caixa moradia, no dia 21
de vida todos os animais sdo desmamados, de acordo com a rotina do laboratério.

Cirurgia e Infusao

Todo os animais foram submetidos a cirurgia estereotdxica aos 90 dias de vida. A
cirurgia consiste na implantacdo de canulas bilaterais no hipocampo dos ratos, pelas quais
posteriormente serd infundida a droga. Os ratos sdo anestesiados com ketamina e xilazina
(DOSES???) E as canulas sdo implantadas na regido CA1l do hipocampo dorsal, seguindo as
coordenadas base do atlas Paxinos e Watson (PAXINOS, G., WATSON, C., 2006).

Para a infusdo, agulhas-guia sdo inseridas através das canulas colocadas
cirurgicamente, e a droga € injetada ao longo de 60 segundos. Apds este periodo a agulha é
mantida por 60 segundos adicionais para que a droga seja completamente absorvida/ndo haja
refluxo. Os ratos dos grupos (III) e (IV) receberam 1ul/lado de dopamina (dose 1ug/uL),
enquanto os ratos do grupo (I) e (II) receberam 1pl/lado de solucdo salina.

Tarefa de Reconhecimento de Objetos

Roedores sdo animais exploratérios por natureza. Eles costumam explorar mais
objetos novos do que aqueles ja conhecidos quando estio em um ambiente ja familiar. No
teste de RO, os animais passam por um periodo de habituagdo ao aparato antes de serem
treinados na tarefa. A habituacdo consiste em permitir que os animais explorem o aparato por
20 minutos/dia ao longo de 4 dias. No quinto dia, que corresponde ao treino no RO, sdo
colocados dois objetos no aparato (A e B) e os animais sdo permitidos explorar os mesmos ao
longo de 5 minutos. O teste da memoria de longa duragdo € realizado 24h apds o treino,

quando é mantido um dos objetos ja conhecidos e outro € substituido por um novo (C).
(MELLO-CARPES, P. B, et al, 2013) O tempo de exploracdo de cada objeto € cronometrado.

Testes de Controle Comportamental

Para avaliar se os protocolos e procedimentos utilizados ndo produziram nenhum
déficit de locomogdo ou exploracdo € utilizado o Campo Aberto (CA), teste no qual os ratos
sdo colocados em uma caixa com quadrantes de mesmo tamanho no assoalho e sdo
contabiliza os seus cruzamentos (movimentacdo) e elevacdes (explora¢do) na caixa durante 5
minutos (BENETTI, F. et al, 2009).

Para avaliar ansiedade, os animais foram testados no Labirinto em Cruz Elevado
(LCE), o qual possui dois bragos abertos e dois bracos fechados, os animais realizam este
teste por 5 minutos, ao longo dos quais o tempo gasto em cada regido do labirinto €
cronometrado (PELLOW, S. et al, 1985).

Analise estatistica

Para a andlise estatistica dos resultados o tempo de exploracdo em cada objeto foi
convertido em percentual do tempo total de exploracdo e foi utilizado teste-t de uma amostra,
considerando uma média tedrica de 50%. Para andlise dos resultados dos testes de Labirinto
em Cruz Elevado e Campo Aberto foi utilizado uma ANOVA de uma via. Os resultados sdo
apresentados como média e desvio padrdo, sendo considerados significantes valores de P <
0,05.

3 RESULTADOS e DISCUSSAO
3.1. A infusao hipocampal de dopamina reverte os déficits de memoria
relacionados a Deprivacao Materna (DM).
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Observa-se na Figura 1 que os ratos de todos os grupos exploraram os objetos A e B
durante a secdo de treinamento por tempos semelhantes, sendo aproximadamente 50% cada.
Durante o teste os ratos do grupo Controle (I) exploraram mais que 50% do tempo total de
exploracdo o novo objeto (C), tendo permanecido a memoria. Os ratos que foram submetidos
ao protocolo de Deprivacdao Materna (II) exploraram o objeto familiar (A) e o novo objeto (C)
por aproximadamente 50% do tempo total de exploragdo cada, o que indica déficit de
memoria. A infusdo de dopamina intra Hipocampal ajudou os ratos do grupo Dopamina (III) a
manter a memoria de reconhecimento de objetos e reverteu os déficits de memoria do grupo
Deprivacdo + Dopamina (IV), que explorou de forma significantemente maior que 50% do
tempo total de exploracdo o novo objeto (C).
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Figura 1. Quando submetidos a Deprivacdo Materna os animais apresentam um déficit na
memoria de reconhecimento de objetos, a infusdo de dopamina intra Hipocampal mostra-se
capaz de reverter o déficit. * quando estatisticamente significante.

32. A DM e a infusio de Dopamina nao alteraram a movimentacio,
exploracio ou causaram ansiedade.

Pode-se observar na Tabela 1 que a infusdo de Dopamina ou Salina ndo afetou o
numero de cruzamentos e elevagdes no teste comportamental de Campo Aberto. Também nao
apresentou diferencas no tempo gasto nos bragos aberto, fechado e tempo de permanéncia no
teste comportamental de Labirinto em Cruz Elevado.

‘ Controle ‘ MD ‘ DA ‘ MD + DA

Campo Aberto

Cruzamentos (n) 8438 +2331 81,50 = 54,59 63,22 23,06 64,70 £35.08
Elevagdes (n) 35350+12.22 36,70+27.82 2936+ 10,64 30,80+ 17,63
Labirinto em Cruz Elevado

Entradas nos bragos abertos (n) 6.12+135 5.70£235 533165 5.10£218
Entradas nos bragos fechados (n) 587=1.126 3,50=2.014 5.55=2,007 5,10=2.378
Tempo nos bragos abertos (s) 121.0£37.84 1291£5132 9978 £51.45 121.8£57.14
Tempo nos bragos fechados (s) 179.0 £ 37.84 170.9=5132 2002 = 51.45 1782=57.14

Tabela 1. Nenhum dos procedimentos alterou o comportamento locomotor,
exploratdrio ou causou ansiedade.
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Nossos resultados demonstram que a infusdao de dopamina pode reverter os déficits
causados pela Deprivacdo Materna. SituacOes estressoras durante o periodo neonatal levam a
mudancas no desenvolvimento cerebral, sendo uma das causas os altos niveis de
glicocorticoides. (MEANEY, M. J. et al, 1996; TILDERS, F. J. et al, 1993; VAZQUEZ, D.
M. et al, 2003) O Hipocampo € uma estrutura fundamental para a formacao e consolidacdo da
memoria, tendo grande nimero de receptores de glicocorticoides. (REUL, J. M. et al, 1985) O
aumento dos niveis de glicocorticoides durante o desenvolvimento do Sistema Nervoso
Central pode alterar o funcionamento do hipocampo. (GONZALEZ, A. S. et al, 1990;
PIERETTI, S. et al, 1991) A Deprivacdo Materna afeta o comportamento dos animais quando
adultos, apresentando déficit nas memorias de curta e longa duracdo em tarefas cognitivas,
déficits causados pela mudanca dos parametros oxidativos no Hipocampo, antioxidantes
podem ajudar a proteger desses efeitos. (MENEZES, J. et al, 2017; NEVES, B. H. et al, 2015)

A infusao de Dopamina reverte os déficits de memoria, mostrando o envolvimento do
Sistema Dopaminérgico nos déficits causados pela Deprivacdo Materna. Porém deixando de
lado a infusdo de Dopamina, ndo foi encontrada diferenca nos niveis de Dopamina no
Hipocampo dos animais Controle e Deprivados. Resultado o qual podemos atribuir ao estudo
fazer a andlise post mortem enquanto o ideal serial a andlise in vivo. Outra hipdtese seria que
as mudancas ndo fossem nos neurotransmissores € sim nos receptores dopaminérgicos.
(MAJCHER-MASLANKA, I. et al, 2017; AMIRI, S. et al, 2016)

4 CONSIDERA COES FINAIS

Nossos resultados demonstraram que a infusdo de dopamina na regido CAl do
hipocampo logo ap6s o aprendizado na terefa de reconhecimento de objetos reverte os déficits
de memoria causados pela deprivacdo maternal, indicando o envolvimento do sistema
dopaminérgico nos déficits causados pela mesma.
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