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Resumo

As interagcdes sociais sdo essenciais para a manutencdo da cognicdo. Nesta
perspectiva, o isolamento social (IS) pode ser um fator de risco para o
desenvolvimento de disturbios cognitivos. De fato, o IS pode modificar
varios parametros fisiolégicos no cérebro causando transtornos afetivos e
prejuizos de memaoria. No primeiro capitulo deste trabalho, investigamos
se 0 IS de 7 dias altera a estrutura e a fisiologia do bulbo olfatério (BO)
em camundongos ICR-CD1. Através de imagens de ressonancia magnética
estrutural demonstramos que o IS reduz o volume do BO. Adicionalmente,
registros eletrofisiolégicos in vitro mostraram que o IS diminui a
excitabilidade das células mitrais/tufadas do BO, ao mesmo tempo em que
aumenta as correntes poOs-sindpticas excitatorias espontaneas nestas
células. Ainda, por diferentes paradigmas comportamentais demonstramos
que o IS ndo prejudica a percepcdo e discriminacdo de odores sociais,
assim como ndo induz comportamentos tipo-ansioso e tipo-depressivo.
Entretanto, o IS teve efeito amnésico em memoarias olfatorias de longa-
duracdo. No segundo capitulo demonstramos a participacdo do fator
neurotrdéfico derivado do cérebro (BDNF) na consolidacdo da meméria de
reconhecimento social. Inicialmente, verificamos um aumento dos niveis
de expressdo da isoforma madura desta proteina (m-BDNF) no BO de
animais agrupados 12 horas ap6s o treino da tarefa de reconhecimento
social. O bloqueio do m-BDNF neste ponto da consolidacdo impediu que
animais agrupados apresentassem a memaoria de reconhecimento social de
longa-duracdo. Por outro lado, a administracdo do hr BDNF intra-BO em
animais isolados, neste mesmo ponto da consolidagdo, ndo teve efeito
promnéstico em reverter o déficit de memdria social causado pelo
isolamento. Assim sendo, mostramos que o IS altera a atividade
eletrofisioldgica do BO e este efeito parece prejudicar memaorias olfatorias
de longa-duracdo. Além disso, o m-BDNF expresso na fase tardia da
consolidacdo da memoria de reconhecimento social mostrou ser essencial

para o estabelecimento de um tragco de memadria de longa-duragéo.

Palavras chaves: Isolamento social; Meméria social; BDNF.



Abstract

Social interactions are crucial for the maintenance of the cognition. In this
perspective, social isolation (SI) may be a risk factor for the development
of cognitive disorders. In fact, SI can change a variety of physiologic
parameters in the brain inducing emotional disorders and memory
impairment. In the first chapter of the present work, we evaluated whether
S| of 7 days causes changes in the structure and physiology in ICR-CD1
mice olfactory bulb (OB). Through structural magnetic resonance images,
we demonstrated that Sl reduces the OB volume. In vitro
electrophysiological studies showed that SI decrease the excitability of
the mitral/tufted cells in the OB, simultaneously it increases the
spontaneous excitatory postsynaptic currents within these cells.
Additionally, we demonstrated through different behavior paradigms that
SI does not impair the social odor perception and discrimination, as well
as it does not induce anxiety-like or depressive-like behaviors. However,
SI showed an amnesic effect in long-term olfactory memories. In the
second chapter, we demonstrated the role of the brain-derived
neurotrophic factor (BDNF) in the consolidation of social recognition
memory. Initially, we found an increase in the expression levels of the
mature isoform of this protein (m-BDNF) in the OB of animals grouped
12 hours post social recognition training. The m-BDNF blockage at this
consolidation point avoided grouped animals to present long-term social
recognition memory. At the same consolidation point, the intra-OB hr
BDNF administration in isolated animals showed no promnestic effect in
reversing the social memory deficit caused by isolation. Therefore, we
show that SI alters the electrophysiological activity of the OB and this
effect seems to impair the long-term olfactory memories. In addition, the
m-BDNF expressed in the late consolidation of social recognition memory

proved to be essential for the establishment of a long-term memory trace.

Key words: Social isolation; Social memory; BDNF.
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1. INTRODUGCAO

1.1. Isolamento social e seus efeitos bioldgicos

A formacao de lagos sociais é essencial para a manutencdo da saude de individuos
que vivem em sociedade (EISENBERGER, 2012). Em relagdo a espécie humana, um
grande numero de evidéncias tem mostrado que o isolamento social (IS) afeta
negativamente a satde (HAWKLEY; CACIOPPO, 2010), e em especial, as fungdes
cognitivas (WILSON et al., 2007). Estudos mostram que individuos socialmente isolados
podem apresentar varios efeitos deletérios, como transtornos afetivos e prejuizo de
aprendizado e meméria (IERACI; MALLEI; POPOLI, 2016; TEO; LERRIGO;
ROGERS, 2013). Ainda em humanos, a privagdo social pode induzir distarbios de
personalidade, transtorno de ansiedade, depressdo e aumento no risco da doenca de
Alzheimer (CACIOPPO et al., 2006; DENIRO, 1995, MATTHEWS et al., 2016;
WILSON et al., 2007).

Efeitos semelhantes sdo observados em roedores de laboratrio. O IS de
camundongos pode resultar em fendtipos tipo-depressivo e ansioso, aumento da
agressividade e baixo desempenho em tarefas de aprendizado e memoria (GUARNIERI
etal., 2020; MA et al., 2011; PIETROPAOLO; FELDON; YEE, 2008).

Estes efeitos deletérios causados pelo IS estdo associados a alteragdes plasticas e
bioquimicas no cérebro. Sabe-se que a auséncia de contato social perturba a liberacao de
varios neurotransmissores, como a dopamina, serotonina e o glutamato (revisado por
MUMTAZ et al., 2018). Além disso, o IS pode reduzir a proliferacdo celular em circuitos
neurogénicos durante a fase adulta, causando prejuizo no processamento de memorias e
emocdes (CURTIS, 2011; GUARNIERI et al., 2020; SCHOENFELD; GOULD, 2012).

Tendo em vista este panorama, nosso grupo de pesquisa tem estudado os efeitos do
IS de 7 dias na memoria de reconhecimento social de camundongos adultos. Foi
demonstrado que este periodo de isolamento é capaz de prejudicar a formagdo da memoria
de reconhecimento social de longa-duracdo, sem alterar a memoria de curta-duracéo
(GUSMAO et al., 2012a; MONTEIRO et al., 2014). Tal prejuizo de meméria foi
associado a reducdo de dopamina no bulbo olfatério (BO) (GUARNIERI, dados nédo
publicados), assim como a diminuicéo da proliferacéo celular e neurogénese nesta mesma
estrutura (GUARNIERI et al., 2020). Além disso, a privacdo social alterou os niveis de

glutamato em substratos importantes para a memoria social. Sete dias de isolamento
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potencializou a sinalizacdo glutamatérgica no BO, ao mesmo tempo que reduziu esta
sinalizacdo no hipocampo dorsal (dHIP). Este desequilibrio na neurotransmissdo
glutamatérgica foi concomitante a diminuicéo do acoplamento fase-amplitude entre BO
e dHIP, comprometendo a comunicacdo entres estes substratos durante a evocacdo da
memoria de longa-duracdo (ALMEIDA-SANTOS et al., 2019).

Assim, motivados por achados prévios do nosso grupo indicando que o BO € um alvo
sensivel aos efeitos deletérios do IS, investigamos no presente estudo, 0s mecanismos
pelos quais o IS de 7 dias altera a fisiologia do BO e suas funcGes subjacentes,

especialmente o armazenamento da memdria de reconhecimento social de longa-duracao.

1.2. Sistema olfatorio

No sistema olfatdrio de roedores, os odores sdo detectados por quimiorreceptores
distribuidos no epitélio olfatério principal. Tais receptores se encontram na membrana
dos neurdnios sensoriais olfatorios (NSO), que por sua vez, apresentam expressao
singular do receptor olfatorio (CHESS et al., 1994; ISHII et al., 2001; SERIZAWA;
MIYAMICHI; SAKANO, 2004). Além disso, todos os NSOs que expressam 0 mesmo
receptor se projetam para um Unico glomérulo no BO (Figura 1-A) (IMAI; SAKANO;
VOSSHALL, 2010; MOMBAERTS et al., 1996). Sabe-se também que um tipo especifico
de receptor olfatorio pode responder a varios estimulos e um determinado estimulo pode
ativar inimeros tipos de receptores (MALNIC et al., 2000). Deste modo, os odores
detectados pelos NSOs sdo discriminados por combinacdes especificas de glomérulos
ativados no BO (Figura 1-B) (IMAI; SAKANO; VOSSHALL, 2010).
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A OSNs Glomeruli

Odorants

Figura 1 - Sistema olfatério principal de camundongos. (A) Os neurdnios sensoriais olfatorios que
expressam o mesmo tipo de receptor (vermelho, azul ou roxo) direcionam seus ax6nios para 0 mesmo
glomérulo no bulbo olfatério. (B) Os odores detectados pelos neurdnios sensoriais olfatorios séo
representados pela combinacdo de glomérulos ativados no bulbo olfatério. MOE: epitélio olfatério
principal; OSNs: neurdnios sensoriais olfatérios; OB: bulbo olfatério (Adaptada de MORI; SAKANO,
2011).

Na presenca de estimulos olfatorios, os NSOs fazem sinapses excitatérias com
interneurdnios justaglomerulares e o dendrito apical de células mitrais e tufadas nos
glomérulos do BO (Figuras 2 e 3). Quando estimulados, o0s interneurénios
justaglomerulares liberam dois neurotransmissores com acdo inibitéria na regido
glomerular, a dopamina e o &cido gama-aminobutirico (GABA). O neurotransmissor
GABA ¢é capaz de inibir os terminais pré-sinapticos dos NSOs através dos receptores
GABAEg (MCGANN, 2013; SHAO et al., 2019; WACHOWIAK et al., 2005), além de
inibir as celulas mitrais e tufadas através dos receptores GABAA (ISAACSON;
STROWBRIDGE, 1998; SCHOPPA et al., 1998). Por outro lado, a dopamina exerce seu
efeito inibitdrio ativando os receptores D2 presentes apenas nos terminais pré-sinapticos
dos NSOs, conforme mostrado na figura 2 (ENNIS et al., 2020; HSIA et al., 2020;
KOSTER et al., 1999).
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Figura 2 - Representacdo das sinapses na regido glomerular (CONNOR; JACOB, 2008).

Os interneurénios justaglomerulares sdo agrupados em duas populacdes de células
principais. As células justaglomerulares GABAérgicas, que sdo caracterizadas por
apresentarem uma morfologia uniglomerular além de expressarem a enzima glutamato
descarboxilase (GAD) (KIYOKAGE et al., 2010; SHAO et al., 2009). E outra populagéo
representada por células dopaminérgicas que expressam a enzima tirosina hidroxilase
(TH) podendo ou ndo coexpressar a enzima GAD (KIYOKAGE et al., 2010; KOSAKA,;
KOSAKA, 2008). Além disso, as células dopaminérgicas sdo caracterizadas por
apresentarem multiplas projecGes enviadas a varios glomérulos no interior do BO
(KIYOKAGE et al., 2010). Assim, a organizacéao funcional das células justaglomerulares
contribuem para o processamento do sinal olfatério desde o inicio da entrada sensorial.

Ja as células mitrais e tufadas quando estimuladas pela entrada sensorial fazem
sinapses dendrodendriticas excitatorias com as celulas granulares. Em resposta, as células
granulares fazem sinapses GABAEérgicas dendrodendriticas reciprocas com as células

mitrais e tufadas promovendo feedback negativo sobre estas células (CARLETON et al.,
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2002; REESE, 1966; SHEPHERD, 1963). Desta maneira, as células justaglomerulares e
granulares regulam a saida excitatoria das células mitrais e tufadas para o cortex olfatorio,

conforme mostrado na figura 3.

olfactory nerve
layer (ONL)

glomerular layer (GL)

external plexiform
layer (EPL)

:mitral cell layer (MCL)
__ _internal plexiform
layer (IPL)

granule cell layer
(GCL)

Figura 3 — Circuito neural do bulbo olfatério de um camundongo. OSN: neurdnios sensoriais olfatérios;
PGC: célula justaglomerular; M: célula mitral; T: célula tufada; GC: célula granular (TRIMMER,;
MAINLAND, 2017).

Sabe-se que a inibicdo dendrodendritica dos interneur6nios justaglomerulares e
granulares geram disparos evocados ritmicos nas células mitrais e tufadas do BO (KAY
et al., 2009; LAGIER et al., 2007). Tais disparos sincronizados sdo os geradores das
oscilacBes gama, que refinam o sinal olfatério antes envia-lo a estruturas cerebrais
superiores (LAGIER et al.,, 2007; LEPOUSEZ; LLEDO, 2013; YOKOI; MORI;
NAKANISHI, 1995). Entretanto, a atividade sincronizada das células mitrais e tufadas
pode ser influenciada por fatores externos ao BO, como a intensidade do estimulo
olfatorio, entradas top-down de a&reas corticais e sinais neuromoduladores
(BENDAHMANE et al., 2016; TROMBLEY, 1994 BRENNAN et al., 1998). Sendo
assim, todas estas modulagdes geram uma representacdo Unica do odor que € utilizada
para a discriminag&o no cortex olfatério (IMAI, 2014).

ApoOs o processamento no BO, o sinal é enviado ao cortex olfatorio através de

projecBes axonais das células mitrais e tufadas (Figura 4-A). As células tufadas
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apresentam disparos iniciais de alta frequéncia para areas do pedunculo olfatorio,
tubérculo olfatério e cortex piriforme (FUKUNAGA et al., 2012; IGARASHI et al.,
2012). Enquanto as células mitrais apresentam disparos tardios de frequéncia lenta para
quase todas as areas do cortex olfatorio, incluindo o cortex entorrinal lateral, que se
conecta diretamente com o HIP (Figura 4 - B) (FUKUNAGA et al., 2012; IGARASHI et
al., 2012; WITTER, 1993).

Tufted Cells |/

Mitral Cells
ast) ‘ (Slow)
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TCArea MC Area

Figura 4 — ProjecGes das células tufadas e mitrais para o cértex olfatério. (A) Do lado esquerdo estd
representada uma célula tufada, mostrando os dendritos laterais (amarelo) e seus ax6nios (rosa). Do lado
direito esta representada uma célula mitral com os dendritos laterais (amarelo) e seus axdnios (azul). (B)
Imagem ilustrativa das proje¢es axdnais para o cortex olfatorio de uma célula tufada (vermelho) e uma
célula mitral (azul) (Adaptada de IGARASHI etal., 2012).

Além das projecdes enviadas ao HIP, o cortex olfatério envia projeces ao
hipotalamo e tdlamo, conectando o sistema olfatorio ao sistema limbico. Estas conexdes
sdo a base anatdmica que conecta a olfacdo a formacao de memorias e comportamentos
afetivos que sdo fundamentais para o convivio social e sobrevivéncia dos individuos na
natureza (BRENNAN; KEVERNE, 1997; CARLETON et al., 2002).

1.3. Formacéao da memoria
A formagdo da memdria envolve mudangas em conexfes neurais de &reas
especificas do cérebro. Tais mudangas sdo induzidas pelo aprendizado e resultam na

ativacdo de um complexo celular denominado engrama neural (SCHACTER; EICH;
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TULVING, 1978). O engrama mantém as informacdes aprendidas como representacdes
internas que podem ser acessadas pela reativacao deste complexo celular (SCHACTER,;
EICH; TULVING, 1978; SCHACTER, 2001).

Neste contexto, a formacéo da memoria envolve dois estagios principais: a aquisi¢do
e a consolidacdo. Na aquisicdo ocorre o aprendizado, que se refere a geracdo ou a
modificacdo de representagdes internas (DUDAI, 1989, 1993). Tais representagdes sao
consequéncias de experiéncias sensoriais, motoras, emocionais ou cognitivas que
ocorrem no cotidiano (Bower; Hilgard, 1981). Assim, 0 que ocorre no processo de
aprendizado € a associacao e integracdo de novidades recém-adquiridas com informacdes
ja armazenadas, resultando na formag&o de uma nova representacéo interna.

A formacédo da memaria € um processo altamente dindmico. Logo apds o aprendizado,
as memorias labeis podem se tornar mais duradouras pelo processo de consolidacédo
(BLISS; COLLINGRIDGE, 1993; IZQUIERDO; MCGAUGH, 2000). Neste processo
ocorrem varios eventos quimicos e moleculares que resultam em mudancas estruturais
em conexdes sinapticas ao longo do tempo. Assim, em termos fisiologicos, a
consolidacdo apresenta dois niveis temporais: o nivel celular/sindptico e o nivel de
consolidacao sisttmica (DUDAI; KARNI; BORN, 2015).

A consolidacdo celular caracteriza-se pela sintese de proteinas logo apés o
aprendizado (SAKAKIBARA,; ITO, 2015). Neste processo ocorre a ativacdo de varias
cascatas de sinalizacdo intracelular responsaveis por regular expressdo génica de
proteinas envolvidas no aprimoramento da eficécia sinaptica (ALBERINI; KANDEL,
2015; DUDAI; KARNI; BORN, 2015). Esta é uma fase caracterizada por ser sensivel a
perturbacBes externas e se encerra poucas horas apo6s seu inicio (DUDAI; KARNI;
BORN, 2015).

Por outro lado, a consolidacdo sistémica refere-se a mudancas estruturais em
conexdes sinapticas para estabelecer um traco de memoria persistente (DUDAI, 2012;
SQUIRE; ALVAREZ, 1995). Tal processo € caracterizado principalmente pala reducéo
da participagdo do HIP na evocacao e o aumento da funcdo do neocortex em promover a
retencdo da memoria. Esta € uma fase que pode perdurar por periodo prolongado apds o
aprendizado, pois depende de mudancas de conectividade entre regides corticais
(SAKAKIBARA; ITO, 2015).

Ap0s serem consolidadas, as memorias podem ser recordadas por um processo
denominado de evocacdo (STARESINA; WIMBER, 2019). Este é um processo que pode

ser desencadeado tanto por pistas internas quanto externas ao individuo. Exemplos de

21



pistas que desencadeiam a evocacdo de memdrias séo os estimulos endogenos e sensoriais
diarios. No entanto, a evocacdo também torna as memorias sensiveis a perturbacoes,
podendo levar ao fortalecimento ou enfragquecimento do traco de meméria (HUPBACH
etal., 2007; NADER, 2015; WALKER; BRAKEFIELD; HOBSON, 2003). Sendo assim,
a evocacao é caracterizada tanto por reativar quanto modificar as memorias armazenadas
(MOSCOVITCH et al., 2005; NADEL et al., 2000).

Quando formada, uma memdria pode ser classificada quanto a duragdo e ao
conteddo. Em relacdo a duracdo, as memdrias que perduram por apenas um curto
intervalo de tempo, como minutos ou horas ap6s a aquisi¢do sdo denominadas memoria
de curta-duracdo (MCD). Neste caso, a formacdo da memdria depende da facilitacdo
sindptica em &reas envolvidas na codificacdo sensorial (EMPTAGE; CAREW, 1993). Por
outro lado, existe a memdria de longa-duracdo (MLD) que pode perdurar por dias,
semanas, meses ou anos apos a aquisicdo (ASOK et al., 2019). Este tipo de memoria é
fisiologicamente caracterizada por depender da sintese de proteinas e fortalecimento
sinaptico em areas especificas do cérebro (DUDAI; KARNI; BORN, 2015) .

Quanto ao conteudo, as memorias de longa-duracdo podem ser classificadas como
ndo-declarativas ou declarativas. A memdria ndo-declarativa refere-se principalmente a
capacidade de reter habilidades motoras e habitos (DHARANI, 2015) e sua evocagao nao
ocorre de forma consciente (PACKARD; WHITE; HA, 1978; PAUL; SQUIRE, 2002).
Em contrapartida, a memdria declarativa caracteriza-se por registrar conceitos, fatos ou
eventos (DHARANI, 2015) e pode ser acessada de forma consciente, como é o caso da
memoria social (SQUIRE, 1984).

1.4. Memo@ria social

A memodria social pode ser definida como um processo cognitivo que possibilita o
reconhecimento de co-especificos através de informacdes sensoriais especificas (GAO et
al., 2009; LEVY; KELLER; POINDRON, 2004; NOACK et al., 2010). Em roedores, 0
reconhecimento social é baseado principalmente em informacdes olfatorias particulares
de cada individuo (BOWERS; ALEXANDER, 1967; WILLS et al., 1983). Tal
reconhecimento possibilita varios comportamentos de sociabilidade necessarios a
sobrevivéncia, como o cooperativismo e a reproducdo sexual (ARAKAWA et al., 2008).

O reconhecimento de co-especificos envolve a percepcdo e a discriminacdo dos
odores de assinatura (WYATT, 2010, 2017). No caso dos roedores, 0s odores de

assinatura sdo secretados por glandulas corporais e liberados na urina (WYATT, 2010).

22



Por serem facilmente detectados e processados pelo sistema olfatdrio de outros individuos
(WYATT, 2010), os odores de assinatura sdo essenciais para a formacgéo da identidade
dos roedores. Desta forma, as caracteristicas olfatorias especificas de cada animal séo
utilizadas como informac0des primarias para a formacao da memdria social.

Em laboratorio, a memoria social é comumente avaliada por dois paradigmas
principais: ‘residente-intruso’ e ‘discriminag@o social’. No paradigma residente intruso a
memoria social é avaliada medindo-se o tempo de investigacao social gasto pelo residente
(animal experimental) com o animal intruso (juvenil da mesma linhagem), no primeiro e
no segundo encontro da tarefa de reconhecimento social (Figura 5-A). Em situacdes
normais, é esperado que o tempo de investigacdo social do animal intruso pelo animal
residente diminua no segundo encontro quando comparado ao primeiro, 0 que caracteriza
memoria social intacta (Figura 5-B).

Ja no paradigma de discriminacdo social mede-se o tempo de investigacao social
entre um individuo familiar e um desconhecido (Figura 5-C). Se o animal experimental
tem a memoria social, o tempo gasto na investigacdo do individuo familiar é
significativamente menor que a investigacdo social do individuo desconhecido durante o
teste (Figura 5-D). A premissa destes dois paradigmas é que, em condi¢bes naturais,
animais tendem a interagir mais tempo com uma novidade social do que com um estimulo
social familiar (THOR; HOLLOWAY, 1982).
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Figura 5 - Representacdo ilustrativa dos paradigmas residente intruso e discriminacdo social. (A) No

primeiro encontro da tarefa de reconhecimento social, um intruso (representado pelo roedor dentro do
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cilindro) é apresentado ao camundongo residente ao longo de 5 minutos (treino). Em um segundo encontro
(teste), também de 5 minutos, (B) a reducdo da investigagdo social com o mesmo intruso € interpretada
como memodria social intacta. (C) Na tarefa de discriminagéo social, um camundongo juvenil é apresentado
a um camundongo experimental por 5 minutos na sessdo de treino. No teste, 0 mesmo juvenil (familiar) é
reexposto ao animal experimental, na presenca de um novo camundongo (desconhecido). (D) Se a
investigacdo social do familiar for significativamente menor que a investigacdo do desconhecido, é
considerado memdria social intacta.

Um estudo que utilizou manipulacgdo viral para bloquear a transmissao sinaptica
dos neurdnios piramidais da regido CA2 do hipocampo dorsal (dCA2) de camundongos,
mostrou que a inativacdo destes neurdnios impede a discriminacdo social (HITTI;
SIEGELBAUM, 2014). Neste caso, os camundongos testados apresentaram tempo
similar de investigacao social com o familiar e o desconhecido durante a sessdo de teste
indicando prejuizo da memdria social. Em outro estudo, camundongos que sofreram
silenciamento por optogenética dos neurdnios da regido dCA2 foram incapazes de
codificar, consolidar e evocar a memdria social (MEIRA et al., 2018). Por analisar cada
uma das fases da memdria, este Gltimo estudo demonstrou que a regido dCA2 exerce um
papel importante tanto para a formacao quanto reativacdo do engrama da memdria social.

Além disso, Okuyama e colaboradores (2016), utilizando a tarefa de
discriminacdo social, demonstraram que a ativa¢do dos neurénios piramidais da regido
CAL do hipocampo ventral (vVCA1) aumenta durante a investigacdo social do individuo
familiar em comparagdo com o desconhecido. Esta maior ativagdo se correlaciona com
menor tempo de investigacdo social do individuo familiar durante a sessdo de teste,
sugerindo que os neur6nios piramidais da regido VCAL estdo envolvidos na memoria
social. Sendo assim, estes estudos propdem que 0s neurdnios piramidais das regides

dCA2 e vCAL sdo necessarios para a formagdo da memoria social (Figura 6).
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Figura 6 — Representa¢do esquematica das areas cerebrais envolvidas no processamento da memaria social.
MOE: epitélio olfatorio principal; VNO: 6rgdo vomeronasal; OB: bulbo olfatério; EC: cortex entorrinal;
NAc: ndcleo accumbéns; Amy: amigdala; LS/ MS: septo lateral e medial; PVN: nlcleo paraventricular
hipotalamico; SON: nucleo supradptico (PISKOROWSKI; CHEVALEYRE, 2018).

Além das regides dCA2 e vCAL, o processamento da memdria social envolve
outras areas importantes do cérebro como mostrado na figura 6. Em mamiferos, sabe-se
que o BO tem um papel fundamental na formacdo da memoria social (KABA;
NAKANISHI, 1995). Estudos de ativacao celular por c-Fos e inibicdo da sintese proteica
no BO de camundongos apontam que este substrato € recrutado durante a consolidacao
da memoria de reconhecimento social (LUSCHER DIAS et al., 2016; PENA et al., 2014).

ProjecOes neurais que conectam o BO ao giro denteado do HIP, via cortex
entorrinal lateral, envolve o sistema olfatério na formacdo da memoria social
(SANCHEZ-ANDRADE; JAMES; KENDRICK, 2005; SANCHEZ-ANDRADE;
KENDRICK, 2009). Além disso, células granulares do BO sdo moduladas por projecoes
top-down enviadas pelo HIP através do cortex entorrinal (ROSA-PRIETO; INSAUSTI,
2009). Assim, acredita-se que a interacdo dindmica entre estes substratos neurais, apos a
aquisicdo da memoria social, pode induzir alteracbes plasticas duradouras no BO

garantindo um tragco de memoria de longa-duracéo.

1.5. Bases moleculares da memoria de longa-duragéo: protagonismo do BDNF
O fator neurotrofico derivado do cérebro (BDNF) € uma neurotrofina com diferentes
isoformas biologicamente ativas (HOFER et al., 1990; PANG; LU, 2004). Sua sintese
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ocorre no reticulo endoplasmaético na forma pré-pro-BDNF, que é translocada para o
aparelho de Golgi onde é clivada para formar o pr6-BDNF (MORRIS; SEIDAH;
MURPHY, 2001). O pr6-BDNF, por sua vez, pode ou ndo sofrer uma nova clivagem
intracelular formando a proteina madura, 0 m-BDNF (GREENBERG et al., 2009; MIZUI
et al., 2015). Em seguida, as isoformas pr6-BDNF e m-BDNF séo secretadas no espaco
extracelular de forma constitutiva ou regulada por atividade desencadeada por estimulos

enddgenos ou exdgenos (Figura 7) (MORRIS; SEIDAH; MURPHY, 2001; YANG et al.,
2003; DIENI et al., 2012).
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Figura 7 — Representac&o esquematica da sintese e maturagio do BDNF (KOWIANSKI et al., 2018).

O m-BDNF exerce seus efeitos ao se ligar com alta afinidade ao receptor tirosina-
quinase B (TrkB), que pertence a familia dos receptores relacionada a tropomiosina
(MIZUI et al., 2015). A ligacdo do m-BDNF ao receptor TrkB resulta na formacéo do
complexo m-BDNF/TrkB, dimerizacdo e autofosforilagdo dos residuos de tirosina
intracelular (BARBACID, 1994; PATAPOUTIAN; REICHARDT, 2001). Esta
fosforilacéo pode induzir a ativacgao das vias de transducdo mediadas por fosfatidilinositol

3-quinase (P13K), proteina quinase ativada por mitégeno (MAPK), fosfolipase C-y (PLC-
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v) e hidrolases de trifosfato de guanosina (GTP-ases). Consequentemente, a ativacéo
destas diferentes vias de sinalizagdo induz efeitos celulares variados no sistema nervoso

central, conforme mostrado na figura 8.
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Figura 8 — Cascatas de sinalizacdo intracelular ativadas pela interacdo do m-BDNF com o receptor TrkB
(KOWIANSKI et al., 2018).

No cérebro, sabe-se que o0 m-BDNF é um potente modulador da plasticidade
sinaptica. Um dos seus efeitos plasticos € induzir a potenciacdo a longo prazo (LTP),
contribuindo para o aprimoramento de processos cognitivos (GREENBERG et al., 2009;
EDELMANN, 2015; MINICHIELLO, 2009). Em muitos casos, 0 comprometimento da
plasticidade sinaptica mediada pelo m-BDNF no HIP resulta em prejuizos cognitivos,
como déficits de aprendizado e memdria (LINNARSSON; BJORKLUND; ERNFORS,
1997; MINICHIELLO, 2009).

Em um estudo classico, Linnarsson e colaboradores (1997) mostraram que
camundongos mutantes, sem o gene do BDNF, apresentam prejuizo no aprendizado da

tarefa do labirinto aquatico de Morris quando comparados a camundongos do tipo
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selvagem. Ou seja, a reducéo sistémica da expressdo do m-BDNF prejudica o aprendizado
espacial. Além disso, um outro trabalho utilizando ratos Spregue-Dawley mostrou que a
administragdo cronica intracerebroventricular de anticorpos anti-BDNF antes da
aquisicao, também prejudica o aprendizado de tarefa espacial (MU; LI, 1999). Neste caso,
a inativacao da proteina m-BDNF no cérebro foi suficiente para reduzir o desempenho no
aprendizado da tarefa espacial. Logo, esses achados ddo suporte a teoria de que a
sinalizacdo difusa do m-BDNF € essencial para aquisi¢do de memoria espacial.

Além da participacdo no aprendizado espacial, 0 m-BDNF é importante para a
memoria associativa (ALONSO et al., 2002; BEKINSCHTEIN; CAMMAROQOTA,;
MEDINA, 2013). Alonso e colaboradores (2002) mostraram que o bloqueio hipocampal
do m-BDNF imediatamente apds o aprendizado da tarefa de esquiva inibitéoria prejudica
a formacdo da memdria de medo associativa. Em outro estudo, a administracdo intra-
hipocampal do BDNF ex6geno em ratos, reverteu o déficit de memoria causado pelo
tratamento com anisomicina (inibidor de sintese proteica) 12 horas apds o aprendizado
da esquiva inibitéria (BEKINSCHTEIN et al., 2008). Assim, estes achados evidenciam
que o m-BDNF tem um papel fisioldgico importante tanto na fase inicial quanto tardia da
consolidacdo da memoria associativa.

Deste modo, considerando (1) as evidéncias de que os mecanismos plasticos
envolvidos no armazenamento de memadrias de longa-duracdo envolvem vias moleculares
dependentes do BDNF e que (2) o BO, bem como as memorias dependentes de seu
funcionamento, é um alvo preferencial para os efeitos deletérios do IS, o presente estudo
também testou a hip6tese de que o IS em camundongos ICR-CD1 prejudica a memoria
social e a sinalizacéo dependente de BDNF no BO.

28



Capitulo 1

Efeito do isolamento social na estrutura e funcdo do bulbo olfatorio de
camundongos ICR-CD1.
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2. JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS

2.1. Justificativa

Sabe-se que as interacdes sociais podem modificar a plasticidade neural impactando
diretamente no comportamento. Estas interacdes induzem mudancas em diversas areas
do ceérebro, incluindo areas associadas a codificacdo e ao processamento de memorias
(HSIAO; CHANG; GEAN, 2018; QUIROGA, 2018). Camundongos que vivem em
ambientes ricos em estimulos sociais apresentam a memdria de reconhecimento social de
longa-duracdo intacta (GUSMAO et al., 2012b), enquanto a auséncia de contato social
prejudica a formacao desta memoria (ALMEIDA-SANTOS et al., 2019; GUARNIERI et
al., 2020; GUSMAO et al., 2012b).

Além do prejuizo mneménico, a privacdo social pode causar disfungdo sensorial e
transtornos afetivos. Tais efeitos deletérios ocorrem concomitantemente a modificacdes
estruturais e fisiologicas no BO (GUARNIERI et al., 2020; MONTEIRO et al., 2014).
Sendo assim, na primeira parte deste trabalho investigamos se o IS induz modificagdes
no BO de camundongos da linhagem ICR-CD1. Também avaliamos se o IS altera

comportamentos afetivos, a atividade locomotora e a funcéo olfatoria destes animais.

2.2. Objetivo
Avaliar se o isolamento social altera a estrutura e funcdo do bulbo olfatério, sem

comprometer comportamentos afetivos e sociais.

2.3. Objetivos especificos

e Medir o volume do bulbo olfatério apds o isolamento social;

e Analisar as propriedades intrinsecas das células mitrais/tufadas ap6s o
isolamento social;

e Analisar as correntes espontaneas excitatorias e inibitérias das células
mitrais/tufadas apos o isolamento social;

e Avaliar se o isolamento social induz comportamento tipo-depressivo, tipo-
ansioso e alteragdo no comportamento exploratorio;

e Verificar se o isolamento social promove prejuizo na deteccgéo e discriminagéo
de odores sociais;

e Verificar se o isolamento social prejudica uma memoria olfatéria ndo-social e

social de longa-duragéo.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Animais e condigdes de alojamento

Foram utilizados camundongos machos ICR-CD1 com oito a doze semanas de
idade, em conformidade com o projeto aprovado pelo Comité de Etica em
Experimentacdo Animal da Universidade Federal de Minas Gerais, CEUA/UFMG:
219/2018. Os animais foram mantidos em gaiolas padrdo (28X17X12cm), no maximo
cinco animais por gaiola, dentro de uma estante com temperatura e umidade controladas,
receberam comida e 4gua e foram submetidos a um ciclo claro-escuro de 12/12 horas.

Os animais socialmente isolados foram alojados individualmente em uma gaiola
padrdo com o uso de microsiolador por um periodo de 7 dias. Estes animais foram
submetidos as mesmas condigdes circadianas e alimentares que os animais controles e

foram manipulados apenas quando necessario.

3.2. Ressonancia magnética estrutural

A imagem por ressonancia magnética (IRM) é uma técnica que permite a
identificacdo e diferenciacdo de tecidos corporais com alta precisdo. A formacdo de uma
IRM depende da interacdo de um forte campo magnético externo, produzido pelo
equipamento, com prétons de hidrogénio do tecido avaliado. O sinal resultante desta
interacdo € consequentemente processado e convertido em uma imagem estrutural
(MAZZOLA, 2009).

Para a captura das imagens, animais agrupados e isolados foram individualmente
acomodados no equipamento e anestesiados com uma mistura contendo isoflurano (3%
para inducdo, 1,5% para manutencdo) e oxigénio (1,5%) entregues por uma mascara
acoplada ao focinho. Em seguida, imagens de todo o cérebro foram capturadas utilizando
um magneto de 4.7T NMR (Oxford Systems) controlado por console de imagens UNITY
Inova-200 (Varian). O protocolo consistiu na aquisi¢do de imagens coronais ponderadas
em T2 (TR = 3000 ms, TE = 50 ms) com um total de 50 fatias contiguas de 1 mm de
espessura (512 x 256 voxels). Por fim, as imagens foram posteriormente analisadas
através dos softwares Bamboo Tablet Driver V5.2.5 WIN (WACOM Technology
Corporation, USA) e MeVisLab (MeVis Medical Solutions AG, Fraunhofer)
(GUARNIERI et al., 2020).
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3.3. Patch clamp
3.3.1. Preparacao das fatias

Fatias coronais do BO foram preparadas para registros eletrofisiolégicos como
descrito por Dos Santos e colaboradores em 2019 (DOS SANTOS E ALHADAS et al.,
2019). Animais machos com 8 semanas foram anestesiados com ketamina e xilazina (80
mg/kg e 10 mg/kg, i.p., respectivamente) e submetidos a infuséo intra-cardiaca com
solucdo artificial cerebrospinal (aCSF) com baixa quantidade de célcio e gelada. Em
seguida, os cérebros foram rapidamente removidos e colocados em solucdo aCSF de corte
borbulhada com “carbogénio” contendo 5% CO2 e 95% O». O aCSF de corte continha
(em mM): 125 NaCl, 2,5 KClI, 0,1 CaCl,, 3 MgCl,, 25 NaHCO3, 1,25 NaH2POs, 25
Glicose, 0,4 Acido ascorbico, 2 Piruvato de sodio e 3 Myo-inositol. Cortes seriados (200

um de espessura) foram feitos usando um micrétomo vibratério (VTS-1000S; Leica) em
aCSF oxigenado a 4°C. As fatias do BO esquerdo e direito foram separadas e
imediatamente transferidas para uma camara, onde permaneceram imersas na solucéo
carbogenada de aCSF de registro contendo (em mM): 125 NaCl, 2,5 KCI, 2 CaCl,, 1
MgCly, 25 NaHCOs3, 1,25 NaH2PO4, 25 Glicose, 0,4 Acido ascorbico, 2 Piruvato de sodio
e 3 Myo-inositol a 37°C por 45 minutos (pH 7,3 — 7,4). Posteriormente, as fatias foram

mantidas & temperatura ambiente até 0 momento do registro.

3.3.2.  Registros eletrofisioldgicos

Cada fatia do BO esquerdo ou direito foi movida para uma camara de registro
perfundida com aCSF com fluxo de 2,5 ml/min utilizando uma bomba peristaltica
(Pharmacia Biotech Pump P-1). Os registros foram obtidos através da identificacdo
visual das células na camada mitral do BO, usando objetivas de 4x e 40x da Olympus e
iluminacdo de contraste diferencial (DIC) infravermelho no microscopio modular
MRK100 (Siskiyou, Oregon, USA). As imagens foram captadas através da camera
acoplada IR-1000 (DAGE-MTI, Indiana, USA) e visualizadas no PC usando o software
ENLTV-FM3 (Encore Electronics, USA). As células mitrais/tufadas foram identificadas
por apresentarem corpos celulares grandes e dendritos secundarios (laterais) que se
projetam para a camada plexiforme externa (NAGAYAMA; HOMMA; IMAMURA,
2014).

Para realizacdo dos registros foram utilizados capilares de vidro (Patch Clamp

Glass, PG52151-4, World Precision Instruments) transformados em micropipetas usando
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um estirador vertical de pipetas de dois estagios (PP830 Narishige, Tokyo, Japan). As
propriedades intrinsecas da membrana foram registradas no modo Whole cell - current
clamp com corrente ajustada em 0 pA e uma solugédo de pipeta intracelular contendo (em
mM) 125 gluconato de K , 20 KCI, 10 Na? - fosfocreatina, 0,5 EGTA , 10 HEPES, 4 Mg?
- ATP, 0,3 Na?— GTP (305-310 mOsm, pH 7,2).

As correntes sinépticas das células mitrais/tufadas foram registradas na modalidade
Whole cell — voltage clamp. Durante o registro das correntes pos-sinapticas excitatorias
espontaneas (SEPSC), o potencial de membrana das células foi mantido em -60 mV e as
correntes glutamatérgicas foram isoladas com a perfuséo das fatias por aCSF contendo
Picrotoxina (100uM; TOCRIS, 124-87-8), um antagonista ndo competitivo do receptor
GABAA Por outro lado, as correntes pos-sinapticas inibitorias espontaneas (sIPSC) foram
registradas mantendo o potencial de membrana em -80 mV. Para isolar as correntes
GABAérgicas, as fatias foram perfundidas com 2,3-Dioxo-6-nitro-1,2,3,4 tetra-
hidrobenzo [f] quinoxalina-7-sulfonamida (NBQX, 20 uM; TOCRIS, 479347-86-9) e
acido D-(-)- 2-amino-5 fosfonovalérico (D-AP5, 50 uM; TOCRIS, 79055-68-8),
antagonistas dos receptores AMPA e NMDA, respectivamente. Para obter a
caracterizacdo morfoldgica dos neurénios registrados, foi adicionada Biocitina (0,25%)
(Sigma-Aldrich, B4261) na solugdo de pipeta intracelular que continha os mesmos

reagentes descritos acima.
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Figura 9 — Fotomicrografias do bulbo olfatério. (A) Aumento de 4x mostrando a pipeta de registro na
camada mitral do bulbo olfatdrio. (B) Aumento de 40x mostrando o corpo de uma célula mitral clampleado.
(C) Microscopia de fluorescéncia com aumento de 5x mostrando uma célula mitral preenchida
intracelularmente por biocitina. O corpo da célula esté localizado na camada mitral e o dendrito apical se

estende até o glomérulo alvo.

3.3.3.  Analise morfoldgica

Células mitrais/tufadas do BO esquerdo e direito de camundongos com 8 semanas
foram preenchidos com biocitina ap6s o registro no modo voltage-clamp para
identificacdo da morfologia celular (Figura 9) (AREVIAN; KAPOOR; URBAN, 2008;
BOURNE; SCHOPPA; STATES, 2018; GORIN et al., 2016; SCHOPPA;
WESTBROOK, 2001). No final de cada registro, a fatia com células mitrais/tufadas
preenchidas com biocitina foi fixada overnight em paraformaldeido 4% a 4°C. Apos 3
lavagens de 10 minutos com solugédo tampéo de fosfato 0,1 M (PBS, pH 7,4), as fatias
foram bloqueadas em PBS contendo albumina de soro bovino a 2% e Triton X-100 a
0,1% por 1 hora a temperatura ambiente. Em seguida, as fatias foram incubadas com
AlexaFluor-488 conjugado com estreptavidina (1:500; Thermo Fisher Scientific, S11223)
por 4 horas em temperatura ambiente. As fatias foram fixadas em laminas com
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Hydromount (National diagnostics, HS-106) e mantidas no escuro a 4°C. 24 horas depois,
as células mitrais/tufadas positivas para biocitina foram identificadas por microscopia
confocal (LSM 880, ZEISS). Foi utilizado o0 modo z-stack para a obtencdo de imagens
tridimensionais, a fim de se confirmar o tipo celular registrado (Figura 10) (GORIN et
al., 2016).

Corpo celular _

Dendritos laterais v;.'::

( _ Dendrito apical

~

Figura 10 — Microscopia confocal de uma célula mitral preenchida intracelularmente com biocitina e
posteriormente incubada com AlexaFluor-488 conjugado com estreptavidina. A célula mitral foi

identificada através da morfologia do corpo celular, dendritos laterais e o dendrito apical.

3.3.4.  Selecéo das células mitrais/tufadas para anélise

Além da analise morfoldgica, foi utilizado um banco de dados contendo as
propriedades eletrofisiologicas das células mitrais/tufadas para selecionar apenas estas
células na analise final. O banco de dados pode ser acessado através do endereco

eletrdnico: https://www.neuroelectro.org/neuron/129/. As células mitrais/tufadas foram

selecionadas de acordo com 0s seguintes parametros:
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1. Células com disparos espontaneos;
2. Resisténcia de entrada com valores entre 19 - 299 MQ;
3. Potencial de repouso com valores entre -49 e -65 mV.

3.3.5.  Analise dos dados

Os registros em whole-cell - voltage e current clamp foram obtidos usando um
amplificador Axopatch 200 (Axon Instruments, California, USA). Os sinais foram
filtrados a 5kHz usando o filtro interno do Axopatch, e digitalizados a 40 kHz usando um
conversor analogo-digital (Digidata 1322A, Molecular Devices) gerenciado pelo
software WinWCP e WInEDR (Strathclyde Electrophysiology Software), fornecido por
John Dempster, (University of Strathclyde). Uma das saidas do amplificador foi dirigida
ao Osciloscopio Tektronix TDS340 (Tektronix Inc, Oregon, USA) para visualizacdo do

sinal original. Os dados foram analisados utilizando o programa Clampfit (Version 10).

3.4. Teste de comportamento exploratorio

A atividade exploratoria dos animais foi avaliada por um sistema automatizado
(Actitrack v2.7.1), que permite mensurar 0s comportamentos exploratérios em um
ambiente totalmente novo. O aparato consiste em uma arena de acrilico (25x25cm)
acoplada a um sistema externo de infravermelho (Figura 11). Este sistema permite
monitorar a distancia total percorrida na arena (em centimetros) e o nimero total de
rearings (exploracéo vertical). O animal foi colocado inicialmente no centro da arena e
permaneceu por 5 minutos em livre exploracdo (PODHORNA; BROWN, 2002).

Figura 11 — Imagem representativa da caixa de locomocéo.
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3.5. Teste de suspenséao pela cauda

Os animais foram suspensos individualmente pela cauda na borda de um aparato
de acrilico (50cm de altura) com o auxilio de uma fita adesiva (Figura 12). O tempo de
imobilidade de cada animal foi contabilizado por 5 minutos usando um crondmetro
digital. A imobilidade foi considerada pela auséncia total de movimentos. Apos o teste, a
fita adesiva foi removida da cauda e os animais foram recolocados em suas gaiolas
(POWELL; FERNANDES; SCHALKWYK, 2012).

Este teste se baseia na observacéo de que camundongos com comportamento tipo-
depressivo, em situacdo estressante, incialmente apresentam comportamentos de fuga,
seguidos pela postura de imobilidade por desamparo aprendido (CRYAN;
MOMBEREAU; VASSOUT, 2005).

e

Imohilidade Mobilidade

Figura 12 — Imagem ilustrativa do teste de suspensdo pela cauda mostrando 0s comportamentos de

imobilidade e mobilidade.

3.6. Labirinto em cruz elevado

O aparato utilizado para avaliar o comportamento tipo-ansioso dos animais,
consiste em um labirinto de acrilico no formato de cruz elevado a 30cm do solo. O
labirinto é formado por quatro bragos, sendo dois abertos (30cm de comprimento e 5cm
de largura) e dois fechados (30cm de comprimento, 5¢cm de largura e 50cm de altura) que
emergem de uma plataforma central (5cm comprimento e 5¢cm largura) (Figura 13).

Este teste se baseia na premissa de que animais com comportamento tipo-ansioso
tendem a permanecer menos tempo nos bragos abertos, por ser um ambiente mais
aversivo (LISTER, 1990). O teste foi iniciado colocando o camundongo na plataforma
central do labirinto, de frente para um dos bragos abertos, e deixando-o explorar

livremente o labirinto por 5 minutos. O comportamento do camundongo foi gravado por
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uma camera de video colocada acima do aparato e o tempo de permanéncia em cada braco
foi quantificado usando o programa X-Plot-Rat®. Considerou-se que os animais entraram
em um braco especifico quando as quatro patas estavam contidas neste brago. O teste foi

realizado apenas uma vez por cada animal durante a fase clara do ciclo circadiano.

=

Figura 13 — Imagem representativa do aparato utilizado no teste do labirinto em cruz elevado.

3.7. Teste de olfacdo para odores sociais

3.7.1.  Tarefa para avaliar a deteccéo de odores sociais

A capacidade de detectar odores sociais foi avaliada através da tarefa de odor
espacial desenvolvida em nosso laboratério (PENA et al., 2017). Esta tarefa
comportamental permite avaliar se camundongos séo capazes de perceber pistas olfatorias
presentes no ambiente.

Inicialmente os animais foram ambientados por uma hora a sala de
comportamento. Em seguida, um camundongo foi colocado em uma caixa de acrilico
(50x50x50cm) contendo 3 cm de altura de maravalha limpa e sem pistas espaciais (Figura
14). Este momento da tarefa foi denominado como habituacdo e o animal explorou

livremente a caixa por 10 minutos.
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Figura 14 — Caixa onde foi realizada a tarefa de odor espacial.

ApGs a habituacdo, o animal foi retirado da caixa e 1cm® de maravalha suja
proveniente da caixa original do animal (contendo odores de fezes e urina), foi escondido
sob a camada de maravalha limpa no centro do quadrante alvo. Em sequéncia o animal
foi recolocado no centro da caixa para mais 5 minutos de livre exploracgéo.

A caixa e o alvo foram alternados entre os animais obedecendo ao sentido anti-
horério para evitar viés de posicionamento. Os outros quadrantes receberam a seguinte
denominacdo em relacdo ao Alvo: Adjacente Direito, Adjacente Esquerdo e Oposto
(Figura 15-A).

Nesta tarefa espera-se que no periodo de habituacdo, por ndo conter nenhum
estimulo olfatério atrativo, o animal explore cada quadrante em média 25% do tempo
total de exploracdo. Durante o periodo de teste (5 minutos), se o animal for capaz de
detectar odores sociais, espera-se que ele apresente maior comportamento exploratorio
no quadrante alvo quando comparado aos demais quadrantes. Foram considerados
movimentos exploratdrios os comportamentos de cavar, cheirar e 0 nimero de exploracao
vertical (rearings).

A habituacdo e o teste foram filmados por uma camera para posterior analise. Os
videos foram analisados utilizando o programa X-Plot-Rat®, que permitiu a quantificacio
do comportamento exploratdrio apresentado pelo animal em cada um dos quadrantes.

Os tracados comportamentais referentes a habituacédo e teste dos animais foram

feitos utilizando o programa 10Graph® (Figura 15-B e C).
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Figura 15 — (A) Esquema da disposicdo relativa dos quadrantes em relacdo ao alvo. Tracado
comportamental de um animal escolhido aleatoriamente durante a (B) habituacéo e (C) teste.

3.7.2. Tarefa de habituacéo/desabituacgéo social

A tarefa de habituacdo/desabituacdo foi realizada como previamente descrita por
Bielsky e colaboradores (2004). Este teste permite avaliar se um animal é capaz de
detectar e distinguir odores sociais diferentes. A tarefa foi constituida pelas etapas de
aclimatacdo, habituacdo e teste. Para aclimatacdo, 30 minutos antes do teste, um pedaco
de papel filtro de 2,5 cm de diametro, com 30ul de 4gua destilada adsorvida sobre ele foi
colocado na tampa da gaiola de cada animal.

Para iniciar o teste, o papel filtro contendo agua presente durante o periodo de
aclimatagdo foi removido e substituido por um novo papel filtro contendo 30ul de urina
de camundongos machos da linhagem C57BL/6 (1:2) adsorvidos. A duracdo da
investigacao, definida como "focinho estar a 1 cm do papel filtro™ foi registada utilizando
um crondmetro digital durante o ensaio de 50 segundos. Uma vez gque o ensaio terminou,
a parte superior da gaiola com o papel filtro foi removida e uma tampa limpa foi colocada
na gaiola. Apos o intervalo de trés minutos, um novo papel filtro foi afixado com nova

dilui¢do de 30ul do mesmo odor.
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Este procedimento foi repetido pelo total de seis ensaios no periodo de habituacéo.
Antes do sétimo ensaio (teste), o papel filtro foi removido durante o intervalo e substituido
por um novo, sobre o qual foram adsorvidos 30ul de urina de camundongos fémeas (1:2)
da linhagem C57BL/6. Novamente a duracao da investigacdo dentro de um intervalo de

50 segundos foi registrada.

Habituacio Desabituaciao

Figura 16 — Imagem ilustrativa do teste da habitua¢io/desabituacdo. Durante a fase de habituagdo o
estimulo social foi a urina de camundongos machos da linhagem C57BL/6 (Odor 1). Na desabituacéo o
estimulo social foi trocado para a urina de camundongos fémeas (Odor 2) (Adaptada de KAGEYAMA;
IMAYOQOSHI, 2014).

3.8. Condicionamento olfatério

A memoria olfatéria ndo associada a um odor social foi avaliada pelo
condicionamento olfatério como descrito por Bertolus e colaboradores em 2014
(BERTOLUS et al., 2014). Inicialmente os animais foram ambientados a sala de
comportamento por 20 minutos. A tarefa foi realizada na caixa de Skinner (390 x 470 x
320mm) equipada com um assoalho acoplado a um estimulador elétrico, um olfatdmetro
personalizado na regigo lateral superior e uma camera no topo da caixa (Insight®,Brasil)
(Figura 17).

O treino foi realizado com as seguintes etapas: 120 segundos de habituacéo inicial
seguidos por 30s de exposi¢cdo ao odor de peppermint (estimulo condicionado) e nos
ultimos 2s, o odor foi pareado a um choque de 0,7mA (estimulo incondicionado). Este
procedimento se repetiu por nove vezes entre intervalos de 2 minutos. Em seguida, o
animal permaneceu na caixa por mais 30s e logo ap0s retornou para a sua gaiola.

Para testar se o animal condicionou o odor ao choque, 24h p6s-treino, o animal
foi colocado em uma caixa com contexto diferente. Apds 120s de habituacdo o mesmo
odor usado no treino foi apresentado 5 vezes com duracdo de 30s entre intervalos de 2
minutos. O comportamento de freezing (auséncia de movimentos, exceto 0s respiratorios)

foi mensurado durante os 30s da apresentagdo do odor e nos 25s pré-apresentacao.
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CONTEXTO A

Habituagdo Odor Intervalo
120s 30s 2min
C5+US
Estimulo condicionado (C5):
FPeppermint

Estimulo incondicionade (US):

Chogque 0.7TmA
Habituagdo Odor Intervalo
120s 30s 2min

Figura 17 — Imagem ilustrativa do teste de condicionamento olfatorio.

3.9. Tarefa de reconhecimento social

O paradigma residente intruso foi escolhido para avaliar a memoria social. Durante
a realizacdo da tarefa, um camundongo juvenil (intruso) foi colocado na gaiola de um
animal adulto (residente) e o tempo de investigacao social foi cronometrado. Em
condi¢des naturais, espera-se que 0 tempo de investigacao do animal intruso pelo
residente diminua no segundo encontro quando comparado ao primeiro.

Na etapa inicial o animal residente foi habituado a gaiola com maravalha limpa e ao
cilindro vazio (transparente com 10 cm de didmetro, contendo cerca de 60 orificios
igualmente distribuidos) por 20 minutos. Imediatamente ap6s a habituacado, iniciou a
sessdo de treino, onde o animal intruso foi colocado no interior do cilindro por 5 minutos.
Durante todo o treino o tempo de investigacao social (focinho em um dos orificios do
cilindro) foi contabilizado usando um crondmetro digital.

As memorias de curta e longa-duracgdo foram testadas respectivamente 90 minutos
e 24 horas ap0s o treino. Todas as sessdes de teste foram antecedidas por um periodo de
habituacéo a gaiola e ao cilindro, como no periodo de habituacdo pré-treino. Na sessdo
de teste, o tempo de investigacdo social também foi contabilizado durante 5 minutos
(ALMEIDA-SANTOS et al., 2019; GUSMAO et al., 2012a; MONTEIRO et al., 2014).

3.10 Analise estatistica
Todos os dados foram expressos como média = erro padrdo da média. As

diferencas entre os grupos foram avaliadas pela analise de variancia de duas vias (Two
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way ANOVA), seguida pelo Post hoc Bonferroni. A comparagdo entre dois grupos foi
realizada utilizando o teste t pareado ou néo pareado. Para comparagdes dentro do mesmo
grupo foi utilizado a analise de variancia de uma via (One way ANOVA). Para a anélise
estatistica do indice de reconhecimento social foi utilizado o teste t para uma amostra com
valor hipotético igual a 0,5. Se o valor do indice for menor que 0,5, significa que o animal

se lembra do juvenil no dia do teste.
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4. RESULTADOS

4.1 O isolamento social reduziu o volume do bulbo olfatério, sem alterar o volume
total do cérebro.

Sabe-se que a privacdo olfatoria pode levar a reducédo do volume do BO devido a
diminuicdo do numero de células nesta estrutura (CUMMINGS; HENNING; BRUNJES,
1997; GUARNIERI et al., 2020; KOROL; BRUNJES, 1992). Desta forma, ao considerar
que o IS mantém os animais em um periodo de total privacdo olfatéria, o volume do BO
de animais isolados por 7 dias foi medido por imagem de ressonancia magnética
estrutural. Nossos resultados mostraram que este periodo de isolamento social reduziu o
volume do BO em comparagdo com animais agrupados [p=0,0002], sem alterar o volume
total do cérebro [p=0,7578].
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Figura 18 — (A) Sete dias de isolamento social reduziu o volume do bulbo olfatério, porém, (B) ndo alterou
o volume total do cérebro. (C) Imagens representativas da ressonancia magnética estrutural de um animal

agrupado e isolado. Os dados foram expressos como média + erro padrdo da média, ***p<0,005.
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4.2 O isolamento social alterou a excitabilidade das células mitrais/tufadas, sem
afetar o potencial de repouso e a resisténcia de entrada.

A atividade das células mitrais/tufadas é essencial para o processamento olfatorio
no circuito glomerular. Sabe-se que alteracdes estruturais no BO podem provocar danos
a este circuito local comprometendo a sua funcdo. Sendo assim, foi analisado se as
propriedades intrinsecas destas células estariam alteradas ap0s 7 dias de IS.

Neste experimento foram realizados registros eletrofisioldgicos in vitro no modo
current clamp para avaliar as principais caracteristicas biofisicas que definem a atividade
das células mitrais/tufadas. Nesta analise, o teste-t ndo pareado mostrou que o IS néo
altera o potencial de repouso [p=0,2972], a frequéncia dos potenciais de a¢cdo espontaneos
[p=0,6697] e a resisténcia de entrada da membrana celular [p= 0,9526]. No entanto, foi
verificado uma reducdo na excitabilidade das células mitrais/tufadas de animais isolados

qguando comparados a células de animais agrupados [p= 0,0026].
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Figura 19 — Sete dias de isolamento social ndo alterou o (A) potencial de repouso, (B) a frequéncia dos
potenciais de acdo esponténeos e a (C) resisténcia de entrada das células mitrais/tufadas. Porém, a (D)
excitabilidade da membrana celular foi reduzida pelo isolamento social. Os dados foram expressos como

média + erro padrdo da média, **p<0,01.

4.3 O isolamento social aumentou a frequéncia das correntes poés-sinapticas
excitatorias nas células mitrais/tufadas.

Como animais isolados apresentaram alteracdo na excitabilidade das células
mitrais/tufadas, avaliamos se o IS altera a atividade sinaptica excitatoria nestas células.
Assim, foram realizados registros in vitro no modo voltage clamp das correntes pds-
sinapticas excitatérias espontaneas isoladas com uso de Picrotoxina (antagonista ndo
competitivo de receptores GABAA).

O teste t ndo pareado utilizado nesta analise mostrou que a frequéncia das
correntes pds-sinapticas excitatorias espontaneas nas células mitrais/tufadas ¢ maior em
animais isolados em comparagdo com animais agrupados [p=0,0025]. Deste modo, pode-
se inferir que o IS altera a fisiologia do BO por aumentar a atividade excitatéria nas

células mitrais/tufadas.
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Figura 20 — (A) Sete dias de isolamento social aumentou a frequéncia das correntes pds-sinapticas
excitatorias espontaneas registradas nas células mitrais/tufadas. (B) Tragados que representam a média da
frequéncia dos eventos excitatérios registrados. Dados foram expressos como média * erro padrdo da
média, **p<0,005.

4.4 O isolamento social ndo alterou a frequéncia das correntes pés-sinapticas
inibitorias nas células mitrais/tufadas.

Foram realizados registros in vitro no modo voltage clamp das correntes pos-
sinapticas inibitorias espontaneas isoladas com uso de NBQX e D-AP5, que séo
antagonistas dos receptores AMPA e NMDA, respectivamente.

O teste t ndo pareado mostrou que a frequéncia das correntes pds-sinapticas
inibitérias nas células mitrais/tufadas ndo difere entre animais isolados e agrupados
[p=0,2228].
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Figura 21 — (A) Sete dias de isolamento social ndo alterou a frequéncia das correntes pds-sinapticas
inibitérias esponténeas registradas nas células mitrais/tufadas. (B) Tracados que representam a meédia da

frequéncia dos eventos inibitérios registrados. A linha tracejada destaca a visualizagdo de um evento

inibitério em um periodo de 500 ms. Os dados foram expressos como média + erro padrdo da média.

4.5. O isolamento social ndo alterou o comportamento exploratorio.

Foi realizado o test-t ndo pareado para comparar a distancia total percorrida e a
exploracdo vertical entre agrupados e isolados. Entretanto, néo foi observado diferenca
entre animais agrupados e isolados na distancia total percorrida [p=0,3687] (Figura 22-
A) e na exploragéo vertical [p=0,5507] (Figura 22-B). Desde modo, estes resultados

mostram que o IS de 7 dias ndo é suficiente para alterar o comportamento exploratorio.
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Figura 22 — O isolamento social ndo alterou a (A) distancia total percorrida ou a (B) exploracéo vertical

dos animais. Os dados foram expressos como média * erro padrdo da média.

4.6 O isolamento social ndo induziu comportamento tipo-depressivo.

Avaliamos o comportamento tipo-depressivo ap6és o IS utilizando a tarefa de
suspensdo pela cauda. O teste-t ndo pareado utilizado nesta analise mostrou que nao ha
diferenca no tempo de imobilidade entre animais agrupados e isolados no teste de
suspensdo pela cauda [t13)=0,8754; p=0,3972] (Figura 23). Assim, este resultado mostra
que o IS de 7 dias durante a fase adulta ndo induz comportamento tipo-depressivo.
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Figura 23 — Durante os 300 segundos de suspensdo pela cauda, os animais agrupados e isolados
permaneceram por tempo semelhante em imobilidade. Os dados foram expressos como média + erro padréo

da média.
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4.7 O isolamento social ndo induziu comportamento tipo-ansioso.

Avaliamos o comportamento tipo-ansioso dos animais utilizando o labirinto em
cruz elevado. Nossos resultados demostraram que 7 dias de IS ndo induziu
comportamento tipo-ansioso. O teste-t ndo pareado mostrou que ndo ha diferenca
significativa entre os grupos em relacdo a porcentagem de entrada [Agrupado x Isolado:
ta2)= 0,3114, p= 0,7557] ou tempo de permanéncia [Agrupado x Isolado: t(12= 0.2911,
p=0.7759] nos bracos abertos (Figura 24-A e B). Também ndo ha diferenca entre os
grupos quanto ao numero de entradas nos bragos fechados [Agrupado x Isolado: t(2)=
1,096, p= 0.2944] (Figura 24-C).
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Figura 24 - (A e B) A porcentagem de entrada e permanéncia nos bragos abertos ndo diferiu entre os
animais agrupados e isolados. (C) N&o houve diferenca entre 0s grupos na porcentagem de entradas nos

bragos fechados. Os dados foram expressos como média + erro padrdo da média.
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4.8 O isolamento social ndo prejudicou a deteccdo para odores sociais.

Para verificar a integridade do sistema olfatorio ap6s o IS de 7 dias, os animais foram
submetidos ao teste de olfato, cujo estimulo olfatério é de natureza social, ou seja,
maravalha proveniente da propria caixa do animal testado, contendo cheiro de urina e
fezes dele e de seus co-especificos.

As analises estatisticas foram feitas utilizando o teste ANOVA de duas vias de
medidas repetidas com Post hoc Bonferroni, tendo-se como variaveis o comportamento
exploratério em cada quadrante nos dois momentos (habituacao e teste). Em seguida foi
utilizado o teste t ndo pareado para comparar a porcentagem de exploracdo no quadrante
alvo durante o teste entre animais agrupados e isolados.

O Post hoc Bonferroni de mdaltiplas comparagcbes mostrou que tanto animais
agrupados [p<0,0001] quanto animais isolados [p<0,0001] apresentaram no momento do
teste maior tempo de exploracdo no quadrante alvo, ou seja, foram capazes de detectar a
presenca da maravalha com estimulos sociais olfatorios (Figura 25-A e B). Desta forma,
estes resultados mostram que a capacidade de detectar odores sociais estd preservada
mesmo apos o isolamento social de 7 dias. Além disso, foi possivel demonstrar que o
comportamento de exploracéo de pistas sociais olfatorias no quadrante alvo néo difere

entre animais agrupados e isolados (Figura 25 — C).
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Figura 25 — Os gréficos (A) e (B) representam a porcentagem do tempo de exploragéo em cada quadrante
durante a habituacdo e o teste. Os asteriscos (*) indicam a diferenca do tempo de exploracdo entre o
quadrante alvo e os demais quadrantes dentro do mesmo grupo. A linha tracejada mostra a porcentagem
similar de exploracéo dos quatro quadrantes durante a habituacdo (auséncia de estimulos sociais olfatérios).
(C) Néo existe diferenca na porcentagem de exploragdo do quadrante alvo entre animais agrupados e

isolados durante o teste. Os dados foram expressos como = erro padrdo da média, ****p<0,0001.

4.9 O isolamento social ndo prejudicou a capacidade discriminatoria de odores
sociais.

Para verificar se 0 IS de 7 dias altera a capacidade discriminatdria de odores
sociais, camundongos privados de contato social foram submetidos ao teste da
habituacdo/desabituacdo. Nesta tarefa, foram utilizados como estimulo social, a urina de
camundongos machos (odor 1) e de fémeas (odor 2) da linhagem C57BL/6 para
habituacédo e desabituacéo, respectivamente.

A ANOVA de duas vias de medidas repetidas foi utilizada para comparar o
tempo de exploracdo entre todos os ensaios da habituacdo e desabituacdo. O Post hoc
Bonferroni de multiplas comparagfes mostrou que animais agrupados e isolados sdo
capazes de discriminar odores sociais diferentes, pois ha diferenca no tempo de
investigacdo no ultimo ensaio da habituacdo com o tempo de investigacdo no teste [p<
0,0001] em ambos os grupos. Além disso, para mostrar que a habituacdo ocorreu,
comparamos o tempo de exploracdo entre o primeiro e o Ultimo ensaio da habituacgdo [p<
0,05]. Entre os grupos comparamos o tempo de exploracdo no teste, onde foi possivel
observar que animais isolados apresentam maior comportamento de exploracdo olfatdria

apos a privacéo social [p=0,0064].

52



Odor 1 : Odor 2

HtH —— Agrupado
8- § —— Isolado

Tempo de expolaracéo (s)

Ensaios

Figura 26 - O gréfico representa o tempo de exploracao dos odores 1 e 2, em segundos, durante a habituacéo
e o teste. O asterisco (*) indica diferenca no tempo de exploracdo do odor 1 entre 0 1° e 6° ensaio da
habituacdo em ambos os grupos. Os quadrados (#) indicam diferenca entre o Gltimo ensaio da habituacao e
0 teste (desabituacgdo). O lambda ()) indica a diferenga entre agrupados e isolados no teste. Os dados foram

expressos como média * erro padrdo da média, *p<0,05; ###p<0,0001; *p<0,001.

4.10 O isolamento social prejudicou a memdria de condicionamento olfatorio.

Para avaliar o efeito do IS em memorias olfatorias, primeiro foi analisada a
memoria de condicionamento olfatério usando um odor ndo-social como estimulo
condicionado. O proposito deste experimento foi avaliar se o IS prejudica uma memoria
olfato-dependente que ndo seja relacionada a estimulos sociais.

Nossos resultados foram analisados utilizando a ANOVA de duas vias para
comparar a média do comportamento de freezing pré-odor vs. odor [Interacdo: F1,25=
6.145; p=0.0203], [Tratamento F.25=6,245; p<0,0001], [Grupos: F.25=12,23;
p=0,0018]. A analise Post hoc mostrou um aumento significativo do comportamento de
freezing dos animais agrupados durante a apresentacdo do odor na sessdo de teste
[p<0,0001]. Este resultado ndo foi observado para os animais isolados. Além disso, a
andlise mostrou diferenca significativa no comportamento de freezing dos animais
agrupados em relacdo aos animais isolados [p<0,01], (Figura 27). Em resumo, estes
resultados mostram que o contexto, por si s6, ndo induziu comportamento de medo e que
apenas 0s animais agrupados apresentam a memoria de condicionamento olfatério

preservada.
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Figura 27 — Animais isolados quando expostos ao odor 24h apds o treino ndo apresentaram aumento
significativo no comportamento de medo, indicando que ha um prejuizo na memdria de condicionamento
olfatorio. Os asteriscos (*) indicam diferenca na porcentagem de freezing entre os grupos e os quadrados
(#) indicam diferenca entre pré-odor e odor. Os dados foram expressos como média + erro padrdo **p<0,01,
###1<0,0001.

4.11 O isolamento social prejudicou a memdria de reconhecimento social de longa-
duracgdo, mas ndo a memoria de curta-duracao.

Nossos resultados mostram que o isolamento de 7 dias ndo afetou a memoria de
reconhecimento social de curta-duracdo, ja que o tempo de investigacao social durante o
teste, foi significativamente menor em relacéo ao tempo de investigacao durante o treino
[p=0,002] (Figura 28-A).

Este resultado foi confirmado pelo indice de reconhecimento social. Animais
agrupados [ts=9,980; p=0,0002], assim como os isolados [t=10,16; p=0,0005],
apresentaram o indice de reconhecimento social de curta-duragdo menor que 0,5, ou seja,
reconheceram o juvenil 90 minutos apds o primeiro encontro (Figura 28-B).

No entanto, ocorreu um efeito amnésico sobre a memoria de reconhecimento
social de longa-duracdo em animais isolados, j& que o tempo de investigacdo social entre
o treino e o teste ndo apresentou diferenca [p=0,2066]. Ao contrario, animais agrupados
apresentaram a memdria de longa-duragdo intacta [p<0,001] (Figura 28-A).

O indice de reconhecimento social confirmou estes resultados. Animais isolados
[ts)=2,286; p=0,0710], diferentemente dos animais agrupados [ts)=6,028; p=0,0018],
apresentaram o indice de reconhecimento social para a memoria de longa-duragcdo maior

que 0,5, ou seja, ndo reconheceram o juvenil 24 ap6s o primeiro encontro (Figura 28-C).
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Esses achados confirmam dados da literatura utilizando as linhagens Swiss e
C57BL/6 (ALMEIDA-SANTOS et al., 2019; GUARNIERI et al., 2020; GUSMAO et al.,
2012a; MONTEIRO et al., 2014). Em outras palavras, em camundongos ICR-CD1, o IS
de 7 dias também prejudica a memoria de reconhecimento social de longa-duragédo, sem

prejudicar a memoria de curta-duracéo.
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Figura 28 — (A) O isolamento social causou prejuizo da memdria de reconhecimento social de longa-
duracdo, sem alterar a memoria de curta-duragdo. Os asteriscos (*) indicam diferenca entre o treino e o teste
dentro do mesmo grupo. (B e C) O indice de reconhecimento social da memoria de longa-duragdo é menor
que 0,5 apenas para animais agrupados. Os quadrados (#) indicam valor do indicie de reconhecimento social
estaticamente menor que 0,5. Os dados foram expressos como média + erro padrdo da média, ***p<0,001;
#p<0,01.

55



Capitulo 2

Fator neurotréfico derivado do cérebro e a memoéria social; alvos comuns do
isolamento social?
56



5. JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS

5.1 Justificativa

Dentre as neurotrofinas, o fator neurotrofico derivado do cérebro (BDNF) destaca-se
por participar da formacéo e persisténcia da memoria. Por meio da ativacdo do receptor
TrkB, o m-BDNF pode ativar varias vias de sinalizacdo intracelular que atuam para
regular a plasticidade sinéptica envolvida na formagdo da memdria. Estudos mostram que
0 blogueio do m-BDNF intra-hipocampal 12 horas apds o treino é capaz de prejudicar a
memoria associativa, indicando que esta neutrofina possui papel fundamental para a
persisténcia da memdria de longa-duracédo (BEKINSCHTEIN et al., 2007, 2008).

No entanto, ainda permanece desconhecida a participagdo do m-BDNF na
consolidacdo da memoria de reconhecimento social. Sendo assim, neste trabalho nos
dedicamos a esclarecer como ocorre a expressdo tempo-dependente do BDNF no BO
durante a consolidacdo da memdria de reconhecimento social. Além disso, foi realizada
intervencdo farmacoldgica com anticorpos anti-BDNF, num ponto especifico da
consolidagdo, para demonstrar se a interrupcdo da sinalizagdo no BO prejudica a
formacéo desta memoria.

Ainda, considerando que o IS crénico pode reduzir a expressdo do m-BDNF em
vérias areas do cérebro (MURINOVA et al., 2017), avaliamos se a administracio do
BDNF recombinante humano intra-OB, neste mesmo ponto da consolidagéo, seria capaz
de reverter o prejuizo da memoria de reconhecimento social de longa-duracédo de animais

isolados.

5.2 Objetivo
Avaliar a participacdo do BDNF do bulbo olfatério na consolidacdo da memdria de

reconhecimento social.

5.3 Objetivos especificos
e Analisar a expressdo temporal do BDNF no bulbo olfatério durante a
consolidacdo da memdria de reconhecimento social;
e Verificar se o blogueio do m-BDNF no bulbo olfatério prejudica a
consolidacdo da memdria reconhecimento social;
e Auvaliar se a expressdo do m-BDNF no bulbo olfatério durante a consolidagédo

é um efeito do aprendizado da tarefa de reconhecimento social,
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e Avaliar se os niveis de expressdo do m-BDNF estdo alterados no BO de
animais isolados em um ponto especifico da consolidacdo da memdria de
reconhecimento social;

e Verificar se a administragdo do BDNF recombinante humano no bulbo
olfatdrio reverte o déficit da memaria de reconhecimento social dos animais

isolados.
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6. MATERIAIS E METODOS

6.1 Western Blotting

Para a coleta das amostras do BO, os animais foram anestesiados utilizando
ketamina (80mg/kg) e xilazina (10mg/kg) por via intraperitoneal e sacrificados por
decapitacdo. O bulbo olfatorio foi retirado e em seguida armazenado a -80 ° C até a sua
utilizagéo.

As amostras foram homogeneizadas em tampéo de RIPA (NaCl 150 mM, 50 mM
Tris pH = 7,4), 1 mM de EDTA, 1% de Nonidet P40, fluoreto de fenilmetilsulfonilo 1
mM, deoxicolato de sodio a 0,5%) e centrifugados em 2040,35 G (Centrifuga Eppendorf
5415R°, Alemanha), a 4 °C durante 15 min (Ferreira-Vieira et al., 2014). O sobrenadante
foi entdo utilizado para a determinagdo da concentracao de proteina através do método de
Bradford, onde albumina de soro bovino (1 mg/mL) foi utilizada como o padrdo. As
amostras contendo 35 mg de proteinas totais foram entdo desnaturadas em tampao de
amostra de proteina (100 mM Tris-HCI pH = 6,8, 4% de SDS, 0,2% de azul de
bromofenol, 20% de glicerol, 20% de H20, 0,5% B-mercaptoetanol) a 100 °C durante 4
min, separadas em gel de poliacrilamida-SDS 15% ou 12% e transferidas para uma
membrana de polivinilideno dixuoride (PVDF Immobilon-P®, Millipore, MA) em um
sistema de electroforese Bio-Rad (Bio-Rad®, Hercules).

As membranas passaram por um processo de bloqueio, durante 2h em temperatura
ambiente, com TBS-T (soro fisiologico tamponado Tris com Tween a 0,1%) contendo
5% de leite em p6. Em seguida, foram realizadas 3 lavagens com TBS-T por 10 minutos
e entdo incubadas a 4 °C overnight com 3% de BSA e anticorpos primarios contra as
proteinas especificas: BDNF (1:1000, Santa Cruz Biotechnology), pro-BDNF(1:1000,
Santa Cruz, Biotechnology®), B-actina (1:3000, Santa Cruz Biotechnology®). Para a
visualizacdo quimioluminescente, as membranas foram incubadas com anticorpos
secundarios anti-coelho (1:5000, para a proteina BDNF) ou anti-camundongo (1:5000 —
para pro-BDNF e B-actina) conjugado com HRP, a temperatura ambiente durante 2 horas.
As bandas de proteina alvo foram detectadas utilizando o sistema de deteccdo Western
ECL (Pierce) e a densidade das bandas de B-actina e proteinas especificas foram

quantificadas pelo software ImageJ (Versao 1.44p, National Institute Health®, USA).

59



6.2 Cirurgia estereotaxica para implantagdo de canulas guias

Para implantagéo das canulas guias no BO, inicialmente os animais receberam uma
injecdo intraperitoneal de pentabidtico 160mg/kg (160mg = 112.941,176 Ul) e meia hora
depois uma injecdo de tramadol (5mg/kg). Apds 30 minutos, os animais foram
anestesiados com Ketamina (100 mg/Kg) e Xilazina (10mg/Kg) e posicionados ao
aparelho estereotaxico. Os olhos dos animais foram protegidos com 6leo oftalmico, para
evitar ressecamento dos olhos ja que estes animais ndo os fecham quando anestesiados.
Ao detectarmos a auséncia de resposta reflexa ao pincar das patas, a regido da cabeca foi
tricotomizada e higienizada com 3 repeti¢bes de iodopovidona (PVPI 10%) seguida de
etanol 70%, usando um cotonete. Em seguida, uma injecéo subcutanea de lidocaina (2mg)
foi administrada e ap6s alguns minutos o cranio foi exposto através de uma incisdo com
bisturi. O peridsteo foi removido, o bregma e o lambda foram alinhados. O bregma foi a
referéncia para as coordenadas (adaptadas de PAXINOS) utilizadas para a implantacao
das cénulas guias. As canulas foram implantadas no bulbo olfatério de ambos os
hemisférios cerebrais (em mm: AP +4.3; LL + 1.0; DV -1.5).

Foi realizada a trepanacdo bilateral utilizando uma broca odontoldgica nos locais
correspondentes as coordenadas anteroposterior e latero-lateral. As canulas guias (22G,
7mm) foram colocadas num adaptador fixado a torre do estereotéxico e foram abaixadas
lentamente através dos orificios abertos anteriormente até atingirem a coordenada dorso-
ventral. As canulas foram fixadas com cimento de zinco e em seguida o adaptador foi
retirado. Uma canula oclusora foi colocada no interior de cada canula guia para evitar o
entupimento. Dois parafusos foram fixados sobre a calota craniana no osso frontal para
aumentar a fixacao do capacete. A regido do cranio exposta foi coberta por resina acrilica
formando o capacete. Ap6s o procedimento cirdrgico os animais foram recolocados em

suas caixas e receberam administracdo subcutanea de banamine (2,5mg/Kg) de 12/12h.
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Figura 29 — Fotografia de corte histolégico demonstrando o correto posicionamento da canula guia no

bulbo olfatério.

6.3 Tratamento farmacoldgico

Apds uma semana de recuperacdo cirirgica os animais realizaram a tarefa de
reconhecimento social. Animais agrupados receberam administracdo intra-BO de
anticorpos anti-BDNF (1ug/uL) 12h apds o treino, a fim de verificar se o bloqueio do m-
BDNF prejudica a consolidacdo da memoria de reconhecimento social. Por outro lado,
animais isolados receberam administracdo intra-BO de hrBDNF (BDNF recombinante
humano 0,5 pug/ul) 12h apdés o treino, para verificar se 0 aumento do BDNF neste ponto

da consolidacéo reverte o déficit da memoria de reconhecimento social.

As drogas foram administradas utilizando-se uma cénula injetora (30G, 12mm)
acoplada a um tubo de polietileno e a uma seringa Hamilton® de 10ul. Foi administrado
um volume de 0,5ul/lado, numa velocidade de 0,5ul/min. Para a administragdo das
drogas, os animais foram contidos gentilmente pelo experimentador, sem anestesia ou
sedacdo, visando evitar interferéncias da anestesia nos testes comportamentais. Os
animais foram contidos pelo experimentador por 30s para colocacdo da canula injetora,
seguidos da administragédo, quando o animal permaneceu livre. Cada animal recebeu uma
Unica administracdo da droga no tempo determinado pelos resultados da expressdo

temporal do BDNF durante a consolidacdo da memdria social.

6.4 Analise estatistica
Todos os dados foram expressos como média = erro padrdo da média. As
diferengas entre os grupos foram avaliadas pela anélise de variancia de duas vias (Two

way ANOVA), seguida pelo Post hoc Bonferroni. O teste t pareado foi utilizado para
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comparar 0s tempos de investigacdo social entre os turnos diurno e noturno. Para as
comparag@es dentro do mesmo grupo foi utilizada a anélise de variancia de uma via (One
way ANOVA). A andlise estatistica do indice de reconhecimento social foi realizada

como citado anteriormente no item 3.10.
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7. RESULTADOS
7.1 A expressdo do m-BDNF no bulbo olfatério aumentou 12 e 18 horas apés o treino
da tarefa de reconhecimento social.

Para avaliar a participacio do BDNF na consolidagdo da memdria de
reconhecimento social, inicialmente foi analisado o padréo de expressdo temporal desta
proteina no BO de animais agrupados. Neste experimento os animais realizaram o treino
da tarefa de reconhecimento social as 8h da manha e foram sacrificados imediatamente,
3, 6, 12 e 18 horas apds o treino. Em seguida, os BOs foram dissecados e processados
para analise dos niveis de expressdo das isoformas pro-BDNF e m-BDNF através da

técnica Western blotting.

Os resultados foram analisados utilizando o teste ANOVA de uma via com Post hoc
Bonferroni de multiplas comparacdes. O teste comparou 0s niveis de expressdo em cada
tempo pos-treino com o grupo controle (treino sem o juvenil). As analises estatisticas
mostraram que a expressao do pro-BDNF ndo sofreu varia¢cdes drasticas apds o treino da
tarefa de reconhecimento social (Figura 30-A). Entretanto, a expressao do m-BDNF
aumentou 12 [p<0,0123] e 18 horas [p<0,0078] apds o treino (Figura 30-B). Deste modo,
0 aumento do m-BDNF na fase tardia da consolidacdo pode ter um papel fisiologico

importante para a memdria social de longa-duragao.
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Figura 30 — (A) Expressdo temporal do pro-BDNF e (B) m-BDNF no bulbo olfatério durante a
consolidacdo da memdria de reconhecimento social. Os dados foram expressos como média * erro padrao
da média *p<0,05.

7.2 O blogueio do m-BDNF no bulbo olfatério 12 horas apds o treino prejudicou a

consolidacdo da memdria de reconhecimento social.

Considerando o resultado anterior, o tempo de 12 horas p6s-treino parece ser um
ponto importante para a consolidacdo da memoria de reconhecimento social. Desta forma,
optamos por realizar a administracdo intra-BO de anticorpos anti-BDNF ou salina 12
horas apds o treino da tarefa de reconhecimento social. Este experimento foi realizado de
duas formas distintas: (1) treino realizado as 08h da manha com administragdo de
anticorpos as 08h da noite e (2) treino realizado as 08h da noite com administracdo de
anticorpos as 08h da manhad. Em ambos os casos a memoria de longa-duracao foi testada
24 horas pos-treino. O propdsito deste experimento foi demonstrar se 0 m-BDNF 12 horas
apos o treino tem um papel critico na consolidacdo da memoria de reconhecimento social.

Os resultados foram analisados pela ANOVA de duas vias com Post hoc
Bonferroni de multiplas comparagdes. O Post hoc comparou a média dos tempos de
investigacao social no treino com a media dos tempos de investigacdo no teste. A analise
estatistica mostrou que a administracdo de anticorpos anti-BDNF as 08h da manha [p=
0,3646] e as 08h da noite [p>0,999] prejudicou a memoria de reconhecimento social de
longa-duracéo. Diferentemente, animais que receberam administracao de salina as 08h da
manhd [p=0,0293] e as 08h da noite [p=0,0098] ndo apresentaram prejuizo da meméria

de reconhecimento social.
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Estes resultados foram confirmados pelo indice de reconhecimento social. Os
animais que receberam salina na fase clara [te)= 3,705, p=0,0100] e escura [tg)= 3,839,
p=0,0050] do ritmo circadiano apresentaram o valor do indice menor que 0,5, ou seja,
reconheceram o juvenil 24 horas apds o treino. No entanto, foi observado um efeito
amnesico sobre a memdria de reconhecimento social de longa-duracdo em animais que
receberam administracdo de anticorpos anti-BDNF na fase clara [t(9)= 1,268, p=0,2366]
e escura [te)=0,02906, p= 0,9775].
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Figura 31 — O blogueio do m-BDNF na fase clara (A e C) e escura (B e D) do ritmo circadiano causou
prejuizo da memoria de reconhecimento social de longa-duragdo. O asterisco (*) indica diferenca no tempo
de investigacdo social do juvenil entre o treino e o teste dentro do mesmo grupo. O quadrado (#) indica o
valor do indice de reconhecimento social significativamente menor que 0,5. Os dados foram expressos como

média + erro padrdo da média *p<0,05; **p<0,01; #p<0,05.
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7.3 A administracdo do hrBDNF no bulbo olfatorio de animais isolados néo teve efeito

promnéstico na memdaria de reconhecimento social.

Considerando que o bloqueio do m-BDNF no BO 12 horas ap06s o treino prejudica
a consolidacdo da memoria de reconhecimento social, avaliamos se administracdo do
hrBDNF neste mesmo ponto da consolidacdo teria um efeito promnéstico na memoria de
reconhecimento social de animais isolados. Este experimento também foi realizado de duas
formas distintas: (1) treino realizado as 08h da manh& com administragdo do hrBDNF as
08h da noite e (2) treino realizado as 08h da noite com administracdo do hrBDNF as 08h
da manha. Em ambos os casos a memdria de longa-duracéo foi testada 24 horas apds treino.

Os resultados foram analisados através do teste ANOVA de duas vias com Post hoc
Bonferroni de multiplas comparaces. O Post hoc comparou a média dos tempos de
investigacao social no treino com a média dos tempos de investigacao no teste. A anélise
estatistica mostrou que a administracdo do hrBDNF as 08h da manhé [p=0,6785] e as 08h
da noite [p=0,2394] ndo teve um efeito promnéstico em reverter o déficit da memdria
reconhecimento social dos animais isolados. Nos grupos controle, animais que receberam
administracao de salina as 08h da manhd [p=0,8610] e as 08h da noite [p=0,2189] também
apresentaram prejuizo da memoria de reconhecimento social.

Estes resultados foram confirmados pelo indice de reconhecimento social. Animais
que receberam salina na fase clara [tq2)= 0,3589, p=0,7259] e escura [t7= 1,960, p=0,0908]
do ritmo circadiano ndo apresentaram o valor do indice estatisticamente menor que 0,5,
ou seja, ndo reconheceram o juvenil 24 horas apds o treino. Resultado semelhante foi
observado em animais que receberam administragdo do hrBDNF na fase clara [t)= 0,9316,
p=0,3825] e escura [t7=1,772, p=0,1197].
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Figura 32 — (A e B) A administracdo do hrBDNF ndo reverteu o déficit de memoria de reconhecimento
social dos animais isolados. (C e D) Animais que receberam hrBDNF ou salina ndo apresentaram o valor do
indice de reconhecimento social significativamente menor que 0,5. Os dados foram expressos como média +

erro padrdo da média.

7.4 N&o houve diferenca no tempo de investigagdo social entre os treinos realizados

nas fases clara e escura do ritmo circadiano.

Sabe-se que a atividade exploratoria de camundongos pode variar com o ritmo
circadiano (ROEDEL et al., 2006). Sendo assim, foi comparado o tempo de investigacédo
social gasto nos treinos realizados nas fases clara e escura. O teste-t ndo pareado utilizado
nesta analise mostrou que animais agrupados [p=0,3001] e isolados [p=0,6972] apresentam
comportamento exploratorio semelhante nas fases clara e escura do ritmo circadiano.
Portanto, podemos considerar que a atividade exploratoria durante a realizacdo da tarefa

de reconhecimento social ndo foi influenciada por variagdes fisioldgicas circadianas.
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Figura 33 — Animais (A) agrupados e (B) isolados apresentaram o mesmo tempo de investigagdo social nos
treinos realizados nas fases clara e escura de ritmo circadiano. Os dados foram expressos como média + erro

padrao da média.
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7.5 Os niveis de expressdo do BDNF 12 horas pos-treino, com ou sem aprendizado,

ndo apresentaram diferenca no bulbo olfatério de animais agrupados e isolados.

A seguir, nos perguntamos se 0 aumento na expressdo do m-BDNF 12h pos treino
(Figura 30-A) seria observado em animais isolados. Primeiramente, foi analisado o tempo
de investigacdo durante o treino da tarefa de reconhecimento social. Os resultados foram
analisados através do teste ANOVA de duas vias com Post hoc Bonferroni de maltiplas
comparagfes. O Post hoc comparou a média dos tempos de investigacdo no treino sem
aprendizado com a média dos tempos de investigacao no treino com aprendizado. A analise
estatistica mostrou que o tempo de investigacdo é maior na presenca do estimulo social que
na auséncia deste estimulo, tanto para animais agrupados quanto isolados [p<0,0001]
(Figura 34-A).

Estes mesmos animais foram sacrificados 12 horas pos-treino e o BO foi coletado
para a quantificacdo do BDNF. Os resultados foram analisados usando o mesmo teste
estatistico citado acima, comparando as médias dos valores de expressao das isoformas do
BDNF de animais agrupados e isolados com ou sem aprendizado. As analises mostraram
que a expressdo do m-BDNF ndo difere em animais agrupados e isolados que vivenciaram
a experiéncia do aprendizado [p>0,9999] da tarefa de reconhecimento social (Figura 34-
C). Resultado semelhante foi observado para a expressao do pro-BDFN [p>0,9999] (Figura
34-B).
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Figura 34 — (A) A presenca do juvenil durante o treino (aprendizado) aumentou o tempo de investigacéo social.
No entanto, os niveis de (B) pro-BDNF e (C) m-BDNF néo foram induzidos pelo aprendizado da tarefa de
reconhecimento social. Os asteriscos (*) indicam diferenca no tempo de investigagdo social entre os treinos com
aprendizado e sem aprendizado. Os dados foram expressos como média * erro padrdo da média ***p<0,05; SA:

sem aprendizado; AP: aprendizado.
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8. DISCUSSAO

Em conjunto, nossos resultados mostram que o IS de 7 dias de camundongos ICR-
CD1 prejudica memorias olfato-dependentes, sem prejudicar comportamentos olfatorios
e afetivos. Embora o IS tenha reduzido o volume do BO e diminuido a excitabilidade das
células mitrais/tufadas, a capacidade dos animais isolados em executar tarefas que
demandam deteccéo e discriminacao de odores sociais ndo foi afetada. Desta forma, estes
achados sugerem que os efeitos deletérios do IS sobre 0 BO parecem ser restritos ao
processamento de memorias olfatorias.

Em relacdo a memoria de reconhecimento social, o isolamento prejudicou a
memdria de longa-duracdo sem afetar a memdria de curta-duracdo. Estes resultados estéo
de acordo com a literatura, na qual mostra que camundongos Swiss e C57BL/6 ap6s o IS
apresentam prejuizo na memoria de longa-duracio (GUSMAO et al., 2012; MONTEIRO
et al., 2014). No entanto, diferente de camundongos Swiss e C57BL/6, 0 prejuizo da
memoria de reconhecimento social de camundongos ICR-CD1 ndo esté relacionado ao
comprometimento de comportamentos olfatorios ou afetivos, o que torna esta linhagem
um modelo apropriado para investigar as alteracdes mnemaénicas causadas pelo IS.

A partir desta observacao, avaliamos se o IS afetaria outra memdria olfato-
dependente de longa-duracdo. O condicionamento olfatério com um odor ndo-social
mostrou que 24 horas ap6s o treino, camundongos isolados ndo apresentaram
comportamento de medo quando foram reexpostos ao contexto do condicionamento.
Desta forma, é possivel que a privacdo social altere algum mecanismo fisioldgico
envolvido na consolidacdo de memorias olfatorias de longa-duracao.

Dado que a consolidacdo de memdrias olfatérias depende da atividade sinaptica
no BO (MANDAIRON; DIDIER; KERMEN, 2010), analisamos as correntes pds-
sinapticas excitatdrias espontaneas nas células mitrais/tufadas de animais isolados. Nesta
analise mostramos que o IS aumentou a frequéncia das correntes pos-sinapticas
excitatorias nas células mitrais/tufadas, incrementando a atividade excitatoria destas
células. Este resultado corrobora dados publicados pelo nosso grupo, onde foi
demonstrado por sinaptossoma que o IS induz aumento da liberacéo de glutamato no BO
(ALMEIDA-SANTOS et al., 2019).

Sendo assim, investigamos se o aumento da atividade excitatoria nas celulas
mitrais/tufadas de animais isolados estaria relacionado a reducdo da atividade inibitoria
dos interneurénios GABAérgicos. Para tal, realizamos registros in vitro das correntes pos-

sinapticas inibitorias nas células mitrais/tufadas apos o 1S. Os resultados deste
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experimento mostraram que o IS n&o alterou as correntes pos-sinapticas inibitorias nas
células mitrais/tufadas, indicando que a inibicdo mediada pelas células granulares e
justaglomerulares GABAérgicas se mantém intacta ap6s o IS.

Por outra lado, a atividade inibitoria das células justaglomerulares dopaminérgicas
pode estar prejudicada no BO de animais isolados. Um trabalho recente do nosso grupo
mostrou que apds o IS, os niveis de dopamina diminuem no BO (GUARNIERI, dados
ndo publicados), indicando uma possivel reducdo da atividade inibitoria deste
neurotransmissor sobre os NSOs. Desta forma, o aumento observado na frequéncia das
correntes pos-sinapticas excitatorias nas células mitrais/tufadas de animais isolados pode
estar associado a reducdo da inibicdo dopaminérgica no circuito glomerular durante a
consolidagdo de memorias olfato-dependentes de longa-duragéo.

A reducdo da atividade inibitéria mediada pela dopamina pode ocorrer em virtude
da diminuicdo do nimero de células justaglomerulares TH positivas, ja que o IS reduziu
o volume do BO. Sabemos que estas células sdo continuamente renovadas pela
neurogénese adulta da zona subventricular do ventriculo lateral (LLEDO; VALLEY,
2006; YOUNG et al., 2007). Porém, a sobrevivéncia e integracdo destas células ao
circuito glomerular dependem da experiéncia sensorial olfatéria (ALVAREZ-BUYLLA;
GARCI, 2002; ROCHEFORT et al., 2002). Ao considerar que o IS manteve 0s animais
em total privacdo de estimulos olfatérios, podemos especular que o aumento das correntes
pos-sinapticas excitatorias nas células mitrais/tufadas pode ocorrer por reducdo do
namero de células justaglomerulares dopaminérgicas. Todavia, Sd0 necessarios mais
experimentos para confirmar esta hipdtese.

Apesar do nosso trabalho nédo ter avaliado a acdo da dopamina sobre os NSOs,
nossos achados sdo consistentes com a ideia de que o aumento das correntes pos-
sinapticas excitatorias nas células mitrais/tufadas ocorreu devido a reducdo da sinalizagédo
da dopamina. Uma vez que 0 aumento das correntes excitatorias fosse causado por outro
fator prejudicial, o sistema de feedback inibitorio mediado pelas células granulares e
justaglomerulares GABAGérgicas compensaria 0 aumento excitatorio nas células
mitrais/tufadas. Assim, o déficit de memdrias olfato-dependentes em animais isolados
pode estar relacionado a disfuncdo inibitoria das células justaglomerulares
dopaminérgicas no BO.

Além de investigar as alterages fisioldgicas induzidas pelo IS no BO, avaliamos
aexpressdo e a participacdo do m-BDNF na consolidacdo da memaria social. Incialmente,

identificamos um aumento da expressdo do m-BDNF 12 e 18 horas apds o treino da tarefa
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de reconhecimento social no BO de animais agrupados. Como ja foi demonstrado por
Bekinschtein e colaboradores (2007), que 0 m-BDNF 12 horas ap6s o aprendizado é
importante para a manutencéo e persisténcia da memoria de esquiva inibitdria, decidimos
avaliar a atividade desta neurotrofina na consolidacdo da memdria de reconhecimento
social 12 horas ap0s o treino. Demonstramos que o bloqueio do m-BDNF no BO neste
ponto da consolidacdo impediu que camundongos agrupados reconhecessem o juvenil 24
horas ap0s o treino, mostrando que a consolida¢do da memoria de reconhecimento social
no BO depende da expressdo do m-BDNF.

Entre as proteinas sintetizadas na consolidacdo, 0 m-BDNF destaca-se por induzir
a LTP necesséria para o armazenamento de memorias a longo prazo (HERNANDEZ;
ABEL, 2008; KRUG; LOSSNER; OTT, 1984). Vaérios trabalhos da literatura mostram
que a proteina m-BDNF atua tanto na inducdo quanto na manutencao da LTP no cérebro
de individuos adultos (LU; CHRISTIAN; LU, 2008; PANJA; BRAMHAM, 2014; REX
et al., 2007), resultando no aumento da eficiéncia sinaptica que pode perdurar por tempo
prolongado (ABRAHAM; WILLIAMS, 2003). Deste modo, propomos que 12 horas apds
o aprendizado da tarefa de reconhecimento social, 0 m-BDNF seja necessario para induzir
a LTP tardia (L-LTP) no BO para que ocorra a consolidacdo da memoria de
reconhecimento social de longa-duragéo.

A L-LTP é uma forma de plasticidade que requer a ativacao e fosforilacdo do fator
de transcricdo CREB para a transcricao de genes que medeiam as alteracdes na estrutura
e funcdo das sinapses (PATTERSON et al., 2001). Apesar deste trabalho ndo ter avaliado
os niveis de fosforilacdo e ativacdo do CREB, acreditamos que o bloqueio do m-BDNF
no BO possa reduzir a ativagédo deste fator de transcricdo prejudicando a L-LTP de forma
similar ao que ocorre em fatias hipocampais de ratos tratadas com anticorpos anti-BDNF
(CHEN et al., 1999). Assim, a L-LTP prejudicada no BO pode reduzir varios processos
plasticos necessarios a consolidacdo, levando ao comprometimento da memdria de
reconhecimento social de longa-duragéo.

Sabemos que a LTP induzida pelo aprendizado de estimulos olfatérios em
sinapses dendrodendriticas entre células mitrais/tufadas e células granulares esta
envolvida na consolidacdo de memorias olfatorias (SATOU; ANZAI; HURUNO, 2005).
Portanto, esta € mais uma evidéncia de que o m-BDNF expresso na fase tardia da
consolidacéo esteja envolvido na inducdo da L-LTP no BO.

Ao considerar que o IS alterou a fisiologia do BO e prejudicou a memoria de

reconhecimento social de longa-duracdo, avaliamos se a administracdo intra-BO do
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hrBDNF 12 horas apdés o treino reverteria o deficit de memoria social dos animais em IS.
Nossos resultados mostraram que a administracdo do hrBDNF ndo reverteu o déficit de
memoria causado pelo isolamento, indicando que o prejuizo da memdria de longa-
duracdo nao esta relacionado a expressdo do m-BDNF na fase tardia da consolidacao.

Em seguida, ficamos instigados a desvendar se 0s niveis de expressdo do m-BDNF
12 horas ap6s o treino da tarefa de reconhecimento social € um produto da expressao
génica induzida pelo aprendizado. Nesta andlise, observamos niveis similares do m-
BDNF no BO de animais treinados na presenca ou auséncia do juvenil, ou seja, 0 aumento
do m-BDNF na fase tardia da consolidacao ndo foi induzido pelo aprendizado da tarefa
de reconhecimento social.

Entretanto, a atividade do m-BDNF na fase tardia da consolidacao parece ter um
papel fisiologico importante, pois o bloqueio desta neurotrofina prejudicou a memoria de
reconhecimento social. Deste modo, é possivel que o aprendizado desta tarefa possa
modular a sinalizacdo do m-BDNF através de outros mecanismos moleculares. Um
possivel mecanismo pelo qual o aprendizado possa regular a sinalizacdo do m-BDNF é
por meio da expressao dos receptores TrkB. Foi demonstrado que a expressao e a insercao
de receptores TrkB na superficie de neurbnios hipocampais ocorre em resposta a
estimulos fisiologicamente relevantes (DU et al., 2000). Tais estimulos aumentam a
insercdo do receptor TrkB na superficie celular, permitindo que o m-BDNF atue
preferencialmente em neurdnios ativos (ZHAO et al., 2009). Assim, acreditamos que a
L-LTP no BO possa ser regulada pela expressao tardia do m-BDNF e de seu receptor
TrkB. Contudo, precisamos de mais experimentos para confirmar esta hipotese.

Em suma, nossos resultados sugerem que o m-BDNF é necessario para
consolidacdo tardia da memoria de reconhecimento social. No entanto, o aprendizado da
tarefa ndo regula a expressdo do m-BDNF na fase tardia da consolidacdo. Além disso,
demonstramos que o prejuizo da memdaria de reconhecimento social em animais isolados
esté associado a alteracdes estruturais e fisioldgicas no BO e nédo a reducdo do m-BDNF
na fase tardia da consolidacdo. Portanto, novos experimentos precisam ser propostos para

desvendar as alteragdes moleculares associadas ao deficit de memdria causado pelo IS.

73



9. CONCLUSAO

Nossos resultados sugerem que IS de 7 dias produz modificacGes fisioldgicas e
estruturais no bulbo olfatério de camundongos ICR-CD1 levando ao comprometimento
de memodrias olfato-dependentes. Tais modificacdes ndo influenciam na expressao do m-
BDNF, que mostrou ser uma neurotrofina fundamental para a consolidacao tardia da

memoria de reconhecimento social de longa-duracéo.
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