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RESUMO

Caracteristicas sensoriais que identificam um individuo sdo armazenadas na memaoria
social (MS), cujo processamento depende da regido CA2 do hipocampo.
Diferentemente de outras regibes do hipocampo, a regido CA2 se mantém
tonicamente inibida por mecanismos que envolvem a ativacdo de receptores
canabinoides. Considerando as caracteristicas peculiares da regido CA2 e que as
demandas para machos e fémeas em contextos sociais sao diferentes, investigamos
o efeito do antagonista de receptores CB1 na MS de camundongos C57/BI6 machos
e fémeas. Os animais foram submetidos ao teste de reconhecimento social, que
compreende em dois encontros sucessivos (treino, TR; teste, TT), separados por 24h,
com um animal juvenil do mesmo sexo. Fémeas e machos reconheceram o juvenil
como familiar, pois interagiram com o juvenil por menos tempo na sesséo de teste.
Porém, a administracdo pré-TT e intra-CA2 de AM251, antagonista de CB1, prejudicou
a evocacao da MS em ambos 0s sexos. A seguir, nos perguntamos se a condi¢édo de
isolamento social (IS), conhecida por prejudicar a MS, seria capaz de alterar o tonus
inibitério de CA2. Machos e fémeas foram mantidos em grupos de 5 animais por caixa
(AG) ou isolados por 7dias (IS). Apds confirmarmos que o IS prejudica a MS em
animais C57/BL6, realizamos imunofluorescéncia para estimar o ténus inibitério por
meio da marcacdo de neurbnios GABAérgicos. Delimitamos CA2 pela marcacao de
purkinje cell protein 4 (PCP4), e identificamos um menor nimero de neurdnios
positivos para glutamate decarboxylase 67 (GAD67), apenas em machos isolados.
Este resultado sugere que o IS pode estar reduzindo o tonus inibitorio na regido CA2.
Em conjunto, nossos resultados suportam a conclusdo de que a desinibicao da regiao
CA2 do hipocampo compromete o processamento de informagfes relativas a

coespecificos, possivelmente por mecanismos que diferem entre machos e fémeas.

PALAVRAS-CHAVE: Isolamento social; CA2; Dimorfismo sexual; Memoria social; Inibicao



ABSTRACT

Sensory characteristics that identify an individual are stored in social memory (SM),
whose processing depends on the CA2 region of the hippocampus. Unlike other
regions of the hippocampus, the CA2 region remains tonically inhibited by mechanisms
involving the activation of cannabinoid receptors. Considering the unique
characteristics of the CA2 region and the different social demands for males and
females, we investigated the effect of the CB1 receptor antagonist on the SM of
C57/BI6 male and female mice. The animals underwent the social recognition test,
consisting of two successive encounters (training, TR; test, TT), separated by 24 hours,
with a juvenile of the same sex. Females and males recognized the juvenile as familiar
because they interacted with the juvenile for less time in the test session. However,
pre-TT and intra-CA2 administration of AM251, a CB1 antagonist, impaired the recall
of SM in both sexes. Next, we wondered if the condition of social isolation (Sl), known
to impair SM, could alter the inhibitory tone of CA2. Males and females were kept in
groups of 5 animals per cage (GC) or isolated for 7 days (SI). After confirming that Sl
impairs SM in C57/BL6 animals, we performed immunofluorescence to estimate
inhibitory tone by labeling GABAergic neurons. We delimited CA2 by marking purkinje
cell protein 4 (PCP4) and identified a lower number of positive neurons for glutamate
decarboxylase 67 (GADG67), only in isolated males. This result suggests that SI may
be reducing the inhibitory tone in the CA2 region. Together, our results support the
conclusion that disinhibition of the CA2 region of the hippocampus compromises the
processing of information related to conspecifics, possibly through mechanisms that
differ between males and females.

KEYWORDS: Social isolation; CA2; Sexual dimorphism; Social memory; Inhibition
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1. INTRODUCAO

1.1 O estudo da Memoria
“T...]

As coisas tangiveis
Tornam-se insensiveis

A palma da mao

[.]
Mas as coisas findas

Muito mais que lindas,

Essas ficarao”

Carlos Drummond de Andrade, Obra completa (2002)

Memoéria é um termo polissémico disputado por diferentes areas do
conhecimento como filosofia, ciéncias da computacdo, histéria, psicologia,
neurobiologia entre outras (TULVING, 2005; DUDAI; ROEDIGER; TULVING, 2007;
MORRIS, 2007). Essa disputa nao se trata de quem detém a palavra ou qual definicdo
€ a correta, mas sim de diferentes perspectivas sobre 0 mesmo fenébmeno. Trata-se
de diferentes prismas sobre um mesmo fenbmeno. Logo, se faz necessario pontuar
que dentro dos diferentes conceitos abarcados pela multidisciplinaridade desta
palavra, este trabalho se refere a memaria sob o ponto de vista da neurobiologia.

Na neurobiologia, ha diferentes maneiras de compreender a memoria. Pode-
se conceituar a memoria como um processo dindmico onde experiéncias sao
codificadas em representacdes internas armazenadas no sistema nervoso ao longo
do tempo, sendo este processo fruto de mudangas na atividade e na organizacao
celular (DUDAI, 2004; JOSSELYN; TONEGAWA, 2020). Ha também um conceito de
gue a memoaria € a capacidade de codificar, reter e evocar informacées (IZQUIERDO,
2011; SCHACTER, 2007; TULVING, 2005). Outra abordagem consiste em focalizar a
memoria no ato de lembrar, considerando a memaoria como um produto da interacao
entre sua representacdo fisica no cérebro, denominado de engrama, e pistas
ambientais (MOSCOVITCH, 2007; SEMON, 1921; DUDAI, 2002). Esses e outros
conceitos estdo em constante evolugdo e em consonancia com os avancos da ciéncia
da memoria (KANDEL, 2009).

Apés a aceitacdo da comunidade de que a memoria € um processo
neurobiologico, a ciéncia da memoria se debrugou em entender se a memoria esta

ligada a uma regido especifica do cérebro, semelhante ao que ocorre com outras
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funcdes cognitivas como linguagem e percepcao (KANDEL, 2009). A resposta a este
guestionamento veio com a ideia moderna de que a memoria ndo € uma entidade
Unica ligada exclusivamente a uma area. Porém, existem multiplos tipos de memarias
associadas de maneira singular a areas especificas no encéfalo (SQUIRE 1987;
WEISKRANTZ 1987;89 DUDAI 1989; BADDELEY 1990; SCHACTER AND TULVING
1994; EICHENBAUM AND COHEN 2001; BUCKNER, 2007).

Por ndo se tratar de um processo uUnico, a memoéria pode entdo ser
sistematizada em duas dimensdes gerais: a primeira de acordo com seu tempo de
duracéo e a segunda de acordo com a sua hatureza. Em rela¢éo ao tempo de duracéo,
as representacées mnemonicas que perduram durante um intervalo curto de tempo,
de segundos a poucas horas, sdo denominadas de memoéria de curta duracdo. Neste
processo, a formacgédo da memoéria € dependente da facilitacéo sinaptica de areas que
participam da codificacdo sensorial (EMPTAGE; CAREW, 1993). Por outro lado,
existem representacdes duraveis, que perduram de horas até anos, denominadas de
memoria de longo prazo (ASOK et al., 2019). Tal fendmeno é dependente de sintese
proteica e fortalecimento sinaptico de regides especificas do cérebro (BIRD, 2017,
DUDAI; KARNI; BORN, 2015).

Apesar de estar sendo recentemente revista (FERBINTEANU, 2019), a
classificacéo de acordo com a natureza divide a memaria em dois sistemas principais,
memoérias declarativas e nado-declarativas (IZQUIERDO, 2011, 2015; SCHACTER;
TULVING, 1994; SQUIRE, 2004, 2007). Memodrias declarativas sédo externalizacdes
conscientes de conceitos, fatos e eventos (SQUIRE 2004, 2007; DHARANI, 2015).
Geralmente sao estes tipos de processos mnemaonicos que nos referimos no cotidiano
quando utilizamos a palavra memodria. Em contrapartida, as memoérias nédo
declarativas se referem a capacidade de reter habilidades motoras, habitos e
condicionamentos, sendo evocadas com pouco ou nenhum processamento
consciente (DHARANI, 2015; PACKARD; WHITE; HA, 1978; PAUL; SQUIRE, 2002).
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\4 SENSORIAL, CURTA

=» DURACAO

MEMORIA DE
MEMORIA DE CURTA DURACAO
LONGA DURACAO

APRENDIZADO
MEMORIA NAO /‘7 NAO ASSOCIATIVO

MEMORIA DECLARATIVA

DECLARATIVA \A CONDICIONAMENTO
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Figura 1. Taxonomia dos sistemas de meméria de longa duracdo em mamiferos. A memoria
de longa-duracdo em mamiferos € dividida em dois grandes grupos: declarativas e ndo-declarativas. A
memoria declarativa é subdividida em memoria para fatos (semantica) e para eventos (episédica),
ambas tém como estrutura central para o seu processamento o lobo temporal medial. Compreendem
0 grupo das demais memdrias (ndo-declarativas), os sistemas de memoéria para habilidades e habitos,
—priming e aprendizado perceptual, condicionamento classico e aprendizado ndo associativo (Alterado
de Fogacga, 2019).

Apesar da interacdo entre o ambiente e o0s sistemas de memadrias serem
processos altamente dinamicos, para seu estudo estes podem ser divididos
didaticamente em trés fases sucessivas: aquisicdo, consolidacdo e evocacao.
Entretanto, esta divisdo nao reflete precisamente a forma como essas fases
acontecem, ja que podem se sobrepor (DE OLIVEIRA ALVARES; DO-MONTE, 2021).

O processo de aquisi¢cao consiste na codificacao de informagdes do ambiente
pelos sistemas sensoriais e posterior envio da informacéo as areas associativas. O
padrédo de informagfes estabelecido pela aquisi¢do € transformado em um traco de
memoria transitorio, representado pelo conjunto de neurdnios recrutados para
formacéao de tal padrédo (DUDAI, 2004; KORTE; SCHMITZ, 2016).

Com a formacédo do engrama recém-criado e a reorganizacéo desencadeada

pelo processo de aquisicdo, torna-se imperativo alcangar novamente uma certa
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estabilidade. Isso € essencial para que as mudancas na conectividade celular se
consolidem e para evitar alteracdes expressivas no conteudo da nova memoria (DE
OLIVEIRA ALVARES; DO-MONTE, 2021; DUDAI, 2004). Logo, a formacdo da
memdaria ndo é instantanea, a consolidacao do traco de memaria pode durar de horas
a anos. Sendo Na realidade é um processo praticamente continuo, uma vez que as
memorias que adquirimos estdo sempre sendo atualizadas por meio de outros
fendmenos, como por exemplo a reconsolidacdo (ROEDIGER; DUDAI
FITZPATRICK, 2007).

Apos a consolidacéo, as informacdes podem reemergir por meio da evocacao,
gue ocorre quando 0 sujeito € exposto a pistas ambientais externas e internas que
reativam o traco de memoéria o deixando mais sensivel a interferéncias (STARESINA;
WIMBER, 2019; HUPBACH et al., 2007; NADER, 2015). O fato de a evocacao deixar
0 engrama susceptivel a alteracdes pode levar ao enfraquecimento ou fortalecimento
do traco de memdria, contribuindo para o0 esquecimento ou reconsolidacéo,
respectivamente (DE OLIVEIRA ALVARES; DO-MONTE, 2021; ROEDIGER; DUDAI,
FITZPATRICK, 2007; HUPBACH et al., 2007).
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Figura 2: Esquema sobre a formagao da memoria. Durante a fase inicial da formagdo da memaria, novas

informacdes sdo adquiridas do ambiente e consolidadas como memaria de longa duragdo (MLD). A subsequente
evocacgdo da memodria consolidada pode levar a dois processos distintos: 1) a reconsolidacdo, desencadeada pela
reativacdo do traco que o deixa mais sensivel a modificaces, o que leva a atualizacé@o através da alteragdo da
memodria original e a incorporacdo de novas informagdes Il) o esquecimento resultante de um déficit na
recuperacdo da memdria original que leva a diminuicao da atividade do traco de memdria. O esquecimento pode
servir como um filtro para remover informagdes desnecessarias. (Alterado de DE OLIVEIRA ALVARES; DO-
MONTE, 2021)

ApoOs a compreensdo do conceito, a organizacdo e as fases da memoria
podem-se explorar os sistemas particulares associados aos diferentes tipos de
memoria, como a memoria social. Também é relevante considerar fatores que
interagem com esses sistemas, como a variagdo na expressao da memoria entre os

Sexos.
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1.1.1 O estudo da meméria social

“Os mais aptos sao, portanto, os animais mais sociaveis, e a sociabilidade aparece como o
principal fator de evolucao, tanto diretamente, ao assegurar 0 bem-estar da espécie e
diminuir a perda de energia, quanto indiretamente, ao favorecer o desenvolvimento da inteligéncia.”

Piotr Kropotkin, Ajuda muatua: Um fator de evolugao (1902)

Memoria Social (MS) é o processo cognitivo de adquirir, consolidar, e
eventualmente, recuperar informacdes sobre individuos coespecificos (LUNARDI et
al., 2021). Animais sociais utilizam da MS como substrato para exibir e organizar
comportamentos apropriados durante interacbes sociais, como agressao, fuga,
cooperacdo e corte (OKUYAMA, 2018). Esses comportamentos podem ser
observados em microrganismos unicelulares, invertebrados e em mamiferos, como
camundongos e seres humanos (CHEN; HONG, 2018). Podemos considerar entéo
que a busca para estabelecer e manter conexdes sociais pode ser uma “necessidade
inata” evolutivamente conservada em espécies gregarias (MATTHEWS; TYE, 2019).

Interacdes sociais envolvem deteccdo e resposta a uma multiplicidade de
modalidades sensoriais que séo integradas de forma dinamica entre os participantes.
Assim sendo, pode haver divergéncias entre espécies em relacdo aos substratos
neurais que sustentam a MS. Posto isso, 0s processos descritos a seguir dizem
respeito ao funcionamento da cognicdo social de camundongos, um dos principais
modelos de estudos para memoria social.

Em camundongos, as caracteristicas olfativas especificas de cada animal
desempenham um papel fundamental como dados priméarios na construcdo da
memoria social. Logo, para que estes animais reconhecam seus co-especificos se faz
necessaria a habilidade de perceber e discernir odores sociais, além do
processamento destas informacdes sensoriais (WYATT, 2010; 2017). Este processo
se da por meio de combinacdes Unicas da ativacao de quimiorreceptores, distribuidos
ao longo do epitélio olfativo principal (MOE) e 6rgao vomeronasal (VNO). Os neurbnios
olfativos enviam projecdes para o bulbo olfatério principal (BO), que processa e
distribui a informagdes para o hipocampo via cortex entorrinal (CE), principalmente
para a porcédo ventral de CA1 (CAlv) e dorsal de CA2 (dCA2) (KELLIHER, 2007,
SANCHEZ-ANDRADE; KENDRICK, 2009; MEIRA et al., 2018; OKUYAMA e al.,
2018). Assim, as informacdes sobre odores conseguem alcancar as areas corticais

superiores envolvidas na consciéncia, assim como areas relacionadas a respostas



17

motivacionais e emocionais, como a amigdala (AMY) e nucleo accumbems (NAc)
(KOGAN te al., 2000; SANCHEZ-AANDRADE; KENDRICK, 2009).

Figura 3: Esquema da memoria social (A) llustragdo dos circuitos neurais da memoria social no
cérebro de camundongos. (B) Diagrama da memdria social nos circuitos. Amy: Amigdala; AOB: bulbo olfativo
acessorio; dCA1: CAl dorsal; dCA2: CA2 dorsal; dCA3: CA3 dorsal; DG: giro denteado; EC: cértex entorrinal;
HIP: Hipocampo; MOB: bulbo olfativo principal; MOE: epitélio olfativo principal; NAc: ndcleo accumbens; vCA1:
CALl ventral; vCA2: CA2 ventral; vCA3: CA3 ventral; VNO: 6rgao vomeronasal. (ADAPTADO DE LUNARDI et al.,
2021)

A pesquisa sobre a neuroquimica da memoria social concentra-se

principalmente no papel dos neuropeptideos ocitocina (OCT) e vasopressina (AVP),
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produzidos no nucleo paraventricular (PVN) e nucleo supraodptico (NSO) do
hipotalamo (CASTEL; MORRIS, 1988). Estudos apontam para a OCT como um
elemento mais importante durante a fase de aquisicdo da memadria (FERGUSON et
al., 2000), enquanto a AVP desempenha um papel crucial na consolidacdo da MS
(FERGUSON te al., 2002). Além desses neuropeptideos, outros neurotransmissores
tém forte ligacdo com a cognicdo social. Pesquisas realizadas com camundongos
knouckout para CB1 no hipocampo, receptores endocanabindides que apresentam
alta afinidade para a anandamida, demonstraram que estes animais apresentam
prejuizos na MS (PALMISIANO et al., 2023).

O género também exerce influéncia na memoria social, Markham e Juraska
(2007) demonstraram que o tempo total de investigacdo de um coespecifico juvenil
durante a tarefa de reconhecimento social em ratos Long-Evans € maior em machos,
guando comparados com fémeas. Ademais, este efeito sexo dependente ndo esta
associado com o ciclo estral em fémeas. Ainda assim, hormoénios sexuais como o
estrogeno podem apresentar efeito modulador na cognicéo social, ffmeas knockout
para receptores de estrogeno apresentam déficit na MS (CHOLERIS et al., 2003). De
forma complementar, a suplementacdo de estrogeno em fémeas ovariectomizadas
beneficia a MS (TANG te al., 2005).

O estudo dos comportamentos sociais em laboratério ndo consegue abarcar
toda a variedade e complexidade ecoldgica vista na natureza, logo, na pesquisa sédo
utilizados ensaios comportamentais e ensaios laboratoriais especificos para inferir
sobre os mecanismos fisiol6gicos e 0s circuitos neurais qgue compdem separadamente
a cognicdo social. A avaliacdo da MS em animais de laboratério pode seguir
diferentes protocolos, mas geralmente o tempo de investigacao olfativa é utilizado
como indicador comportamental. Durante os protocolos pode-se inferir se um animal
experimental reconhece determinado estimulo como familiar ou novo com base no
tempo de investigagdo (DUDAI, 2002; NORMAN; O‘'REILLY, 2003; SQUIRE; WIXTED;
CLARK, 2008). Um dos protocolos mais utilizados para testar a MS foi idealizado por
Thor e Holloway (1934), onde um animal novo € apresentado ao experimental em um
primeiro momento denominado treino, apdés um tempo este animal é reapresentado
ao animal experimental, durante a sessao de teste. O tempo que o animal passa
interagindo durante as sessdes serve como. Indicativo para a formacao ou ndo da MS,

o teste € baseado na premissa de que camundongos tém a tendéncia natural de
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interagir mais com novidades sociais comparada com familiares. Ao se apresentar
simultaneamente dois animais estimulos, denominamos o protocolo como
discriminagdo social, onde se é esperado que o animal reconheca e diferencie entre
os dois (BIRD, 2017). Além disso, tarefas de memdéria social também podem ser
utilizadas para inferir sociabilidade, esperando que o animal explore um coespecifico
novo e/ou prefira um estimulo social a um nédo-social (FERGUSON; YOUNG; INSEL,
2002; KOOIJ; SANDI, 2012; MARKHAM; JURASKA, 2007; PERNA; ENGELMANN,
2015).

Embora a memoaria social sendo um processo altamente dinamico que transita
do nivel molecular até a expressédo de fato do comportamento envolvendo diferentes
regides cerebrais, estudos recentes vém comprovando o papel critico que a regido de
CA2 do hipocampo tem para 0s processos mnemonicos subjacentes a cognicdo
social. No entanto, ainda ha lacunas a serem preenchidas sobre a compreenséo do

funcionamento dessa regiéo.

1.2 O Hipocampo e a ascenséo da regidao de CA2

“A memoria guardara o que valer a pena. A memoéria sabe de mim mais que eu; e ela ndo perde o que
merece ser salvo.”

Eduardo Galeano, Dias e noites de amor e de guerra (2001)

A formacédo hipocampal € um sistema funcional crucial para as memoarias de
longo-prazo (MLP), o aprendizado, a navegagéo espacial e as emog0des. Sua estrutura
€ composta por 4 regides: giro denteado; hipocampo (HIP) (CAl, CA2 e CA3);
complexo subicular (subiculo, pré-subiculo e para-subiculo) e cértex entorrinal
(AMARAL, WITTER, 1989; AMARAL,; LAVENEX, 2007). Este sistema esta conectado
a areas corticais e subcorticais, integrando informacdes de diferentes naturezas
vindas de regides distintas do encéfalo. Dessa forma, as diferentes sub-regides estéo
engajadas de maneira diferente no processamento de informac¢des no hipocampo.
Além disso, a formagé&o hipocampal € uma das Unicas regides do cérebro que continua
a formar novos neurénios durante a fase adulta (ALTMAN, 1962; ALTMAN, 1965).
N&o so6 isso, mas a formacgao hipocampal também apresenta diferencas sexuais em
diversos mamiferos. No entanto, as especificidades e magnitude destas diferencas

ainda ndo séo muito claras, pois podem depender de fatores como idade, metodologia
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e ambiente (KOSS; FRICK, 2017). S&o necessarios mais estudos, principalmente se
tratando das fun¢es do HIP de fémeas.

O hipocampo apresenta uma divisdo ao longo do seu eixo rostro-caudal em
regido: dorsal; intermediaria, com caracteristicas combinadas das por¢des vizinhas; e
ventral. Essa segmentacdo € baseada nas diversas conexdes de entrada e saida
dessas regides, além da distincao funcional entre elas. Enquanto o hipocampo dorsal
(HD) est4 mais vinculado ao processamento cognitivo, o hipocampo ventral (HV)
desempenha um papel na resposta ao estresse e no processamento emocional
(FANSELOW; DONG, 2010; KNIERIM, 2015; MORRIS, 2006; MOSER; MOSER,
1998). Esta divisdo funcional dicotbmica vem sendo contestada, tendo em vista
achados eletrofisiolégicos e anatbmicos recentes, que apontam para uma aparente
divisdo em gradientes funcionais ao longo dos eixos. Esta visdo também é sustentada
pela expressdo génica organizada em dominios funcionais ao longo das areas
(STRANGE et al., 2014).

O fenbmeno da potenciacdo de longo prazo (LTP), uma as formas de
plasticidade sinptica presentes no encéfalo, desempenha um papel crucial nas
funcdes de aprendizado e na formacdo de MLP pelo hipocampo. Os mecanismos
envolvidos na inducdo e manutencdo da LTP variam de acordo com a regido ou
sinapse em gque o fenbmeno € induzido no hipocampo. Interessantemente, a por¢cao
de CA2 apresenta caracteristicas morfofisiolégicas proprias que a destaca das
demais. Dentre essas caracteristicas préprias, CA2 apresenta neurbnios com
dimorfismo sexual (BARTESAGHI, RAVASSI., 1999), padréo de potenciacdo de longa
duracéo distinto e mais resistente quando comparado com as outras zonas do HIP
(ZHAO et al., 2007; KOHARA et al., 2014), além de padrdes de voltagem e corrente
nas sinapses das fibras musgosas menores do que em CA3 (Sun et al., 2017).
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Figura 4 — Hipocampo (A) O circuito tri sinaptico classico da formac¢éo hipocampal. EC: cértex entorrinal;
Para: para-subiculo; Pre: pré-subiculo; Sub: subiculo. (B) Fatia transversal do cérebro de um
camundongo marcada com Nissil (C) Esquema da organizacao geral das subdivises do hipocampo.
Imagens modificadas de AMARAL; LAVENEX, 2006; PAXINOS, 2007)

A area de CA2 é uma pequena regido localizada no HIP que foi descrita ha
mais de 75 anos por Lorente de L6 (1934). Entretanto, esta estrutura foi considerada
por muito tempo como uma regido de transicdo de CAl para CA3 sem fung¢des ou
caracteristicas proprias. Contudo, trabalhos vém demonstrando que CA2 nao so

desempenha papéis importantes nas fun¢des hipocampais de memadria e aprendizado
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(HITTI, SIEGELBAUM, 2014; MEIRA et al., 2018; LEHR et al., 2021) como apresenta
uma citoarquitetura propria que a diferencia das demais regides do HIP (THOMPSON
et al., 2008). Parte das descobertas acerca desta regido sé foram possiveis gragas as
novas técnicas de manipulacdo génica e da descricdo de marcadores moleculares
especificos. Em estudos recentes, apos analisar marcadores de CA2 ao longo dos
eixos dorsoventral e proximodistal, Radizicki et al (2022) sugeriu que a regido, na
realidade, € maior do que o descrito inicialmente. Curiosamente, a area de CA2
compreende uma fracdo maior do hipocampo em primatas humanos e ndo-humanos,
guando comparado com outros animais sociais, como camundongos (LORENTE DE
NO, 1934).

Corroborando com a visédo mais recente das divisdes do HIP, CA2 também
apresenta gradientes de expressao génica diferentes ao longo dos eixos que podem
estar relacionados com funcdes diferentes, desempenhados pela mesma estrutura
(CEMBROWSKI, et al 2016; STRANGE et al., 2014). Em concordancia, registros
eletrofisiol6gicos revelaram que existem gradientes de forcas excitatrias saindo do
cOrtex entorrinal que projetam para células piramidais da por¢éo distal de CA2 com
mais forca, enquanto para a fracdo proximal é menos proeminente (FERNANDEZ-
LAMO et al., et al 2019). Existem diferencas funcionais também no eixo radial, onde
células superficiais e profundas apresentam padrdes de disparos heterogéneos,
particularmente durante as sharp-wave ripples (SWRs) (OLIVA et al., 2016) e
plasticidade sinaptica inibitéria (LOISY; BOUISSET, et al., 2022).

Devido a sua localizacdo centralizada na formacao hipocampal CA2 envia
projecdes excitatdrias para todas as regiées do hipocampo, inclusive para si mesma,
e recebe aferéncias das outras sub-regides do HIP, exceto CAl. (LEHR et al., 2021,
OKAMOTO; IKEGAYA, 2019). Ademais, a circuitaria de CA2 também estabelece
conexdes com outras areas extrahipocampais como o0 nucleo supramamilar,
amigdala, nucleo paraventricular, banda diagonal da area de Broca e rafe medial (CUI
et al., 2013). Os neurdnios piramidais também apresentam morfologia distinta. O
corpo celular € maior que o das células de CAl. J4 os dendritos com excrescéncia
espinhosa e especializacbes poés-sinapticas associadas as fibras musgosas séo

similares as apresentadas em CA3 (DUDEK et al., 2016).
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Figura 5 — Conectividade entre CA2 e regides intra e extra hipocampais. A regido CA2, situada entre
as regibes CA3 e CAL, é essencial na circuitaria hipocampal. As vias aferentes principais chegam via
DG, neur6nios CA3 e neurdnios do cortex entorrinal medial e lateral. A CE projeta profundamente na
regido SR. Neurbnios piramidais da CA2 projetam-se principalmente para neurbnios CAl, com
dendritos no estrato oriens (SO). As entradas extrahipocampais incluem neurénios vasopressinérgicos
no PVN e ndcleo mediano da rafe, além de conexdes reciprocas com nicleo supramamilar (SUM),
septo medial (SM) e banda diagonal de Broca (DBBs). A area CA2 abriga varios tipos de interneurénios
inibitérios, destacando-se pela densidade de interneurdnios imunopositivos para reelina e parvalbumina
em comparagdo com CAl e CA3. (ADAPTADO DE DUDEK; ALEXANDER; FARRIS., 2016)

Em conformidade com as especificidades das conexdes, a regidao de CA2
também apresenta caracteristicas especificas na expressdo de receptores para
neuropeptideos, sobretudo aqueles considerados “sociais” como a vasopressina € a
ocitocina (YOUNG et al., 2006; LEE et al., 2008). Essa por¢éo do hipocampo recebe
a maioria das entradas oriundas do PVN, um dos principais nucleos produtores destes
peptideos (CUI et al., 2013). Estudos com camundongos knockout para o receptor de
vasopressina Avprlb, expressos principalmente em neurbnios piramidais em CA2
(YOUNG et al.,, 2006), mostraram que estes animais apresentavam déficits no
reconhecimento social e em comportamentos agressivos (DEVITO et al.,, 2009;
CYMERBLIT-SABBA ET AL., 2023). Em concordéncia com os dados anteriores,
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animais knockout para receptores de ocitocina em CA2 também apresentam prejuizos
na MS (CYMERBLIT-SABBA ET AL., 2023).

Todas estas conexbes e particularidades regionais possibilitam CA2
desempenhar um papel central na neuromodulagcdo e organizagdo dos processos
mnemaonicos, cognitivos e comportamentais (BENOY et al., 2018). Em se tratando
especificamente de processos mnemonicos, CA2 apresenta uma grande relevancia
funcional no processamento da MS e de memarias espaciais (HITTI, SIEGELBAUM,
2014), sendo a regiao dorsal de CA2 crucial para a formagao da MS, em conjunto com
a regido ventral de CA1 (MEIRA et al., 2018). Quando observado em nivel celular,
durante a formacédo da MS CA2d mais esta relacionado com a formacao da memoaria
de coespecificos novos (MEIRA et al., 2018), enquanto células de CAlv respondem
mais a coespecificos familiares (RAJNISH et al., 2019).

Uma das peculiaridades mais intrigantes de CA2 € a resisténcia a plasticidade
sinaptica, pelo menos nos moldes em que ela é conhecida atualmente. sua Existem
evidéncias que apontam para expressdo diferencial, matrizes extracelulares,
proteinas especificas e janelas de desenvolvimento como agentes causadores deste
fenbmeno (CARSTENS; DUDEK., 2018). Curiosamente, esta resisténcia em gerar
LTP é restrita as sinapses que ocorrem no stratum radiatum (SR), sendo que as
potenciacdes induzidas pelo CE no stratum lacunosum moleculare (SLM) acontecem
normalmente (CHEVALEYRE; SIEGELBAUM., 2010). De forma geral, 0s mecanismos
envolvidos na supresséo da plasticidade em CA2 envolvem regulacao intracelular dos
niveis de calcio, ja que a inducéo de atividade sinaptica ocorre por meio de cascatas
de sinalizacao e atividade celular dependentes do Ca2+ (HERRING; NICOLL et al.,
2016). Quando comparado com a regido de CAl, os dendritos da regido de CA2
apresentam extrusdo menor de calcio e padrao de resposta mais devagar ao célcio
livre (SIMONS et al., 2009), estes achados corroboram com a ideia de respostas
regionais diferenciais nos mecanismos de inducéo de LTP.

Existem também proteinas altamente expressas em CA2 que também atuam
na limitacdo de sua plasticidade sinaptica. A proteina 4 da célula de Purkinje (PCP4),
marcador molecular de fibras musgosas descritos para CA2, € uma das responsaveis
pela resisténcia da area em sofrer LTP (SAN ANTONIO et al., 2014; DUDEK et al.,
2014). Isso se deve ao fato de a PCP4 ser responsavel pela

associacado/desassociacdo do calcio com as calmodulinas. A reguladora de



25

sinalizacao de proteina 14 (RGS14), utilizada para marcar neurénios piramidais em
CA2 (EVANS et al., 2018), também € um agente dificultador da promocéo de LTP, ja
que ela interage com célcio e com a quinase Il dependente de calmodulina (CaMKIll),
proteina fundamental para os processos de plasticidade sinaptica (LEE et al., 2010).
Além disso esta porgao do HIP também é rica em redes perineuronais (PNN’s), que
sdo estruturas especializadas que recobrem neurbnios e dendritos, que sé&o
apontadas como um dos principais freios para a plasticidade singptica (CARSTENS
et al., 2016).

Para além da LTP, a depotenciacdo de longa duracdo (LTD) também vem
sendo alvo de estudos para uma compreensao mais profunda da area, principalmente
no que tange a MS. Estudos recentes vém demonstrando que a LTD em
interneurdnios é crucial para promocao da plasticidade sinaptica inibitoria durante o
processo da aquisicAo da memodria social em camundongos (PISKOROWSKI;
CHEVALEYRE, 2013; LEROY ET AL., 2017). O mecanismo de LTD na area pode ser
induzido de maneira heterogénea, onde um agrupamento de neurdnios responde a
estimulos de baixa intensidade enquanto outros nao (ZHAO et al. 2007). Bem como,
a ativacado de diferentes receptores também leva a depotenciacdo nao-uniforme da
regiao, por exemplo, a LTD em interneurdnios parvalbumina positivos em CA2 atraves
de receptores delta opioides (DOR) é determinante na formacdo da MS
(PISKOROWSKI AND CHEVALEYRE, 2013A; PISKOROWSKI ET AL., 2016).
Igualmente, a LTD em sinapses inibitérias de CA2 mediada por receptores
endocanabindides tipo 1 (CBR1) também é crucial no processo de formacao da MS e
ocorre em interneurdnios CCK+ (LOYSE et al., 2022). A ocorréncia de LTD inibitoria
(iLTD) nos interneurdnios em CA2 é um mecanismo primordial para formacédo da
memodria, j& que leva a desinibicdo dos neurdnios piramidais da area e possibilita a

ocorréncia de LTP que antes era restringida (LOYSE et al., 2022).

1.3 Isolamento social

“A natureza parece muito particularmente interessada em implantar em nds a necessidade das

relagbes de amizade e Aristoteles afirma que os bons legisladores se preocupam mais com essas relagdes do
que com a justica. E verdade que amizade assinala o mais alto ponto de perfeicéo na sociedade. Em geral
sentimentos a que damos o nome de amizade, nascidos da satisfacdo de nossos prazeres, das vantagens que
usufruimos, ou de associagfes formadas em vista de interesses publicos ou privados, sdo menos belos, menos

generosos, e participam tanto menos da amizade, a qual tem outras causas, visa a outros fins.”
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Montaigne, Ensaios (1984)

Espécies que formam estruturas organizadas socialmente dependem de
conexdes sociais para a manutencéo da sua saude e sobrevivéncia (EISENBERGER,
2012). Viver em sociedade é uma estratégia evolutivamente bem conservada ao longo
do tempo, j& que a vida em grupo ajuda na procura de recursos, protecdo mutua,
divisdo de trabalho, oferece suporte emocional e facilita o encontro de pares para
reproducdo. Porém, a vida em sociedade também oferece riscos e custos como a
competicdo e aumento da taxa de transmissao de patdgenos (ALEXANDER, 1974).

Mecanismos neurais, hormonais e genéticos que auxiliam na manutencdo
destas sociedades evoluiram de maneira conjunta com a estratégia de formar grupos.
Logo, para manter e garantir a socializacédo, existe um sistema homeostéatico social
gue detecta perturbacdes nas relacdes sociais e coordena mecanismos efetores para
restabelecer o contato social (LEE; CHEN & TYE, 2021). Assim, o isolamento social
(IS) pode ser considerado uma ameaca a sobrevivéncia destas espécies, além de uma
condicdo perturbadora da homeostase social.

Em humanos, o conceito de isolamento social pode ser expandido para a
percepc¢ao subjetiva da condi¢éo do isolamento, comumente denominada de solidao,
ndo se atendo somente a condi¢Bes exclusivamente fisicas de espaco. A existéncia
de contatos sociais frequentes nao prediz, por si s6, a percepcdo da qualidade das
conexdes sociais (HAWKLEY et al, 2008; WHEELER; REIS; NAZLEK, 1983).
Condicdes como exclusdo social, baixa quantidade ou qualidade nas interacbes
sociais e discriminacao social podem ser consideradas condi¢cfes analogas a solidao,
podendo ser interpretadas como estressores pelo individuo que podem buscar
maneiras de evitar sofrer com as consequéncias destes estados (MATTHEWS; TYE,
2019).

Estudos epidemiolégicos vém apontando para uma relacdo causal entre o
isolamento social e a salde das pessoas (HOLT-LUNSTAD et al., 2010;
PERISSINOTTO; COVINSKY, 2014). Em relagdo as func¢des cognitivas o IS pode
acentuar a percepcdo de estimulos sociais negativos (SHINTEL, CACIOPPO;
NUSBAUM, 2006), contribuir no desenvolvimento de transtornos afetivos (IERACI;
MALLEI; POPOLI, 2016), disturbios de personalidade, transtorno de ansiedade,
depressado e aumento no risco da doenca de Alzheimer, deméncia (CACIOPPO et al.,
2006; DENIRO, 1995; MATTHEWS et al., 2016; WILSON et al.,, 2007; HOLMEN,
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ERICSSON, WINBLAD, 2000). Para além do psicoldgico, o IS também contribui no
declinio da saude fisica, ao alterar mediadores comportamentais e mecanismos
biolégicos, como a qualidade do sono e pressdo sanguinea (CACIOPPO, 2020). Ao
serem modificados pelo isolamento, estes mediadores podem levar ao aumento da
morbidade e mortalidade de doencas cardiovasculares (HAWKLEY; CACIOPPO,
2003), desregulacao da resposta inflamatoria e neuroendécrina (EISENBERG et al.,
2017; HACKETT et al, 2012) e desenvolvimento de sindromes metabdlicas
(HAWKLEY, 2006).

Social Connection
Social Isolation +—— Loneliness

Quantitative, Objective Qualitative, Subjective
structural: marital status, appraisal: perceived
social network size, lack of intimacy or

frequency of social contacts  of adequate social ties

/1N

Health Impacts

e.g., living alone, bereavement, e.g., cardiovascular disease, Mortality
sensory impairment, poor health, stroke, incident dementia, S—:
depression, cognitive and functional depression, suicide
limitations
\ | /
Mediators

Behavioral: lifestyle, sleep, medical adherence
Psychological: appraisal/biases, stress
Biological: inflammation, blood pressure,
neurcendocrine function, gene expression

Figura 6 — Esquema que resume os efeitos do isolamento social na satide e mortalidade e a relagdo dos
fatores de risco e mediadores comportamentais, psicolégicos e biolégicos. (Adaptado de DONOVAN; BLAZER.,
2020)

Nem sempre os fatores causais por detras das alteracdes bioldgicas causadas
pelo IS séo possiveis de serem estudados de maneira conclusiva em humanos, por
iSs0, para compreender os mecanismos e alteracdes estruturais sao utilizados como
objetos de estudo espécies de animais gregarios. Com isso, pode-se fazer alteracdes
em alvos biologicos especificos e manipulacdes que ajudam a elucidar melhor os
efeitos do IS.

Nosso grupo tem se dedicado a entender como o IS de 7 dias afeta a cognigéao

e memoria social dos animais. Nossos resultados também suportados por outros
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achados demonstraram que o IS causa diminuicao de areas cerebrais (BURROWS et
al., 2011; GUARNIERI et al.,, 2020) disturbios na neurotransmissado do glutamato
(ALMEIDA-SANTOS et al., 2019), dopamina no bulbo olfatério (GUARNIERI et al.,
2020). Além disso, a falta de contato social pode reduzir a neurogénese em animais
adultos (GUARNIERI et al., 2020; SCHOENFELD; GOULD, 2012), levar a alteracbes
comportamentais, alteracdo de sintese proteica (WALLACE, 2009) e prejuizos
mnemonicos (GUARNIERI et al., 2020; GUSMAO et al., 2012a; MONTEIRO et al.,
2014). Curiosamente, a promocédo da neurogénese através do enriquecimento social
(MONTEIRO et al., 2014) e a ressocializacdo (RIVERA et al, 2020) sdo condicdes

capazes de reverter 0s prejuizos causados pelo isolamento na MS de longa duracéo.
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2.  JUSTIFICATIVA

Manter conexdes sociais de qualidade € um agente fundamental na dinamica
e sobrevivéncia dos seres sociais ao longo de todo reino animal. Sabe-se que os
comportamentos sociais sdo constructos complexos que tém como base a memaria
social. A regido de CA2 do hipocampo sexualmente dimérfica é uma area sensivel a
mudancas ambientais, além de desempenhar um papel central na cogni¢do social e
processamento de MS (LOYSE et al.,, 2023, MEIRA et al., 2018). Estudos vém
demonstrando um papel primordial da sinalizagdo endocanabindide no
processamento e formacdo da memoria social (KOMOROWSKA-MULLER et al.,
2021). Como a regido de CA2 também esta intimamente implicada na formacéo da
memo©ria social, decidimos investigar o papel dos receptores CB1 na fase de evocacgéo
da memoria social de camundongos machos e fémeas. Ao se considerar relacfes
sociais como uma necessidade inata, o isolamento social se apresenta como um fator
de risco no desenvolvimento de prejuizos cognitivos e diminuicdo da longevidade, esta
condicdo causa alteracbes bioquimicas, moleculares, morfoldégicas e funcionais
(ALMEIDA-SANTOS et al., 2019; GUARNIERI et al., 2020; MUMTAZ et al., 2018). Os
efeitos do isolamento social (IS) na cogni¢édo social e seus mecanismos neurais ainda
nao foram completamente compreendidos. Notavelmente, ha uma lacuna significativa
de conhecimento, especialmente quando se trata dos efeitos do IS em fémeas. Além
disso, arelacéo entre 0 IS e aregido de CA2, conhecida por ser crucial para a memaoria
social, permanece pouco explorada. Dessa forma, com este trabalho buscamos
investigar o papel dos receptores CB1 em CA2 na evocacado da memdria social de
machos e fémeas e entender se o IS social pode induzir mudancas funcionais e

morfologicas em CA2 de maneira sexo dependente.
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3. OBJETIVO

Investigar o papel do ténus inibitério modulado pelos receptores CB1 da
regido de CA2 na memodria social e se o isolamento social também esté relacionado
com alterag@es fisiologicas e morfologicas do balanco inibitério da area, além de

avaliar se estes efeitos sao sexualmente dimorficos.

3.1 Objetivos especificos

. Avaliar se os camundongos C57 machos e fémeas expressam
preferéncia a novidade social e memoria social de maneira similar.

° Investigar se o bloqueio de receptores CB1 prejudicam a evocacéo da
memo©ria social de camundongos machos e fémeas.

. Verificar se os efeitos do isolamento social de 7 dias na memdria social
séo sexualmente dimorficos.

° Analisar se o isolamento social altera a quantidade de interneurdnios na

regido de CA2 e se existe diferengas entre 0s sexos.
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4. MATERIAIS E METODOS
4.1 Animais

Todos os protocolos experimentais utilizados foram aprovados pelo Comité de
Etica no Uso de Animais (CEUA) da universidade Federal de Minas Gerais (UFMG)
(N° do protocolo: 150/2022) (Anexo)

Foram utilizados como animais experimentais camundongos machos e
fémeas da linhagem C57/BJ6 com idade entre oito e doze semanas e como animais
estimulos camundongos juvenis com idade entre 21 a 32 dias como estimulo social
para os testes comportamentais. Com intuito ético de diminuir a quantidade de animais
submetidos a experimentacdo, quanto atingida a idade adulta, os animais juvenis
utilizados como estimulos sociais também foram usados como animais experimentais.

Os animais foram mantidos no Biotério de Experimentacdo do Departamento
de Fisiologia e Biofisica em gaiolas padrdo (30X20X13cm), com no maximo cinco
animais por gaiola, dentro de uma estante com temperatura ambiente de 22+1°C,
umidade entre 40-70%, ciclo claro-escuro de 12/12 horas e receberdo comida e agua
ad libidum. Os animais socialmente isolados foram alojados individualmente em uma
gaiola padrdo com o uso de microisolador por um periodo de 7 dias nas mesmas

condicBes descritas acima.

4.2 Cirurgia estereotaxica para implantacdo de canulas guias

Para implantacdo das canulas guias na regido de CA2 do hipocampo, 0s
animais foram anestesiados com Isofluorano (inducdo:5%; manutencéo:1-5%) e
posicionados no aparelho estereotaxico. Para a manter a anestesia gasosa durante a
cirurgia, foi utilizado um vaporizador universal (IFAB - Materiais hospitalares, Sao
Paulo, Brasil) onde o Isofluorano foi colocado em liquido, vaporizado e misturado com
oxigénio para ser bombeado ao longo de um tubo. No terminal deste tubo ha um
suporte que permite o encaixe do focinho do animal. O Vaporizador conta com
valvulas que permitem o ajuste da mistura de Isofluorano com o oxigénio. Para evitar
o ressecamento dos olhos durante a cirurgia, os olhos foram lubrificados com salina
0,09%, j& 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¢cdes de iodopovidona (PVPI 10%) seguida de etanol 70%,

usando um cotonete. Em seguida, uma injecéo subcutanea de lidocaina diluida a 0,5%
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com soro fisiolégico em uma concentracao de 5mg/Kg foi administrada e apés alguns
minutos o cranio foi exposto através de uma incisdo com bisturi. O periésteo foi
removido, o bregma e o lambda foram alinhados. O bregma foi a referéncia para as
coordenadas (adaptadas de PAXINOS) utilizadas para a implantacdo das canulas
guias em CA2 (em mm: AP -2.00; LL +2.30; DV -1.67). Foi realizada a trepanacao
bilateral utilizando uma broca odontolégica nos locais correspondentes as
coordenadas anteroposteriores (AP) e latero-laterais (LL). As canulas guias (22G,
7mm) foram colocadas num adaptador fixado a torre do estereotaxico e foram
abaixadas lentamente através dos orificios abertos anteriormente até atingirem a
coordenada dorso-ventral (DV). 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 o0sso frontal para aumentar a fixacdo do capacete. A regido do cranio
exposta foi coberta por resina acrilica formando um capacete. Apds o procedimento
cirargico os animais foram alocados em suas caixas, receberam administracdo de
soro ringer lactato (10mL/kg;s.c) num volume de 0.25mL e uma dose intramuscular de
Tramadol 5mg/kg, considerando o peso médio do camundongo adulto como 25g.
Aguardamos 7 dias para que os animais se recuperem do procedimento cirdrgico.
Logo apds, os animais sdo submetidos a tarefa de reconhecimento social (ALMEIDA-
SANTOS et al., 2019; PEREIRA et al., 2019; GUARNIERI et al., 2020; GUSMAO et
al., 2012; MONTEIRO et al., 2014) ap06s infusdo de drogas.
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Figura 7 - Cirurgia estereotaxica. Implantacéo de canulas em CA2 em camundongos C57BLS6.

4.3 Verificagao do posicionamento das canulas e eletrodos

As fatias obtidas dos cérebros dos animais que passardo pela cirurgia
estereotaxica serdo coradas com vermelho neutro e observadas na lupa. Foram
utilizados nas analises finais somente os animais que tiveram a presenca das canulas

guias confirmadas na regido de CA2.
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Figura 8 - Corte histolégico para verificacdo do posicionamento das canulas-guia, cujo alvo

foi o cornus ammonis 2 (CA2). A seta indica o alvo da injec&o.

4.4 Testes Comportamentais
4.4.1 Tarefa de Preferéncia por Novidade Social (PNS)

Para avaliar o comportamento social afiliativo e a tendéncia pelo estimulo
social novo, adaptamos o protocolo de PNS desenvolvido por Moy et al, (2003) da
camara de 3 compartimentos. Em suma, o teste consiste em quantificar o tempo que
um animal experimental passa investigando socialmente um animal desconhecido e
um familiar em um aparato dividido em 3 compartimentos.

Antes do inicio do teste todos os animais foram aclimatados ao ambiente onde
o teste foi realizado por pelo menos 1 hora com acesso a agua e bebida ad libitum e
a uma incidéncia luminosa de 10 lux. Antes de iniciar a tarefa os animais estimulos
foram habituados por 10 minutos aos cilindros onde foram apresentados aos animais
experimentais.

Os animais experimentais foram deixados explorando livremente a caixa de 3
compartimentos durante 20 minutos com os cilindros metalicos vazios posicionados
nos compartimentos esquerdo e direito durante o periodo de habituacdo. Passado o
periodo de habituacéo, o animal era posicionado no compartimento central e 0 acesso
aos compartimentos laterais era restringido por tampas para que 0s animais que
serviriam de estimulos sociais fossem posicionados. Entdo, em cada lado da caixa foi
colocado dentro de um cilindro um animal desconhecido e outro familiar da mesma
caixa, sendo estes do mesmo sexo e idade aproximada do animal experimental. Para
evitar vieses os lados em que os animais familiar e novidade foi sendo alternado entre
um animal experimental e outro. Em seguida, as tampas foram retiradas e foi
contabilizado o tempo que o animal experimental passa explorando socialmente os
animais novidade e familiar durante o periodo de 5 minutos.

Para avaliar a capacidade de distingéo entre a novidade social e um estimulo
social conhecido, compara-se o tempo em que 0 animal experimental explora os
individuos novos e o individuo familiar. Em condi¢des naturais, os animais preferem
explorar o estimulo que apresenta uma novidade para eles. Logo, espera-se que 0S
animais passem mais tempo explorando a novidade do que o familiar da mesma caixa.

Sdo desconsiderados da analise final que passaram por intempéries durante as
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sessOes do teste, como fuga do animal juvenil ou experimental, comportamentos
anormais repetitivos, animais em sofrimento aparente, interrup¢cdes durante o teste

que alterassem o comportamento significativamente etc. Todo o experimento foi

gravado.
FAMILIAR NOVIDADE
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Figura 9 — Esquema do teste de preferéncia social que visa avaliar a predilecdo de um
camundongo experimental entre investigar um estimulo social novo em compara¢gdo com um outro
familiar, normalmente roedores tendem a preferir a novidade social. Em um primeiro momento o animal
experimental é habituado livremente a caixa de trés compartimentos durante 20 minutos. Ao final deste
tempo, as portas dos compartimentos laterais sdo fechadas e o animal experimental fica restrito ao
compartimento central enquanto um animal familiar e outro novo sdo acondicionados dentro dos
cilindros nos compartimentos opostos. Logo apés, comega a fase de teste onde as portas séo reabertas
e o animal é livre para explorar durante 5 minutos os estimulos sociais. A preferéncia € testada pelo

tempo que o animal explora socialmente cada um dos animais familiares e novidades.

4.4.2 Tarefa de Reconhecimento Social (RS)

Para avaliar a memoria social foi utilizado um modelo de tarefa de
reconhecimento social adaptado de Thor e Holloway (1982), denominado Paradigma
Residente-Intruso. O experimento consiste na inser¢cao de um animal juvenil (intruso)
na caixa de um animal adulto (residente) a fim de que se quantifique o tempo de
exploracéo social.

Antes do inicio do teste todos os animais foram aclimatados ao ambiente onde
o teste foi realizado por pelo menos 1 hora com acesso a agua e bebida ad libitum.
Na etapa inicial o animal residente sera habituado a gaiola e ao cilindro metalico vazio

por 20 minutos a uma incidéncia luminosa de 10 lux. Imediatamente apos a



36

habituacao, foi iniciada a sesséo de treino (TR), onde o animal juvenil foi colocado no
interior do cilindro por 5 minutos. Durante todo o treino, foi contabilizado com o auxilio
de um cron6metro digital de mao o tempo de investigagdo social (consideramos
investigagéo social o tempo que o animal adulto mantém o focinho e as vibrissas nos
orificios do cilindro). A memdéria de longa duracéo foi testada 24 horas apos o treino
na sessao de teste (TT), onde todo o procedimento do TR é repetido tendo o tempo
de investigacéo social também contabilizado durante 5 minutos (ALMEIDA-SANTOS
etal., 2019; GUARNIERI et al., 2020; GUSMAO et al., 2012; MONTEIRO et al., 2014).

Em condi¢cdes naturais, espera-se que o tempo de investigacdo do animal
intruso pelo residente diminua no segundo encontro quando comparado ao primeiro,
ja que camundongos apresentam o comportamento inato de investigar mais aquilo
que é novidade. Se houver uma diminui¢éo estatistica no tempo de exploracédo entre
0 momento de apresentacao do juvenil (TR) e o tempo de teste (TT), considera-se que
o animal residente reconhece o intruso. Isso significa que o tempo de investigacao
durante o teste € menor. Por outro lado, se o tempo for semelhante, conclui-se que o
animal ndo se lembra do juvenil apresentado 24h antes.

Sao desconsiderados da analise final animais que exploraram menos de 20
segundos no TR, pois considera-se que este tempo ndo é suficiente para formacao
da memodria social. Foram excluidos também animais que passaram por intempéries
durante as sessOes do teste, como fuga do animal juvenil ou experimental,
comportamentos anormais repetitivos, animais em sofrimento aparente, interrupcoes
durante o teste que alterassem o comportamento significativamente etc. Todo o

experimento foi gravado.
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Figura 10 — Esquema da tarefa de reconhecimento social. No primeiro dia da tarefa, ocorre a

habituacdo do animal experimental durante 20 min ao aparato no qual serd realizado o teste, em
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seguida, durante a sessao de treino, o estimulo social é inserido no cilindro e pode ser investigado por
5 min. A memodria social de longo-prazo é testada 24h depois em uma sesséo de teste que é idéntica

ao treino e precedida pela habituacéo.

4.5 Administracédo de droga
4.5.1 AM251

AM251 é uma droga utilizada em estudos sobre os efeitos gerados pelo
sistema endocanabindide, j& que € uma droga com mecanismo de acdo do tipo
antagonista seletivo com grande afinidade para os receptores canabindides CB1. Ao
ocupar esses receptores o AM251 impede a ligacéo de outras substancias ao sitio de
ligacdo, resultando no bloqueio da acdo de endocanabindides relacionados com 0s
receptores CB1. Utilizamos o AM251 para avaliar o papel da sinalizacdo de
endocanabindides ligados aos receptores de CB1 na regido de CA2 durante a
evocacao da memoria social.

Para isso, foi injetado o volume de 0,25 pl bilateralmente (0,5 pl/por animal)
com auxilio de uma canula injetora (30G, 12mm), acoplada a um tubo de polietileno e
a uma seringa Hamilton de 5ul. A droga foi preparada dissolvendo AM251 em uma
solucéo veiculo contendo 80% Salina 0,09%, 10% DMSO e 10% Cremophor.

A injecdo ocorreu 30 minutos antes do teste de reconhecimento social, onde
os animais foram gentilmente contidos para insercdo da mangueira de injecado nas
canulas guia. Apos cada injecdo, esperamos pelo menos 60 segundos para retirar a
mangueira para garantir que todo conteudo foi entregue. Os animais controle
receberam o mesmo volume de injecdo contendo somente a solucéo veiculo. Ambas

as solucdes foram preparadas no mesmo dia do uso.

IMPLANTAGAO DE TREINO A TESTE
CANULAS EM CA2 (5 MIN) INJECRO AM261 (5 MIN)
7 dias 24h 230 min

Figura 11 — Esquema explicativo do processo de injecdo seguido da tarefa de reconhecimento social.

As canulas guias sé@o implantadas na regido de CA2 através da cirurgia estereotaxica. Apés 7 dias de
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recuperacdo o0s animais sdo submetidos a tarefa de reconhecimento social, sendo que o AM251 é

injetado 30 minutos antes da sesséo de teste.

4.6 Imunofluorescéncia (IF)

Apébs o fim dos experimentos comportamentais, 0s animais passaram pela
perfusdo intracardiaca. Para isso, eles receberam injecdo intraperitoneal com
cetamina (100mg/kg) e xilazina (10mg/kg) e tiveram a sensibilidade a dor averiguada
pelo reflexo de retirada da pata. Na auséncia de sensibilidade, o coracao foi perfundido
com 20 mL de tampédo fosfato e salina 0,01M (PBS 0,01M: Na2HPO4 10mM, KH2PO4
1,8 mM, NaCl 137mM, KCI 2,7mM; pH=7.4) seguidos de formaldeido 4% (m/v) em
PBS 0,01M (PFA 4%).

Imediatamente ap0s a perfuséo, os cérebros foram removidos e armazenados
em PFA 4% entre 12-24h. Em seguida, eles foram transferidos para uma solucéo de
sacarose 30% (m/v) em PBS 0,01M, onde permaneceram até serem fatiados.

Com o auxilio de um criostato, foram obtidas fatias de 40pym das regides
(colocar a referéncia e imagem do inicio e fim de CA2 do Paxinos). As fatias foram
armazenadas em solucao crioprotetora (sacarose 30% m/v, polivinilpirrolidona PVP
1% m/v, PBS 0,01M 50% v/v e etileno glicol 30% v/v) até a realizacéo da IF.

A Imunofluorescéncia foi realizada em placas de 16 pocos, sendo 1 posso
para cada animal, contendo 12 fatias de hipocampo selecionadas seguindo o método
estereoldgico de Sterio (1984). Os processos foram realizados com o auxilio de um
agitador em velocidade minima, fora quando explicitado todos os processos foram
feitos em temperatura ambiente. Primeiramente, as fatias passaram por dois
processos de lavagens, a primeira com 10 lavagens de 6 minutos em PBS 0,01M e a
segunda com 1 lavagem de 15 minutos em Borohidreto de Sodio (NaBH4) 0,01M. Em
seguida, foi realizado o bloqueio de sitios de ligacBes inespecificas utilizando BSA 3%
diluido em PBS-T 0,03% durante 60 minutos, sucedido por mais 10 lavagens de PBS
0,01 M. Logo apos, foi realizada a incubagcéo overnight a 4°C com os anticorpos
primarios mouse anti-GAD-67 na concentracao de 1:500 ul (Sigma, MAB5406) e rabbit
anti-PCP4 na concentracdo de 1:200 ul (Sigma, HPA005792). Ao término do
overnight, as fatias passam por mais 5 lagens de 6 minutos com PBS 0,01M. Apoés
esta etapa, todos os procedimentos foram feitos na penumbra, evitando luz direta nos
tecidos para preservar os fluoroforos. Dando sequéncia, as fatias sdo incubadas

durante 120 minutos com os anticorpos secundarios Alexa 568 anti-mouse (inserir



39

marca) e Alexa 488 anti-rabbit (inserir marca), ambos na concentracdo de 1:1000
diluidos na solucao de bloqueio. Dando continuidade, as fatias passaram por mais 5
lavagens com PBS 0,01M e uma lavagem com DAPI. Apés o processo, as fatias foram
deixadas secando, em seguida foram montadas em laminas magnetizadas
positivamente carregadas (Superfrost® Plus) cobertas por meio de montagem
fluoromount™ e vedadas com esmalte acrilico. Por fim, as laminas montadas foram

armazenadas em um recipiente protegido da luz a 4°C.

4.7 Aquisicao das imagens

A regido CA2 dos hipocampos dorsal e ventral foram fotografadas em
ampliagdes de 10X, 20X e 40X usando o0 microscopio de luz Axiolmager M2-Zeiss
System. Filtros especificos foram utilizados para cada comprimento de excitagdo dos
fluoréforos, juntamente com o software Carl Zeiss Axiovision 4.8.

Para capturar as imagens, foram padronizados os parametros de aquisicao
(tempo de exposicéo, ganho digital, brilho e contraste) para garantir uma ampla gama
de intensidades de sinal. Esses parametros foram estabelecidos com base em
amostras adicionais, sem afetar a obtencdo do sinal das amostras experimentais, e
foram mantidos consistentes ao longo de todas as capturas de imagens. Todas as

imagens capturadas foram salvas no formato ZVI.

4.8 Andlise das imagens

O marcador DAPI e PCP4 foram usados para identificar a regido de CA2 nas
imagens capturadas com uma objetiva de 20X, sendo o PCP4 para as fibras
musgosas que delimitam a area e o DAPI para o nucleo das células. Damos
seguimento as analises no software ImageJ, todas as imagens foram ajustadas para
uma escala com base nos valores de corre¢ao do software Carl Zeiss Axiovision 4.8
(um/pixel). A area correspondente a CA2 foi delineada, e a autofluorescéncia de fundo
foi removida em todas as imagens. Depois disso, as imagens foram convertidas para
8 bits, e a sobreposicdo entre GAD67 e PCP4 foi calculada usando o plugin
colocalization threshold. Os resultados foram apresentados em particulas por

micrémetro quadrado, considerando a area total analisada.
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Figura 12 - Sequéncia de métodos para a quantificacdo de GAD67 e PCP4 em CA2. neurogénese. Os
animais foram anestesiados e passaram pela perfusdo cardiaca seguida de retirada dos cérebros.
Posteriormente, com o auxilio do criostato, foram obtidas fatias contendo a regido de CA2 do
hipocampo dorsal e ventral. Essas fatias foram utilizadas para o ensaio de imunofluorescéncia (IF) anti-
PCP4 e anti-GAD67, proteinas presentes em fibras musgosas de CA2 e interneurdnios,
respectivamente. Mais tarde, a regido de CA2 foi fotografada com o auxilio de um microscépio no
aumento de 20x. Foi analisado o nimero de células marcadas de ambas as proteinas / area com o

auxilio do software ImageJ.

4.9 Analise estatistica

Os dados obtidos foram submetidos ao teste de normalidade Kolmogorov-
Smirnov no software Graphpad Prism 9. Sendo que todos os dados foram expressos
como média * erro padrdao da média e considerando o nivel de significancia a=0,05.
Para avaliar as diferencas entre 0os grupos e os efeitos de tratamentos foi utilizada a
analise de variancia de trés vias (Three way ANOVA) ou de duas vias, seguida pelo
Post hoc Bonferroni. Para comparacdes dentro do mesmo grupo foi utilizado a analise
de variancia de uma via (One way ANOVA). A comparacao direta entre dois grupos

foi realizada utilizando um teste t ndo pareado.
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5. RESULTADOS

5.1 Camundongos C57BI6 machos e fémeas apresentam preferéncia

por novidade social

A fim de estudar déficits em interagbes sociais em modelos animais de
autismo, Moy et al (2003) desenvolveu um teste comportamental capaz de mensurar
a preferéncia por novidade social em camundongos, baseado na predilecéo inata de
murinos em explorar o que € novo. Mesmo sendo um teste amplamente utilizado,
ainda ha controvérsias sobre sua eficdcia em algumas linhagens de camundongos
(Moy et al., 2004; Pearson et al., 2010), além de poucos estudos que contenham
resultados obtidos em fémeas (Shirenova et al., 2023). Sendo assim, comparamos a
preferéncia por novidade social em camundongos machos e fémeas da linhagem
C57/BL6, com o intuito de observar se a expressao do comportamento de preferéncia
por novidade social é sexo dependente.

Quantificamos quanto tempo o animal experimental passa investigando um
animal estimulo familiar da mesma caixa e o outro animal ndo conhecido, sendo
ambos coespecificos do mesmo sexo e com idade aproximada. Os resultados também
foram analisados utilizando o teste ANOVA de duas vias com Post hoc Bonferroni de
multiplas comparacdes para verificar se ha efeito do sexo no tempo de exploracéo dos
animais. Nesta analise foi demonstrado que tanto fémeas (p = 0,0056) quanto machos
(p = 0,0021) apresentam diferenca no tempo de exploragéo entre os individuos, sendo
gue ambos apresentaram preferéncia pelo animal desconhecido (Figura 1).

N&ao foram identificados nos resultados efeitos do sexo quando comparada a
média entre 0s grupos de machos e fémeas. Houve diferenca no tempo de exploracao
(F [1, 12] = 31,82; p= 0,0001) e na relacdo do tempo de investigacdo social entre
novidade e familiar (F [12, 12] = 3,298; p=0,0244). Portanto, pode-se afirmar que
camundongos machos e fémeas apresentam preferéncia por novidade social de

maneira ndo dependente do sexo.
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Figura 13 - De forma similar, machos e fémeas apresentam preferéncia por novidade social.
Ja que passam mais tempo interagindo socialmente com camundongos um camundongo do mesmo
sexo desconhecido do que com um j& familiarizado pertencente a mesma caixa. Os dados foram

expressos como média + erro padrdo da média.

Por seguinte, nos perguntamos se o tempo em que o animal experimental
passou investigando os estimulos, tanto familiar quanto novidade, era igual entre os
sexos. Para isso, utilizamos um teste t ndo pareado para comparar as médias do
tempo total de exploracdo. Os resultados demonstram que existe uma diferenca entre
machos e fémeas na quantidade de tempo despendido investigando socialmente os
outros sujeitos durante a tarefa comportamental (Figura 2) (p = 0,0410, t (27) = 2,146),
sendo que as fémeas apresentam um tempo de exploracdo maior quando comparada

com oS machos.
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Figura 14 — Teste T comparando machos e fémeas em relagdo a quantidade de tempo total
de investigacao durante o teste. Em média, as fémeas passaram mais tempo investigando socialmente
os estimulos sociais, tanto novidade quanto familiar, quando comparadas com os machos durante a
tarefa. Média das fémeas (19,31) e machos (30,15); Diferenca entre médias 10,84 + 5,052.

5.2 Camundongos C57BI6 machos e fémeas agrupados séo capazes de

formar MS de maneira semelhante

Apos confirmarmos que ambos 0s sexos apresentam preferéncia por
novidade social de maneira semelhante, nos perguntamos se 0S animais
apresentavam MS ao serem submetidos ao paradigma de reconhecimento social
(ALMEIDA-SANTOS et al., 2019; GUARNIERI et al., 2020; GUSMAO et al., 2012a;
MONTEIRO et al., 2014; THOR, HOLLOWAY ., 1982) que depende do comportamento
inato de preferéncia por novidade social.

Foi utilizado nas analises estatisticas o teste ANOVA de duas vias com Post
hoc Bonferroni, tendo-se como variaveis o tempo de investigacdo do juvenil nas
sessOes da tarefa e 0 sexo dos animais. Verificamos que o tempo gasto explorando o

animal juvenil em machos (p = 0.002) e fémeas (p=0.005) na sesséao de teste foi menor
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guando comparado com a sessédo de treino nos camundongos machos e fémeas. O

teste ndo encontrou efeito do sexo nos resultados obtidos.
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Figura 15 — Camundongos C57/B6 machos e fémeas apresentam MS. ANOVA de 2 vias do
tempo de investigacdo dos juvenis durante o TR e TT de machos e fémeas. Durante o TT de ambos
0S grupos o tempo de investigacdo foi menor quando comparado com o TR, demonstrando assim que
0s animais lembraram do juvenil apresentado 24h antes do TT. Os dados foram expressos como
média + erro padrdo da média.

Investigamos também através de um teste-t ndo pareado se havia diferenca
entre machos e fémeas no tempo total gasto investigando o juvenil durante toda a
tarefa, ou seja, somando o tempo do TR e TT. Nao foi encontrada diferenca (p=
0,6451) entre os grupos, indicando que machos e fémeas néo diferem no tempo gasto

investigando os juvenis.
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Figura 16 — Comparacdo entre o tempo de exploracdo de fémeas e machos para avaliar
interesse pela interacdo social. O teste t ndo pareado ndo encontrou diferengas no tempo de
investigacao total, soma do TR e TT, entre 0os grupos machos e fémeas. Mostrando assim, que

ambos os grupos investigaram os juvenis por periodos semelhantes.

5.3 Diminuicdo nainibicdo de interneurbnios através do bloqueio de
receptores CB1 naregido de CA2 do hipocampo de camundongos machos e

fémeas agrupados impede a evocacdo da meméria social

Tendo em vista os resultados anteriores de que o IS reduz a liberacao de
GABA em CA2, nos perguntamos se a diminuicdo da inibicdo de interneurénios na
regido prejudicaria a evocagcdo da MS em camundongos agrupados. Os estudos de
Loyse et al. (2022), demonstraram que a sinalizagdo endocanabindide através de
receptores CB1 em CA2 é primordial para a formagdo da MS. A ativacdo dos
receptores CB1 induz LTD nos interneurénios da area, diminuindo a inibicdo de CA2,
0 que torna os neurbnios piramidais da regido propensos a disparar potenciais de
acao.
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Por isso, avaliamos o papel da inibicdo na regido utilizando o bloqueador de
receptores endocanabindides CB1 AM251 durante a evocacdo da memaria social e
submetemos os animais a tarefa de reconhecimento social.

Neste experimento os animais receberam uma injecdo contendo salina ou
AM251 na regido de CA2 30 minutos antes da realizacao da fase de teste. Logo apos,
0s animais foram sacrificados e a posicéo das canulas confirmadas. Submetemos os
resultados a anélise ANOVA de trés vias para com Post hoc Bonferroni de mdultiplas
comparacdes. O teste comparou o efeito do tratamento na diferenca do tempo de
exploracdo entre o treino e o teste dos animais.

Neste conjunto de dados consideramos na analise machos e fémeas como
um grupo Unico grupo, ja que o n amostral de cada grupo esta baixo e segundo
resultados apresentados anteriormente (Figura 15) ambos os sexos sao capazes de
realizar a TRS sem especificidade de sexo. Utilizamos o teste ANOVA de duas vias
com Post hoc Bonferroni de multiplas comparacdes. Nossos dados demonstram que
a injecdo de AM251 prejudicou a evocacdo da memoéria social (p >0.9999). Assim
como o esperado, 0s animais que receberam injecdo de salina foram capazes de
formar e evocar a memaria social (p = 0.0008). Foi identificado também interacdo entre
Tratamento x TR/TT [p = 0.0086; F (3, 8) = 8,001]
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Figura 17 — O bloqueio de receptores CB1 por AM251 na regido de CA2 impede a evocacao
da memdria social em camundongos. Os animais que receberam injecdo de veiculo em CA2
apresentam a MS, ou seja, investigam por um tempo menos o juvenil durante o TT. De forma diferente,
0s animais que receberam AM251 30 minutos antes do teste ndo foram capazes de evocar a memoéria
social, apresentando uma exploracdo semelhante no TR e TT. Os dados foram expressos como média
* erro padrao da média.

Este conjunto de resultados sugere que o bloqueio de receptores CB1 em
CA2 impedem a evocacdo da MS em camundongos machos e fémeas, logo os

endocanabindides sdo um fator importante na formacao da memoaria social.

5.4 O isolamento social de 7 dias prejudica a memaria social em

camundongos C57/J6 machos e fémeas de maneira semelhante

Dados anteriores obtidos pelo nosso grupo de pesquisa jA demonstravam que
0 isolamento social € uma condi¢do prejudicial a MS de camundongos machos
C57/37, porém o efeito do IS era desconhecido em fémeas.

Para verificar o efeito do isolamento social na memaria social nos grupos de
machos e fémeas, foi realizado o teste ANOVA de trés vias com analise Post hoc
Bonferroni de multiplas comparac¢des. Foi observado que os animais isolados por 7
machos ndo apresentam a MS, logo, o tempo de exploracdo durante o treino e teste
foram semelhantes em camundongos machos (p = 0,3058) e fémeas (p = 0,1693)
(Figura 3 - A). Em contrapartida, os camundongos que permaneceram agrupados
apresentaram diferenca no tempo de exploracdo durante as sessoes da tarefa, sendo
assim podemos considerar que este grupo de fémeas (p = 0,0005) e machos (p =
0,0002) séo capazes de formar MS (FIGURA 3). Corroborando com os achados
acima, os testes estatisticos detectaram efeitos de interacdo entre condicéo social x
tempo de exploracdo TR e TT [F (1, 35) = 6,742; p=0,0137]. Porém, néo foi encontrado

nenhum efeito de interagao relacionado ao sexo.
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Figura 18 - O IS de 7 dias prejudica a MS de maneira sexo ndo dependente. O periodo em que os
animais isolados exploraram os juvenis durante o TR e TT é semelhante, enquanto os animais
agrupados (dados ja mostrados na figura 3) apresentaram diferenca entre as sessdes. Os dados

foram expressos como média + erro padrao da média.

Dando sequéncia, testamos se havia diferenca entre os grupos na
guantidade total de tempo que os animais passaram explorando o juvenil durante a
TRS. Para isso, utilizamos um ANOVA uma via com Post hoc Bonferroni para
comparar a média de cada grupo. Segundo nossas analises ndo ha diferenca no
tempo de exploracao total entre os grupos, indicando que o isolamento e o sexo ndo
afetaram o interesse pela exploracdo social.
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Figura 19 — Fémeas (AG e IS) e machos (AG e IS) apresentam interesse semelhante pelos
juvenis. Em média, ndo houve diferenca estatistica no tempo de investiga¢éo social total (TR+TT)
entre 0S grupos.

Dessa forma, podemos concluir que os efeitos prejudiciais do isolamento
social de 7 dias ndo sao sexo dependentes. Ademais, ndo existe diferenga no tempo
de exploracao total entre os grupos, indicando que o interesse pela exploracao nao foi
afetado.

5.5 O isolamento social reduz a liberacdo de GABA nas fibras
musgosas daregido de CA2 do hipocampo de machos

Sendo o isolamento um fator prejudicial a MS e a regido de CA2 crucial

para a formacdo desta memoria, investigamos se o isolamento € capaz de alterar a

neurotransmissao inibitéria da area. Em conjunto, avaliamos também se as alteracdes

sao sexo dependentes, ja que CA2 apresenta uma morfologia distinta entre 0os sexos,
mas sem funcionalidade descrita.

Para este fim, utilizamos uma dupla marcacdo com GADG67 (Glutamato

Descarboxilase) e PCP4 (Proteina 4 da célula de Purkinje). O GAD67 ¢é
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frequentemente empregado na identificacdo de neurénios inibitorios GABAEérgicos
gracas a sua capacidade de marcar parte da maquinaria de sintese do
neurotransmissor GABA. O PCP4 é um modulador de atividade da calmodulina que,
apesar da sua presenca abundante em células do cerebelo, também é amplamente
expresso no hipocampo, principalmente em CA2 e na camada granular do giro
dentado (Lein et al., 2004, 2005). Com isso, San Antonio et al. (2014) validou o0 uso
do anticorpo como um marcador molecular eficiente na demarcagéo da regidao de CA2,
devido a sua reatividade especifica com as fibras musgosas da regido. Na andlise,
utilizamos o teste ANOVA de duas vias para comparar os grupos. Foi quantificado a
guantidade de células positivas para GAD67 colocalizadas com neurdnios marcados
com PCP4 e dividido pelo tamanho da area marcado.

De maneira surpreendente, foi observado que o isolamento reduz a
guantidade de interneurdnios colocalizados com as fibras musgosas na regido de CA2
em machos (p = 0,0005), mas ndo em fémeas (p = 0,3903). Este resultado sugere que
o isolamento reduz a inibicédo das fibras musgosas de CA2 de machos. Demonstrando
que o IS afeta a regido de CA2 de camundongos machos e fémeas de maneira

sexualmente diferenciada.
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Figura 20 — O isolamento social diminui a quantidade de GABA nas fibras musgosas de CA2
apenas em machos. (A) Imunofluorescéncia para marcacdo de fibras musgosas (PCP4) e GABA
(GAD67) em CA2 (B) Foi feita uma analise ANOVA de duas vias comparando a quantidade de células
colocalizadas para marcagédo de GAD67 e PCP4 e dividido pela area marcada. Houve diminuicdo na
quantidade de GABA marcado em fibras musgosas apenas em machos isolados. Indicando uma

diferenca no efeito do isolamento social sexo dependente.

Conclui-se assim que o isolamento social diminui o ténus inibitério ao redor
das fibras musgosas em CA2 somente em machos, em contrapartida, o IS aumenta o
tamanho da regido de maneira ndo significativa em machos e fémeas. Porém, o
aumento da regido decorrente do IS € mais proeminente em fémeas do que em

machos.
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6. DISCUSSAO

Grande parte do conhecimento construido utilizando em sua maioria machos
como sujeitos experimentais, tanto nesta area quanto nas neurociéncias como um
todo. A sub-representacdo de fémeas nas pesquisas criam um viés de género
cientifico que foi desenvolvido por se achar que grupos de fémeas apresentam uma
variabilidade maior do que machos, misturar fémeas e machos em um grupo reduz a
forca estatistica e que fémeas geram mais custo pela necessidade de
acompanhamento do ciclo estral. Todavia, Berry (2018) fez um trabalho que coloca
em xeque estas afirmacodes e estimula a inclusdo de fémeas nos trabalhos, quando
possivel. Nosso grupo apresenta uma solida linha de pesquisa investigando a
neurobiologia da memoria social que em sua maioria também foi desenvolvida
utilizando como sujeitos experimentais apenas machos (ALMEIDA-SANTOS et al.,
2019; GUARNIERI et al., 2020; GUSMAO et al., 2012; MONTEIRO et al., 2014). Por
isso, este trabalho se propde a trabalhar com ambos 0s sexos e entender quais sao
suas peculiaridades e similaridades na memoaria social.

Como a tarefa de reconhecimento social depende do comportamento inato do
animal de preferir o que € novo a ele, antes de testarmos a memoria do animal, nos
perguntamos se fémeas e machos apresentam preferéncia por novidade social de
maneira similar. Entdo, submetemos camundongos C57BL/06 de ambos 0s sexos ao
teste de preferéncia por novidade social. Nossos resultados demonstraram que
machos e fémeas apresentam preferéncia pelo estimulo social novo.
Complementarmente, ao somar o tempo total de investigacdo que machos e fémeas
passaram investigando os animais estimulos, percebemos que as fémeas passaram
mais tempo investigando que os machos. Isso pode indicar uma propensao maior a
explorar a novidade social quando comparada com os machos. Este comportamento
em fémeas pode variar de intensidade ao longo do ciclo estral, mesmo apresentando
a PNS fémeas em diestro tendem a investigar mais que as em proestro (MARKHAM;
JURASKA., 2007).

E importante salientar que os resultados obtidos pelo teste de preferéncia
social sdo altamente variaveis, podendo ser influenciados de acordo com a linhagem,
idade, espécie, sexo do animal estimulo e aparato utilizado. O proprio estudo que deu
origem ao paradigma ao testar linhagens encontrou diferentes resultados (MOY et al.,
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2004), enquanto Brandon e colaboradores (2010) indicaram que camundongos
B57BL/06 ndo exibem preferéncia social utilizando a caixa de 3 compartimentos,
mesmo aparato em que realizamos n0Ss0s experimentos.

Apés nos certificarmos que ambos os sexos das linhagens que estamos
utilizando apresentam a preferéncia inata a novidade, testamos a MS dos
camundongos machos e fémeas através do paradigma de reconhecimento social.
Vimos que ambos 0s sexos apresentam a memoaria social quando submetidos ao
nosso protocolo de TRS adaptado de Thor e Holloway (1982). Estes resultados estao
de acordo com a literatura e nossos achados anteriores em machos (ALMEIDA-
SANTOS et al., 2019; GUARNIERI et al., 2020).

A partir destas observagdes aliado aos fatos de que a formagao hipocampal
apresenta uma alta concentracdo de receptores endocanabindides do tipo 1 (LIU et
al., 2003; HERKENHAM et al., 1991) que comprovadamente estdo envolvidos na
formacéo da MS, decidimos avaliar qual era o papel dos receptores CB1 na regido de
CA2 na evocacao da memoria social (LOYSE et al., 2022; PALMISANO et al., 2022).
Os receptores de CB1 estdo associados principalmente a neurdnios pré-sinapticos
GABAérgicos no hipocampo (IRVING et al., 2000) e em CA2 os endocanabindides em
conjunto com receptores DOR participam de mecanismo de desinibicdo da area.
Onde, a estimulacdo de LTD em interneurdnios da regido, interneurénios CCK+
através de receptores CB1 e em interneurbnios PV+ através de receptores DOR,
diminui o ténus inibitério da regido aumentando a plasticidade da éarea, e por
consequéncia, a probabilidade da ocorréncia de LTP’s através da comunicagao agora
facilitada entre CA2-CA3, contribuindo na formacdo da memodria social
(CHEVALEYRE; SIEGELBAUM, 2010; ZHAO ET AL., 2007; LEROY et al., 2017;
LOISY et al., 2022; PISKOROWSKI; CHEVALEYRE, 2013). Dessa forma, ao se
bloquear os receptores CB1 em CA2 durante a evocac¢do da memdéria espera-se que
estes processos ndo acontecam evitando que a regido fique disponivel no momento
da evocacédo da MS. Por isso, bloqgueamos a expressao destes receptores em CA2
utilizando o agonista inverso AM251 30 minutos antes da fase de teste da tarefa de
RS. Os resultados do teste de reconhecimento social demonstraram que 0s animais
gue tiveram salina injetada em CA2 eram capazes de evocar a memdria, enquanto os
gue receberam AM251 ndo. A partir disso, é possivel afirmar que os receptores CB1

em CA2 sdo essenciais para a evocacao da memoria social.
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Posto que machos e fémeas em condi¢cdes naturais apresentam a MS no
paradigma de reconhecimento social de maneira similar, nos resultados descritos
acima consideramos machos e fémeas como um unico grupo.

Dado nossos resultados anteriores de que o isolamento social de 7 dias afeta
a MS e ainda nao existem estudos relacionando os efeitos do IS com a regido de CA2,
analisamos quais séo os efeitos do isolamento nesta porcédo do HIP. Primeiramente,
avaliamos se os efeitos do IS na MS sdo expressos de maneira similar em
camundongos machos e fémeas (ALMEIDA-SANTOS et al., 2019; GUARNIERI et al.,
2020; GUSMAO et al., 2012; MONTEIRO et al., 2014). De forma interessante, o
isolamento prejudica a MS de camundongos C57 machos e fémeas de maneira
similar. Contudo, um dos dados publicados pelo nosso grupo de pesquisa havia
demonstrado uma diferenca entre camundongos swiss machos e fémeas
(GUARNIERI et al., 2020). Além do mais, outros estudos comprovaram que a
percepc¢ao do isolamento social difere em fémeas e machos pré-adolescentes, ja que
o0 IS altera propriedades neuroenddcrinas intrinsecas dos neurénios corticotréficos do
PVN de fémeas que leva a diminuicdo da excitabilidade dos neurdnios (SENST et al.,
2016). Frente nossos resultados, o efeito sexo especifico do IS aparenta depender
também de fatores como linhagem do camundongo e idade, jA que nossos animais
experimentais eram adultos. Apesar disso, ainda pouco se sabe sobre os mecanismos
neurais que podem levar a estas diferengcas comportamentais relacionadas ao
isolamento.

Em relacéo ao efeito do isolamento na memoria social, estudos recentes vém
apontando que IS agudos podem ter efeitos motivadores sociais e que aumentam a
relevancia da recompensa social o que afetam o tempo que o animal despende
investigando o estimulo (TOMOVA et al., 2022). Como nosso protocolo é baseado no
tempo de investigacdo do animal, este poderia ser um fator que prejudica nossas
analises e criaria um viés. Por isso, resolvemos comparar o tempo de investigacdo
total entre todos os grupos para saber se haveria diferenca na quantidade total de
investigacdo de cada grupo. Segundo nossos dados, todos 0s grupos investigaram o
juvenil durante porgdes de tempo similares, indicando que a diferenga entre o tempo
de exploragéo entre treino e teste seria um fator confidvel para nossas conclusdes e

nao um artefato causado pelo isolamento
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Por outro lado, o IS tem efeitos sexo dependente que afetam o
comportamento, geralmente sendo mais pernicioso em fémeas. Por exemplo, fémeas
isoladas apresentam niveis elevados de corticosterona no plasma e comportamentos
do tipo ansioso, quando submetidas ao teste de labirinto em cruz elevado e teste do
campo aberto, enquanto machos nao apresentam essas alteracdes (TAKAHASHI et
al., 2017; PALANZA et al., 2001). Essas alteracdes se estendem a niveis moleculares,
ja que fémeas e machos cronicamente isolados apresentam diminuicdo na expressao
de OCT e de GABA (GRIPPO et al., 2007; MUMTAZ et al., 2018). Ainda assim, pouco
se sabe sobre os mecanismos que causam essas diferencas entre 0s sexos.

Agora sabendo que a expressao da MS em machos e fémeas é semelhante,
nos hipotetizamos que talvez um dos mecanismos pelo qual o isolamento prejudica a
MS seja através da alteracdo da inibicdo na regido de CA2, j& que esta é uma area
gue apresenta uma inibicdo basal mais robusta, e se este efeito é sexo dependente.
Desse modo, analisamos a quantidade de GABA liberado nas fibras musgosas de
CA2 de camundongos machos e fémeas isolados e agrupados através de uma
imunofluorescéncia utilizando GAD67 e PCP4. De maneira intrigante, somente 0s
machos isolados apresentaram diminuicdo na liberacdo de GABA nas fibras
musgosas em CAZ2, indicando para um possivel efeito do IS que difere entre os sexos.
A regido de CA2 apresenta uma densa populacdo de receptores de estrogénio que
sdo mais abundantes sem fémeas, podendo ser associados dessa maneira a
comportamentos diferentes de machos e fémeas. Uma vez que, existe uma relagao
direta entre a expressdo das enzimas GAD e a sinalizacdo por estrogenos: a
expressdo de mMRNA GAD esta relacionada ao estradiol (HUDGENS ET AL., 2009;
MCCARTHY ET AL., 1995). Dado que a maioria das células com receptores de
estrogénio alfa no hipocampo sdo GABAérgicas (HART ET AL., 2001), € possivel que
a excitabilidade das células daquela regido também seja mediada pelo estradiol que
em situacbes de estresse, como o IS, tende a aumentar sua expressao (VIAU;
MEANE., 1992). Em conjunto, essas caracteristicas mais proeminentes em fémeas
poderiam agir como um fator que preserva os niveis de GABA, levando a um efeito
diminuto do IS neste grupo.

A regido de CA2 é sensivel a mudancas ambientais, animais recém-nascidos
guando mantidos em ambiente enriquecidos apresentam alteracdes nas propriedades

de suas células piramidais, como a plasticidade sinaptica glutamatérgica CA2-CA3
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(CARSTENS et al., 2016). Além disso, a fisiologia de suas células também sao
sensiveis a sinalizacdo de estresse por mineralocorticéides (MCCANN et al., 2019).
Ao se considerar que o isolamento social € uma condicdo ambiental estressora que
sabidamente pode levar a disfuncbes GABAérgicas (MATSUMOTO et al., 2007), o
efeito dessa condicdo em CA2 levaria a diminuicao na quantidade de GABA nas fibras
musgosas que conectam esta porcdo do HIP a outras regifes, prejudicando a
comunicacdo entre areas e a propria funcdo. Por consequéncia, esses eventos
levariam a déficits nos processos mnemonicos sociais descritos como efeitos do
isolamento. De certa forma, ndo seria improvavel se pensar que o decréscimo na
guantidade de GABA liberado em CA2 em animais isolados prejudicaria a sinalizacao
de CB1 em CA2, processo que depende do funcionamento correto de interneurdnios
e é central em diferentes etapas da formacdo da MS (LOYSE et al., 2022). Frente
nossos resultados e a atual literatura sobre o tema, ainda sdo necessarios mais
estudos para confirmar esta hipotese, principalmente por existir uma diferenca no
efeito do IS na regido de CA2 de machos e fémeas sem necessariamente haver uma
expressao distinta da MS.

Além de investigar a liberacdo de GABA pelas fibras, investigamos também
se o tamanho da regido foi alterado pelo IS através da analise da area total marcada.
Nossos resultados demonstraram que ndo houve diferenca significativa entre o
tamanho de CA2 dos animais agrupados e isolados, tanto machos quanto fémeas.
Apesar de ndo ser significativo, ao se comparar as fémeas isoladas com os machos,
vimos que o0 aumento da regido em decorréncia do isolamento social foi maior nas
fémeas que nos machos. Apesar do que estes resultados sugerem, sdo necessarios
estudos mais detalhados para conclusdes mais precisas, ja que a medida utilizada
para definicdo do tamanho da &rea foi baseada em uma marcacéao indireta da area
total.

Em suma, nossos resultados sugerem que a expressao do comportamento
social e os efeitos do IS na tarefa de reconhecimento social ndo difere entre
camundongos C57/BL6 machos e fémeas. Para além disso, observamos que ao
bloguear os receptores CB1 em CA2 a evocagdo da MS é prejudicada. Ademais, 0
isolamento social reduz a quantidade de GABA somente em machos, porém o efeito
de aumento da regido de CA2 decorrente do IS € mais proeminente em camundongos

fémeas.
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7. CONCLUSAO

Em sintese, concluimos que o comportamento de reconhecimento social e
preferéncia por novidade social em machos e fémeas € expresso de maneira
semelhante. Apesar do prejuizo causado pelo IS na MS de machos e fémeas também
serem similares, o efeito de diminui¢cdo no ténus inibitério de fibras musgosas de CA2
s6 é observado em machos. Logo, existem diferencas sexo dependentes nas
alteracdes causadas pelo isolamento em CA2 que ndo sdo observaveis a nivel de
comportamento. Em conjunto, vimos que os receptores CB1 em CA2 associados a
atividade de interneurénios sao cruciais para a evocacao da memaria social. Porém,

a relacéo entre estes receptores e o isolamento ainda carece de mais estudos.
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