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RESUMO

A acetilcolina (ACh) é um importante modulador de processos cognitivos, como
aprendizado, memoaria e atengdo. Pouco se sabe, entretanto das consequéncias da reducao
da neurotransmisséao colinérgica sobre comportamentos socialmente motivados.

Neste trabalho, avaliamos a participacdo do sistema colinérgico na memoaria social e
no comportamento agressivo, através da administracdo de atropina, um antagonista de
receptores colinérgicos do tipo muscarinicos e de animais geneticamente modificados, com
menor expressao do gene para o transportador vesicular de acetilcolina (VAChT), os
camundongos VAChT knockdown (VAChT KD). Estes animais sdao um modelo de
hipofuncdo colinérgica ocasionada por uma diminuicdo da expressdo do transportador
vesicular de acetilcolina (VAChT). Nossos resultados demonstraram um prejuizo na
memoria social de longa duracdo (MSLD) nos animais VAChT KD"T cuja expressdo de
VAChHT é em torno de 50%. J& os animais VAChT KD"°M | que expressam cerca de 30%, da
VAChT, demonstraram prejuizo na memoria social de curta (MSCD) e de longa duracdo. Os
déficits de memdéria dos grupos VAChT KD ndo podem ser relacionados a alteracdes no
comportamento tipo ansiedade nem na capacidade olfativa para detecgédo de odores, que
foram avaliados no teste de labirinto em cruz elevado e o teste de habilidade olfativa.
Demonstramos, ainda, que a atropina, administrada imediatamente apds a aquisicdo da
memoria, prejudicou sua retencdo, sugerindo que a sinalizacdo colinérgica via receptores
muscarinicos é necessaria para a consolidacdo da memoria social de longa-duracao.
Entretanto, a administracdo de fisostigmina, um inibidor de acetilcolinesterase,
imediatamente apos o treino da tarefa de reconhecimento social, ndo foi capaz de reverter o
comprometimento da MSLD de animais VAChT KD. Em conjunto, nossos resultados
demonstram que a diminuigcdo do tdnus colinérgico central compromete a aquisicdo e o
armazenamento da memoéria social de longa duracéao. Avaliamos também a participacdo do
sistema colinérgico na agressividade. O comportamento agressivo ofensivo apresenta-se
exacerbado em animais VAChT KD"®" e VAChT KD"°M™ com prevaléncia seis e trés vezes
maior, respectivamente, de individuos agressivos na amostragem estudada, em relacdo ao
grupo VAChT WT. Foi observada também diferenca significativa quanto ao numero de
ataques contra um individuo intruso, sendo maior no grupo VAChT KD"5" em relacéo ao
grupo VAChT WT. Estudos sugerem que a acetilcolina pode alterar a sintese de
vasopressina, um neuropeptideo que modula comportamentos socialmente motivados.
Portanto, decidimos avaliar a participagdo da vasopressina na exacerbacdo do
comportamento agressivo dos animais VAChT KD. Nao houve diferenca significativa quanto

a imunoreatividade para vasopressina no nucleo paraventricular (PVN) entre 0s grupos
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VAChT WT e VAChT KD. Entretanto, observamos que a administracado de vasopressina foi
capaz de impedir a expressdo do comportamento agressivo em animais VAChT KD"&'. A
vasopressina diminuiu também o tempo de investigag&o olfatéria social dos animais VAChT
KD"ET sobre o intruso, durante o teste de agressividade. Em conjunto, nossos resultados
demonstram que a acetilcolina exerce papel fundamental sobre o processamento da
informacdo social, além de sugerir uma relacdo entre o0s sistemas colinérgico e
vasopressinérgico centrais sobre o comportamento agressivo, ja que um comprometimento
da neurotransmissao colinérgica exacerba a expressao do comportamento agressivo, o qual

é revertido pela administragdo de vasopressina.

Palavras-chave

Acetilcolina, comportamento social, memoria social, comportamento agressivo, tarefa de

reconhecimento social, vasopressina.

Abstract

Acetylcholine (ACh) modulates cognition, such learning, as memory and attention.
However, little is known about the effects of reduced cholinergic tonus on socially motivated
behaviour.

Here, we evaluated the cholinergic system role in social memory and aggressive
behaviour, through the administration of atropine, a muscarinic acetylcholine receptor
antagonist, and by using genetically modified animals, the VAChT knockdown mice. These
animals have expression of acetylcholine vesicular transporter (VAChT) reduced, then
representing a model of cholinergic hypofunction. Our results demonstrated long-term social
memory (LTSM) impairment in VAChT KD"5" mice whose VAChT expression is around 50%.
VACHhT KD"M which expresses around 30% of VAChT protein, show short-term and long-
term social memory deficits. The memory impairments of VAChT KD groups are not related
to anxiety or reduced olfactory abilities, which were evaluated in the elevated plus-maze and
buried food-finding test. We also demonstrated that the administration of atropine
immediately after memory acquisition impaired its retention, thus suggesting that cholinergic
signalling through muscarinic receptors is necessary to consolidation of LTSM. However, the
acetylcholinesterase inhibitor fisostigmine, administered immediately after training, was not

able to reverse LTSM impairment of VAChT KD mice. Our results indicate that reduced
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cholinergic tonus impairs the acquisition and the retention of LTSM. We also evaluated the
effect of reduced cholinergic tonus on aggressive behaviour. VAChT KD"&" and VAChT
KD"M mice are six and three times, respectively, more aggressive than VAChT WT mice.

Furthermore, the number of attacks was higher in VAChT KD"&'

mice compared to VAChT
WT mice. There are studies suggesting that acetylcholine may modulate vasopressin
synthesis, and vasopressin seems to modulate socially motivated behaviours. Thus, we
decided to evaluate the vasopressin participation on the agressive behaviour of VAChT KD
mice. There was no difference between VAChT WT and VAChT KD mice regarding
vasopressin immunoreactivity in the paraventricular nucleus. However, vasopressin

administration was able to blockade the aggressive behaviour expression in VAChT KD"ET

mice. In addition, vasopressin also reduced the duration that VAChT KD"E'

mice spent
investigating the intruder during the aggressive test. Taken together our results demonstrate
that cholinergic tonus has an essential role on social information processing and also
suggest a croos-talk between cholinergic and vasopressinergic systems in modulating
aggressive behaviour, since decrease of cholinergic tonus produces an exacerbated

aggressive behaviour, which is blockade by vasopressin administration.
Key-words
Acetylcholine, social behaviour, social memory, agressive behaviour, social

recognition task, vasopressin.
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1. INTRODUCAO

1.1. Comportamento Social

Comportamento pode ser definido como o conjunto de respostas de um organismo
em uma dada situacdo ou ainda como a resposta especifica a um ou mais estimulos
especificos (dicionario Thesaurus). Neste contexto, 0 comportamento socialmente motivado
compreende as respostas fisioloégicas de um individuo frente a interagdo com um ou mais
membros da mesma espécie. O acasalamento, o cuidado parental, a agressividade, a
afiliacdo e a memoria social sdo tipos de interagbes sociais, sendo que, algumas delas
podem ser observadas ndo s6 em organismos complexos, como o0s mamiferos, mas
também em organismos mais simples, como insetos e nematdédeos, estando, portanto,

conservadas ao longo da evolucéo (Sokolowski, 2010).

1.1.1. Processamento da Informacao Social

No ser humano, foi observado que a percepcéao visual de faces evoca a atividade do
giro fusiforme lateral em maior intensidade do que a percep¢do de um estimulo ndo social
(Haxby et al., 2002). Ja em roedores, o0 sistema olfatorio acessoério detecta exclusivamente
pistas olfatorias de carater social. Logo, essas evidéncias sugerem que o0 cérebro possui
circuitos neurais especificos para o processamento de estimulos sociais.

A transducédo do estimulo social pode ocorrer através de diversas vias sensoriais em
diferentes grupos de animais. Na maioria dos mamiferos, dentre eles os roedores, 0s
estimulos sociais séo percebidos atraves de pistas olfatorias, os feromonios. Os feromonios
sdo definidos como o conjunto de odores ndo volateis emanados e detectados por
individuos da mesma espécie, permitindo a identificagdo do status social, sexo e idade de
um individuo. As experiéncias sociais podem induzir tanto efeitos imediatos, como a
expressdo de comportamento agressivo ou sexual, quanto mudancas mais duradouras,
como alteragcdes hormonais e fisioldégicas, no animal receptor (Dulac e Torello, 2003). Por
exemplo, animais adultos expostos a modificagbes no ambiente social durante a infancia
apresentam alteracbes no numero de ceélulas vasopressinérgicas no nucleo paraventricular
do hipotalamo (PVN) (Tanaka et al., 2010; Todeschin et al., 2009).



Roedores possuem dois sistemas olfatérios: o principal e o acessorio (fig 1.1). O
sistema olfatorio principal detecta, além dos feromonios, uma extensa gama de odores
volateis de carater ndo social, como o0s provenientes de alimentos, predadores e presas.
Estes odores sdo captados por receptores olfatérios presentes no epitélio olfatério. A
informacéo, entéo, é transmitida, via trato olfatorio lateral, para o bulbo olfatorio principal e é
entdo processada em uma via complexa que envolve areas corticais e sistema limbico,
dentre elas, hipocampo e cértex entorrinal (Sanchez-Andrade et al., 2005). J& o sistema
olfatério acessorio detecta exclusivamente os feromonios, que sao captados pelo 6rgao
vomeronasal ap6s contato fisico direto com um co-especifico. O érgdo vomeronasal, situado
na cavidade nasal, projeta para o bulbo olfatorio acessorio, que envia as informacdes para a
amigdala e hipotalamo, regides envolvidas no processamento de emocdes e controle

neuroenddcrino (Dulac e Torello, 2003).

Figura 1.1: Divisdo anatémica e funcional dos dois sistemas olfatérios em mamiferos. Sistema olfatério principal (a):
epitélio olfatorio principal (MOE), bulbo olfatério principal (MOB), nicleo olfatério anterior (AON), cortex piriforme (PC),
tubérculo olfatério (OT), regido lateral da amigdala cortical (LA), cortex entorrinal (EC). Sistema olfatério acessorio (b):

orgdo vomeronasal (VNO); bulbo olfatério acessério (AOB); amigdala vomeronasal (VA) que inclui nucleo intersticial da
estria terminal, amigdala medial e e regido posterior da amigdala cortical; hipotalamo (H). (Dulac e Torello, 2003).

A inervacéao colinérgica para o bulbo olfatério tem papel essencial na modulacdo das

alteracdes plasticas que ocorrem nesta estrutura durante o processamento de odores. O
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bulbo olfatério principal possui trés camadas celulares, formadas por células mitrais/tufosas,
células periglomerulares e células granulares. As ceélulas mitrais/tufosas recebem as
sinapses dos terminais do nervo olfatorio e projetam para sinapses que levam a saida da
informacdo do bulbo olfatorio. A atividade das células mitrais € controlada pela inibicao
GABAérgica advinda das células granulares. Durante o processamento de odores, 0
aumento na atencéo e vigilia acarretam na liberacao de acetilcolina e noradrenalina no bulbo
olfatério, que reduzem o feedback GABAérgico advindo das células granulares, levando
assim, a desinibicdo das células mitrais. Estas células ficam entdo responsivas a percepgao
de odores, possibilitando assim o output da informacéo olfativa para o sistema limbico e
areas corticais, o que acarreta, por fim, na expressdao do comportamento do animal em

resposta ao estimulo olfatério (Sanchez-Andrade et al., 2005).

1.1.2. Memodria Social

Memoéria é o processo de armazenamento e evocagdo de informacdes adquiridas
através de experiéncias, tendo inicio com a aquisicdo de informacfes sensoriais
provenientes do meio (Izquierdo, 2002).

A memoria do tipo social é aquela que permite o reconhecimento de um co-
especifico. O reconhecimento social precede o estabelecimento de interagbes sociais,
gerando consequéncias funcionais em diversos contextos sociais. O reconhecimento de
filhotes, por exemplo, permite a mée dedicar cuidados maternais apenas a sua cria. Um
animal macho adulto, por sua vez, inicia um comportamento social apropriado, que pode ser
agressao ou afiliagdo, diante da identificacdo de outro macho, ou acasalamento, apds
reconhecimento de uma fémea. Dessa forma, o reconhecimento social é crucial para a
manutenc¢ao da estrutura social de uma populagéo (Sanchez-Andrade et al., 2005).

As memodrias podem ser classificadas quanto a sua duracdo, em memoria de
trabalho, memdéria de curta (MCD) e de longa duracdo (MLD) (Izquierdo, 2002). A memodria
de curta duragéo é consolidada de segundos a minutos depois da aquisi¢cdo da informacao e
é retida por algumas horas. A memoria de longa duracédo, por sua vez, tem consolidacao
mais lenta e é armazenada por horas, dias ou até mesmo a vida inteira, sendo denominada,
neste ultimo caso, como memoaria remota (Fig 1.2). Foi demonstrado que a consolidagédo da
MCD e da MLD , quando avaliadas na tarefa de esquiva inibitéria, possui algumas vias
moleculares em comum. Entretanto, a MCD parece ndo ser um passo inicial da MLD, pois
diferentes tratamentos podem bloquear a consolidacdo de uma, mantendo a outra intacta

(Izquierdo et al., 2002). A MLD, exclusivamente, depende de dois picos de expressédo génica
7



e sintese de proteina de novo, acompanhados por um aumento na atividade da enzima PKA
e nos niveis de CREB. CREB é um fator de transcricdo que, apos ser fosforilado pela PKA,
ativa a transcricdo de varios genes que parecem participar da formacdo da memoria de
longa duracdo através da modulacdo da excitabilidade neuronal e plasticidade sinaptica
(Benito e Barco, 2010).

Short-term memory
(saconds 1o hours)

Long-term memory
{hours o months)

Memory strength

Long-lasting memory
{manins to lifatime)

Log time

Figura 1.2: Fases da consolidagdo da meméria. A consolidagdo da memoria de longa duracéo é mais lenta
e ocorre paralelamente a consolidacdo da memoria de curta duragdo, envolvendo processos independentes.
(McGaugh, 2000).

Em roedores, a memoaria social € estudada pela tarefa de reconhecimento social, na
qual se observa que um animal dedica menos tempo explorando um co-especifico apés
sucessivas apresentacfes do mesmo (Insel e Fernand, 2004). Neste paradigma, animais
socialmente isolados tém sido utilizados para estudo da memoria de curta duracéo, ja que
foi encontrado que a memodria social de roedores ndo é retida por mais de 1 hora.
Entretanto, foi observado que em animais mantidos em grupos sociais, a memoéria social
perdura por até 7 dias (Kogan et al., 2000). Essa memoéria de longa duracdo é CREB
dependente e necessita de sintese protéica, que parece ocorrer em pelo menos dois
estagios (Kogan et al., 2000; Richter et al., 2005).

As memorias podem ser classificadas também de acordo com seu conteddo, em
memorias declarativas e nao-declarativas (Izquierdo et al, 2002). A memoria declarativa ou
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explicita registra fatos e eventos pessoais, além de conhecimentos adquiridos, e pode ser
declarada de forma consciente pelo individuo. A memadria ndo-declarativa ou implicita, por
sua vez, envolve habilidades motoras e sensoriais, além de aspectos emocionais, € nao
exige um controle consciente ou reflexdo (Squire e Kandel, 2003). A memdria social nao
esta incluida na classificacdo acima citada, porém compartilha com outros tipos de memoria
declarativa, o processamento primordial em estruturas do lobo temporal, como os cortices
entorrinal e perirrinal (Petrulis e Einchenbaum, 2003), o hipocampo (Staubli et al., 1984;
Kogan et al., 2000), cortices piriforme e frontal (Keller et al., 2005).

Alguns dados da literatura sugerem que o reconhecimento social € um importante
mecanismo modulatdrio para a ocorréncia de comportamentos agressivos., sendo que estes
sdo motivados especialmente por odores de co-especificos ndo familiares. Porém, o
mecanismo neural da relagdo entre reconhecimento social e agressividade ainda n&o foi
elucidado (Adams, 2006).

1.1.3. Comportamento Agressivo

O comportamento agonistico € uma interacdo social motivada pela competicdo por
territorio, parceiro sexual e alimentos. Existem trés tipos de comportamentos agonisticos em
camundongos: ofensa, defesa e marcacao de territorio. A marcacao de territério € executada
por um camundongo macho, que deixa odorantes de dominancia contidos em sua urina,
enquanto investiga o territorio. A ofensa e a defesa, por sua vez sdao comportamentos
agonisticos considerados como formas de agressao fisica entre dois animais (Adams, 2006).

O comportamento agressivo pode ocorrer, por exemplo, quando um macho defende
seu territorio da invasdo de um intruso ou compete por recursos, € quando uma fémea
protege seus filhotes (Miczek et al.,, 2001). Durante um encontro agonistico entre
camundongos, € possivel caracterizar comportamentos agressivos ofensivos e respostas
agressivas defensivas. O animal ofensivo direciona mordidas principalmente contra o dorso
do oponente; apresenta ataques laterais, em que o animal inclina seu corpo e efetua
pequenos passos em direcdo ao oponente; e vibracdo de cauda, que geralmente precede
um ataque. Esses comportamentos sao intercalados por periodos de investigacdo social
olfatéria da regido anogenital do oponente, além de inatividade social, como caminhada,
grooming e rearing. O animal defensivo, por sua vez, apresenta as seguintes reac¢des: fuga,
postura defensiva, com elevacdo do corpo sobre as patas posteriores; vocalizacdes, e por
fim, mordidas (Miczek et al., 2001).



O circuito neural que medeia os comportamentos agressivos, de modo geral, é
composto pela amigdala medial, septo lateral, nucleo intersticial da estria terminal, e
hipotalamo anterior, com ativacao final da substancia cinzenta periaquedutal, cuja atividade
desencadeia a expressdo do comportamento agressivo. O cortex pré-frontal, por sua vez,
tem efeito inibitorio sobre o comportamento agressivo (fig 1.2) (Nelson e Trainor, 2007).

Durante a exibicdo de um comportamento ofensivo, é observada elevada atividade do
hipotalamo anterior (Kruk et al, 1998; Halasz et al., 2002), enquanto o comportamento
defensivo € motivado principalmente pela atividade de regides envolvidas com respostas ao
medo e stress, como amigdala central e nucleo paraventricular do hipotalamo, além da

substancia cinzenta periaquedutal (Kollack-Walker et al., 1997; Martinez et al., 1998).

=
ol L Denaviour

Figura 1.3: Vias neuroanatémicas da agressdo em roe  dores (a) e primatas ndo-humanos (b). A
informacao social advinda de pistas olfatérias em roedores , ou percebida por vias visuais e auditivas, em
primatas, é processada na amigdala medial (MeA) e enviada para septo lateral (LAS), nucleo basal da estria
terminal (BNST), e area hipotalamica anterior (AHA), com ativacao final da substancia cinzenta periaquedutal
(PAG), desencadeando na expressao do comportamento agressivo. O cértex frontal orbital (OFC), por sua vez,

possui atividade inibitéria sobre o comportamento agressivo. (Nelson e Trainor, 2007).

Apesar de o comportamento agressivo levar a vantagens competitivas, ele pode ser
considerado patolégico quando é exibido de maneira exagerada, persistente ou fora de
contexto. Alguns estudos sugerem que O comportamento agressivo exacerbado esta

relacionado especialmente a alteracdes na neurotransmissao serotoninérgica, GABAérgica,
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dopaminérgica e noradrenérgica (Nelson e Trainor, 2007), faltando evidéncias para a

participacéo do sistema colinérgico sobre a modulacédo do comportamento agressivo.

1.2. Sistema Colinérgico

O sistema colinérgico tem participagcdo fundamental em diversos processos
fisiol6gicos. No sistema nervoso auténomo, controla a frequéncia cardiaca (Mendelowitz,
1999) e a contracdo da musculatura lisa gastrica (Rogers et al., 1999). Na juncao
neuromuscular, a ACh é liberada pelo neurbnio motor e atua sobre a fibra muscular,
possibilitando a sua contracédo (Ruff, 2003). No SNC, o sistema colinérgico esta envolvido

em fung¢des cognitivas, como atengcdo e memoria (Gold, 2003).

1.2.1. Neurotransmissao Colinérgica

A neurotransmissao quimica foi demonstrada pela primeira vez por Otto Loewi, em
1921. Ao transferir a solugdo que banhava um coracéo de ra cujo nervo vago havia sido
estimulado, para um coracdo cujo nervo vago havia sido extraido, Loewi observou que a
frequéncia cardiaca do coracgdo receptor diminuiu, e propds entdo que a solugcdo possuia
uma substancia quimica liberada pelo nervo vago, a “substancia do vago”. Posteriormente,
Loewi realizou a andlise quimica da substancia, que passou a ser denominada acetilcolina
(ACh).

A sintese de ACh se da a partir da transferéncia de um grupo acetil de uma molécula
de acetil coenzima A (acetil CoA), proveniente da metabolizacdo celular da glicose, para
uma molécula de colina Esta reacdo é catalisada pela enzima colina acetiltransferase
(ChAT), presente principalmente no citoplasma da célula colinérgica (fig 1.2). A ACh recém
sintetizada é entdo armazenada em vesiculas, através da atividade do transportador
vesicular de acetilcolina (VAChT), que utiliza o gradiente eletroquimico da bomba H*-
ATPase e realiza a troca de dois protons H* presentes no limen vesicular por uma molécula
de ACh do citoplasma (Nguyen, Cox et al. 1998). Na fenda sinaptica, a acetilcolinesterase
(AChE) hidrolisa a ACh e a colina liberada é entdo reciclada apds captacdo pelo

transportador de colina de alta afinidade (ChT1) do neurdnio colinérgico (Rand, 2007).
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Fig 1.4: Neurotransmisséo colinérgica.  Substratos: Ch (colina) e AcCoA (acetilcoenzima A);

Enzimas: ChAT (colina acetiltransferase), AChE (acetilcolinerterase); Transportadores: ChT (transportador de
colina), VAChT (transportador vesicular de acetilcolina). Genes: cha-1 (codifica ChAT), unc-17 (codifica
VAChAT) e Cho-1 (codifica ChT). (Rand, 2007).

No neurdnio pos-sinaptico da neurotransmissao colinérgica, existem dois tipos de
receptores, 0s nicotinicos (NAChRs) e os muscarinicos (mAChRs). Os nAChRs séo
receptores do tipo canal idnico que permitem a despolarizacdo da membrana neuronal
devido a sua permeabilidade a Na*, K" e Ca’. Os mAChRs s&o receptores metabotropicos

acoplados a proteina G e podem ser do tipo excitatério ou inibitério (Vizi e Lajtha, 2008).

1.2.2. Sistema Colinérgico no Sistema Nervoso Centr  al

As proteinas ChAT, ChT1 e VAChT sao especificas de neurbnios colinérgicos. Logo,
estas proteinas tem sido utilizadas como marcadores de neurdnios colinérgicos, permitindo
a identificacdo das regibes de sintese de ACh, bem como os alvos centrais de suas
inervacoes (Roghani et al., 1996; Schafer et al., 1998).

Os neurbnios colinérgicos centrais encontram-se principalmente no prosencéfalo

basal e no mesencéfalo (fig. 1.3), além de interneurdnios locais no neocértex, no
12



neoestriado e na medula espinhal (Lajtha & Vizi, 2008). Em 1983, Mesulam e colaboradores
classificaram os neurdnios colinérgicos do SNC do rato, de acordo com a localizacdo do seu
corpo celular, de Chl a Ch8. Os grupos Chl1-Ch4, presentes no prosencéfalo basal,
projetam uma rica inervacdo para o neocértex, hipocampo, bulbo olfatério e amigdala. Os
grupos pontomesencefalicos Ch5-Ch6, € a principal via de projecdo colinérgica fora do
prosencéfalo basal, e inervam o mesencéfalo. Ja os grupos Ch7 e Ch8 tém inervacgao

limitada, que inclui o ndcleo interpeduncular e o coliculo superior.

——medial
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Fig. 1.5: Distribuicao de neurdnios colinérgicos e suas projecOes, no cérebro de roedores.
Abreviacdes: MS septo medial (grupo Chl); VDBB extremidade vertical da banda diagonal de Broca (grupo
Ch2); HDBB extremidade horizontal da banda diagonal de Broca (grupo Ch3); NBM nucleo basal de Meynert
(grupo Ch4); tpp nucleo tegmental pedunculopontino (grupo Ch5); ditn nlcleo tegmental laterodorsal (grupo
Ch6); PFC cértex pré-frontal; DR nucleo dorsal da rafe; LC locus ceruleus; IP nucleo interpeduncular; SN

substancia negra. (Everitt and Robbins 1997)

Diversos estudos vém investigando o papel do sistema colinérgico, no SNC, sobre a
modulacdo de funcBes cognitivas, através do uso de antagonistas de receptores
muscarinicos, de agonistas nicotinicos, ou da denervacdo colinérgica, em estruturas

envolvidas na consolidacdo de memorias e na execucdo de atencao e vigilia (Gold, 2003;
Hasselmo, 2006).
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1.2.3. Sistema Colinérgico e Cognicao

Diversas evidéncias vém demonstrando a importancia da participacdo do sistema
colinérgico em processos cognitivos. A ACh participa do processamento de memarias
procedurais no estriato, conforme observado no teste de “rotarod” (cilindro giratério) (Carta
et al.,, 2006). Muitos estudos apontam o papel da ACh sobre a formacdo de memodrias
explicitas ou declarativas. A injecdo de escopolamina, um antagonista de receptores
muscarinicos, compromete a memoria episédica para o reconhecimento de objetos
(Ennanceur e Meliani, 1992; De Bruin e Pouzet, 2006), enquanto a administracdo de
agonistas nicotinicos, por sua vez, é capaz de potencializar essa memoria (Puma et al.,
1999). As projecdes colinérgicas para o cortex perirrinal participam do processamento da
memoria para o reconhecimento de objetos em ratos (Winters e Bussey, 2005) e também da
memoria visual em macacos (Tang et al., 1997; Turchi et al., 2005). No hipocampo, a
acetilcolina é importante para a formacao da memoria espacial (Kim e Levin, 1996; MiIshima
et al., 2000; Hunsaker et al., 2007) e do condicionamento contextual ao medo (Rogers e
Kesner, 2004).

A ACh modula também a capacidade de atencdo e vigilia, através de inervacdes
colinérgicas do cortex pré-frontal, parietal e somatosensorial (Klinkenberg et al., 2011). No
bulbo olfatério, o processamento de pistas olfatérias é modulado pelas projecdes
colinérgicas, que parecem potencializar a discriminacdo entre odores quimicamente
similares (Linster et al., 2001; Mandairon et al., 2006).

Alguns trabalhos sugerem a participacdo do sistema colinérgico na modulacdo de
comportamentos socialmente motivados. Foi observado que camundongos machos
apresentam uma reducdo no tempo de investigacdo olfatéria ao longo de sucessivas
apresentacoes de uma fémea ovariectomizada em intervalos de 10 minutos. A
administracdo prévia de escopolamina, entretanto, impede esse declinio natural no tempo de
investigacdo do intruso (Winslow e Camacho, 1995). A escopolamina impede também a
capacidade de ovelhas reconhecerem seus filhotes, quando injetada em um periodo de até
8 horas pos-parto (Ferreira et al., 1999). Além disso, o sistema colinérgico parece participar
da modulacdo do comportamento agressivo, através de sua atuacdo no nucleo da estria
terminal, aumentando a laténcia para a exibicdo de comportamento defensivo apos
estimulacédo elétrica do hipotdlamo de gatos (Kono et al., 1986).

A acetilcolina esta envolvida também em respostas ao stress, atraveés da regulacéo
do eixo hipotalamo-pituitaria-adrenal. Foi demonstrado que lesdes de neurdnios colinérgicos

do eixo-septo hipocampal diminui a expressdao de RNAm de receptores para glicocorticoides
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no hipocampo (Han et al., 2002) e a administracéo intraperitoneal de nicotina estimula o eixo
HPA, com uma resposta de elevacdo nas concentracfes plasmaticas de hormonio

adrenocorticotrofico (ACTH), corticosterona e vasopressina de ratos (Rhodes et al., 2001).

1.3 Vasopressina

A vasopressina € um neuropeptideo composto por nove aminoacidos, sintetizado nos
nacleos paraventricular (PVN), supradptico (SON) e supraquiasmatico (SCN) do hipotalamo
e transportado em vesiculas, ao longo de projecdes axonicas, até a neurohipofise, de onde é
secretado na circulagéo sistémica.

As funcdes periféricas da vasopressina vém sendo estudadas desde 1895, quando
Oliver e Schafer demonstraram, pela primeira vez, a atividade hipertensora de extratos da
hipdfise. O isolamento e caracterizacdo da vasopressina, realizados por Turner et al., em
1951, permitiram a identificacdo, de modo especifico, das suas fun¢bes sistémicas. Foi
verificado que a vasopressina possui agdo antidiurética e vasoconstritora, respectivamente,
sobre os rins e arteriolas, diante de condicdes de aumento na osmolaridade plasmatica
(Ludwig et al., 1994) e queda no volume plasmatico por hemorragia (Brown e Ginsburg,
1956).

Dados da literatura demonstram a existéncia de projecdes vasopressinérgicas, bem
como a expressdo de receptores para vasopressina no SNC. Estudos em roedores e em
primatas localizaram projecbes de neurbnios vasopressinérgicos magnocelulares e
parvocelulares, respectivamente, dos nucleos paraventricular e supraquiasmatico do
hipotalamo, para diversas regides do SNC, dentre elas, componentes do sistema limbico,
como amigdala, hipocampo e septo lateral (Sofroniew, 1980; Sofroniew et al., 1981). Além
disso, receptores para vasopressina foram localizados em diversas regifes do encéfalo de
roedores, como bulbo olfatério, septo lateral, amigdala, hipocampo, hipotdlamo e cortex
olfatério (Ostrowski et al., 1994; Hernando et al., 2001).

A observacdo de alvos centrais de neurdnios vasopressinérgicos motivou a
investigacdo dos efeitos da vasopressina sobre o cérebro e diversos estudos entéo
passaram a fornecer evidéncias da participacdo deste neuropeptideo sobre o ritmo
circadiano, o comportamento social e respostas emocionais, como a ansiedade. Além disso,
a vasopressina participa das respostas do organismo ao stress. A vasopressina originada da
regido magnocelular do PVN é transportada para a hipoéfise posterior e, diante de alteracdes

na osmolaridade plasmética, o neuropeptideo € secretado na circulacdo sistémica. A regiao
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magnocelular projeta também para estruturas do sistema limbico, onde a vasopressina
medeia 0 comportamento social. Ja a vasopressina oriunda das células da regiao
parvocelular do PVN participa das respostas do eixo HPA (hipotdlamo-pituitaria-adrenais) a
estimulos estressores. As células parvocelulares projetam para a hipéfise anterior, onde a
vasopressina, juntamente com o hormdonio liberador de corticotrofina (CRH), estimula a
liberacdo de horménio adrenocorticotréfico (ACTH), desencadeando na secrecdo de

corticoides pelas glandulas adrenais. (fig 1.4) (Frank e Landgraf, 2008).
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Fig 1.6: Vasopressina no cérebro e na periferia;  Comportamentos mediados pela vasopressina apds
liberagdo central no cérebro (comportamento social, cognigao, ritmo circadiano) e principais fungdes sistémicas
da vasopressina apds secrecao na circulagdo sistémica (controle da osmolaridade plasmatica, resposta ao
stress) estdo indicadas. PVN/SON/SCN: nucleos hipotalamicos de sintese de vasopressina (Frank e Landgraf,
2008).
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1.3.1. Vasopressina e Comportamento Social

Existem duas espécies de roedores do género Microtus, na América do Norte, que
sdo geneticamente muito similares, mas apresentam comportamentos sociais opostos. O
arganaz do campo (Microtus ochrogaster) € monogamico, vive em grupos sociais e
apresenta cuidado parental prolongado, enquanto o arganaz da montanha (Microtus
Montanus) possui vida solitaria, estabelecendo contato social apenas para fins de
procriagdo. Os estudos que comparam o0s substratos neurais evocados durante o contato
social, nessas duas espécies de roedores, trazem uma relacdo entre os diversos
comportamentos sociais com a distribuicdo central de receptores vasopressinérgicos
(Young, 2002). Além disso, a manipulacdo genética e a abordagem farmacologica de
animais experimentais demonstram que a vasopressina participa da consolidagdo da
memoria social de curta duracao, da afiliacdo e da modulacdo do comportamento agressivo
(Insel e Fernand, 2004). Dentre estes estudos, foi demonstrado que animais knockout para
os receptores V1aR ou V1bR possuem déficit na memoria social de curta duracdo, além de
exibirem reduzido comportamento relacionado a ansiedade (Bielsky et al., 2004; Egashira et
al., 2009). A administracdo de antagonista no septo lateral (Bielsky et al., 2005) ou de
anticorpo anti-vasopressina na area septal dorsal ou no hipocampo (Greidanus e Maigret,
1996) prejudicam o reconhecimento social de curta duragéo. Existe também uma populacado
de neurbnios vasopressinérgicos no bulbo olfatério cuja atividade parece modular o
processamento da informacdo social nesta estrutura (Tobin et al., 2010). Episédios de
privacdo do contato materno com a prole provocam, nos filhotes, alteracbes na expressao
de células vasopressinérgicas do hipotalamo, além de resultarem em prejuizos na memoaria
social e exacerbarem comportamento agressivo (Todeschin et al., 2009; Tanaka et al.,
2010). Alem disso, a administracdo oral de antagonista de vasopressina (Ferris et al., 2006)
inibe o comportamento agressivo. Em conjunto, estes estudos vém evidenciando um

importante papel da vasopressina na modulagcdo dos comportamentos sociais.

1.3.2. Sistema Colinérgico e Vasopressina

Alguns dados da literatura sugerem uma possivel regulagdo da acetilcolina sobre a
liberacdo de vasopressina no hipotalamo. Shioda e colaboradores, em 1997, identificaram a
presenca de receptores nicotinicos no nucleo supradptico do hipotdlamo. A administracéo in

vitro local de agonistas nicotinicos aumenta a excitabilidade de neurdnios magnocelulares
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vasopressinérgicos dos nucleos supradptico e paraventricular do hipotalamo (Shen e Shun,
1995; Zaninetti et al., 2002) e a administracao in vivo intracerebroventricular de agonista
muscarinico leva ao aumento de ativacdo neuronal no hipotadlamo e da concentracao
plasmatica de vasopressina (Lauand et al., 2007). Em conjunto, esses trabalhos evidenciam
uma modulacéo positiva da acetilcolina sobre a sintese de vasopressina nos nucleos PVN e
SON do hipotalamo.

1.4. Animais Knockdown para o Transportador Vesicular de Acetilcolina

Em 2006, Prado e colaboradores caracterizaram um camundongo geneticamente
modificado com diminuicdo (knockdown) na expressdo do gene que codifica a proteina
VAChT. O gene da proteina VAChT fica no primeiro intron do gene da proteina ChAT
(figl.5). E importante ressaltar, entretanto, que a queda na transcricdo de RNAm foi
especifica para a VAChT, ndo havendo alteracdo na expressao nos niveis de RNAm para a
ChAT.

ChAT IVACKT  VACHT ChAT  ChAT ChAT
Exon R Exon Exon N Exon M Exon 4
T
ATG op ATG
Fig 1.7: Desenho esquematico do gene colinérgico. (Prado et al., 2006).

A analise do cortex cerebral, estriado, medula espinhal e hipocampo revelou que
animais VAChT KD heterozigoto (KD"") e VAChT KD homozigoto (KD"™) possuem,
respectivamente, uma diminuicdo de 45-50% e 65-70% na expressdo da VAChT, em
relacdo aos animais VAChT wild type (WT). A reducdo na expressdo da VAChT teve
consequéncia direta sobre a quantidade de ACh liberada no sistema nervoso central.

Foi observado que apenas os animais VAChT KD"°M possuem prejuizo na funcéo
neuromuscular. Diante disto, o grupo avaliou fun¢cdes cognitivas apenas de animais VAChT
KD"ET e mostrou que estes animais possuem déficit na memoéria do tipo episédica de curto e
longo prazo para o reconhecimento de objetos, além de serem incapazes de reconhecer um

individuo familiar num curto periodo apds a primeira apresentacao.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

O objetivo geral deste trabalho foi investigar o efeito da diminuicdo do tbnus
colinérgico sobre comportamentos socialmente motivados, bem como a interagdo entre

sistema colinérgico e vasopressina na modula¢do do comportamento agressivo.

2.2. Objetivos Especificos

« Avaliar a atividade locomotora e exploratdria espontaneas de animais VAChT KD"M:

» Avaliar a memoria social de curta e de longa duragcdo em animais VAChT WT, VAChT
KD"ET e VAChT KDV,

« Avaliar o comportamento social agressivo de animais VAChT WT, VAChT KD" " e VAChT
KDHOM;

« Avaliar o comportamento relacionado & ansiedade em animais VAChT WT, VAChT KD"&"
e VAChT KD"M,

« Avaliar a funcéo olfatéria de animais VAChT WT, VAChT KD"5" e VAChT KDHM:

» Verificar o efeito da administracdo de atropina (antagonista muscarinico) sobre a memaoria
social de animais VAChT WT;

» Testar se a administracao de fisostigmina (inibidor de acetilcolinesterase), imediatamente
apos o aprendizado, é capaz de reverter o déficit na memaria social de animais VAChT KD;

» Avaliar a imunoreatividade para vasopressina no hipotdlamo de animais VAChT WT,
VACHhT KD"®" e VAChT KD"°";

» Testar se a administracdo de vasopressina € capaz de reverter possiveis alteracdes no

comportamento agressivo de animais VAChT KD.
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3. JUSTIFICATIVA

Em 1992, Cacciopo e Berntson propuseram, pela primeira vez, o termo Neurociéncia
Social como um novo campo de estudo para a “Década do Cérebro”.

Nas ultimas duas décadas, a neurociéncia social vem sendo dividida principalmente
em estudos que focam na recepc¢do da informacdo social, ou seja, no processamento
sensorial do estimulo, e estudos que focam na resposta comportamental, ou seja, nas
interacbes sociais observadas. Pouco se sabe, entretanto, acerca do processamento
secundario da informacdo social (fig 3.1), em outras palavras, 0 que ocorre entre a
percepcdo do estimulo social e a iniciagdo de um comportamento social, quais sdo os
substratos neurais, 0s neurotransmissores e hormoénios envolvidos no processamento

secundario da informacéao social (Insel, 2010).

Tend and Befriend ﬁ \ Fight or Flight

Fig 3.1 — Os desafios da Neurociéncia Social: O processamento que ocorre entre a entrada sensorial
(olfatério/ferormonio, auditério, visual e somatosensorio) e a saida comportamental (afiliacdo, comportamento
sexual, cuidado parental, agressividade, esquiva) ainda € pouco compreendido. (Insel).

Algumas doencas psiquiatricas sédo claramente caracterizadas por uma incapacidade
do individuo em estabelecer relacbes sociais, como o autismo e a fobia social. Foi
demonstrado que camundongos modelo da doenca de Alzheimer apresentam disfuncao
colinérgica hipocampal e séo incapazes de reconhecer um individuo familiar em um intervalo
de 3 horas ap6s a primeira apresentacado (Ohno et al., 2004). A doenca de Alzheimer é uma
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desordem neurodegenerativa multifatorial em que ha uma queda na funcdo colinérgica
relacionada com graves comprometimentos cognitivos. Em 2006, Prado e colaboradores
demonstraram que animais VAChT KD"®" possuem déficit de memoéria social. Entretanto,
esses animais foram previamente isolados, ou seja, permaneceram por um periodo de
quatro dias em gaiolas individuais, e a memoria social de longa duracdo nao foi avaliada. Foi
demonstrado que o isolamento social, em um periodo de um dia a sete dias, é um fator
ambiental que prejudica o processamento da memoria social de longa duracéo (Kogan et al.,
2000). Além disso, o comportamento de animais VAChT KD"°M n&o foi analisado, ja que
estes possuem forca muscular diminuida. Sabendo que as tarefas para avaliagcdo de
reconhecimento social ndo exigem forca muscular, mas sim, atividade locomotora
espontanea, a capacidade de locomocédo desses animais pode ser avaliada, a fim de se
verificar a possibilidade do estudo dos efeitos da reducdo exacerbada no tdnus colinérgico
central sobre o comportamento social.

Tendo em vista que a literatura apresenta dados principalmente acerca da memoria
social de curta duracdo, com animais previamente isolados, pouco se sabe sobre os
substratos neurais envolvidos na formag¢do da memaria social de longa duracdo. Em 2004,
van Kampen e cols. observaram que a potencializagdo da neurotransmissao colinérgica pela
administracdo de metrifonato (inibidor de AChE) melhora o reconhecimento social de longa
duracdo em ratos agrupados. Porém, nenhum estudo foi conduzido para investigar possiveis
consequéncias de uma hipofunc¢éo colinérgica sobre esta memoria.

O papel da vasopressina na modulagéo de interacdes sociais tem sido reconhecido,
e algumas evidéncias sugerem a existéncia de uma modulacdo da sintese desse
neuropeptideo pela ACh. Todavia, ainda ndo foram realizadas investigacdes dos efeitos de
um insulto ao sistema colinérgico central, em um modelo in vivo, sobre o sistema
vasopressinérgico e sua relagdo a com possiveis alteracdes no comportamento social.

Estudos ainda precisam ser conduzidos para permitir a elucidacao das bases neurais
da participacdo do sistema colinérgico sobre o comportamento social. Diante disso,
propusemos responder as seguintes perguntas: a ACh participa do processamento da
memo©ria social de longa duracdo? A reducado do ténus colinérgico central gera alteragdes no
comportamento social agressivo? A hipofuncéo colinérgica pode acarretar em um prejuizo
no sistema vasopressinérgico hipotalamico? Para responder a essas perguntas, realizamos
testes cognitivos em animais VAChT Knockdown, um modelo de hipofungcédo colinérgica,

além de uma abordagem farmacoldgica.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Animais

Foram utilizados camundongos machos VAChT WT, VAChT KD"8" e VAChT KD"M
com idade entre 8 e 14 semanas, fornecidos pelo Biotério de animais transgénicos do
Departamento de Fisiologia e Biofisica do Instituto de Ciéncias Biologicas da Universidade
Federal de Minas Gerais. Também utilizamos animais juvenis (de 25 a 35 dias de idade)
provenientes do CEBIO da UFMG, que serviram de intrusos para os experimentos de
reconhecimento social. Para a avaliacdo do comportamento agressivo, utilizamos como
intruso animais machos C57 (8 semanas de idade) provenientes do CEBIO da UFMG.

Os animais foram mantidos em ciclo claro-escuro de 12/12 horas em estante
ventilada, com temperatura constante de 22 +1C e u midade 40-70%. Em cada gaiola foram
mantidos de 3 a 5 camundongos, com racao e agua ad libitum.

Todos os protocolos realizados foram aprovados pelo Comité de Etica em
Experimentacdo Animal (CETEA) da UFMG, sob numero 184/2009.

4.2. Teste de atividade exploratéria em animais VAC ~ hT KD"M

Para avaliar a atividade exploratéria de animais VAChT KD"M

, cada individuo foi
inserido em um campo aberto (50cmX50cmX50cm), dividido em 36 quadrantes. Foi
permitido ao animal 5 minutos de livre exploracéo e, durante esse periodo, foram contados:
0 numero de crossings, ou seja, 0 humero de quadrantes cruzados pelo animal, e 0 nUmero
de rearings, ou seja, o numero de vezes em que 0 animal suspendia o corpo sobre as patas
traseiras. Crossings e rearings correspondem, respectivamente, a atividade locomotora

horizontal e vertical espontaneas.
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4.3. Tarefa de Reconhecimento Social

O paradigma da tarefa de reconhecimento social é baseado na tendéncia natural dos
roedores em investigar com maior dedicacdo um individuo intruso quando ele lhe é
apresentado pela primeira vez. O animal residente despendera entdo menor tempo de
investigacdo sobre o intruso familiar que Ihe for posteriormente reapresentado, indicando
assim o reconhecimento social (Thor e Holloway, 1982). Este protocolo ndo exige henhum
tipo de recompensa ou de componente aversivo.

Num primeiro momento, o animal passa por um periodo de 30 minutos de habituagéo a
uma nova gaiola, idéntica aquela onde é mantido, onde permanece sem perturbacdes. Em
seguida, inicia-se a sessdo de treino, na qual é inserido um camundongo estimulo,
denominado de intruso. Apos a fase de treino, € dado um intervalo de 30min ou 24 horas,
para avaliagdo da memoaria de curta e longa duracao, respectivamente, e realizada a sessao
de teste, com a reapresentacao do intruso familiar. Ambas sessdes de treino e teste tiveram
duracéo de 5 minutos.

Os animais intrusos eram camundongos machos juvenis (25 a 35 dias de idade) da
linhagem swiss, e foram apresentados dentro de uma pequena gaiola plastica, contendo
cerca de 60 orificios. A investigacdo social foi contabilizada toda vez que o animal
experimental introduzia o focinho dentro desses orificios (Prado et al. 2006).

Os resultados foram expressos como tempo total de exploragdo no treino e no teste,

para comparagao intra-grupos.

4.3.1. Drogas

Para avaliar a consequéncia do bloqueio de receptores muscarinicos em animais
VAChT WT na consolidacdo da MLD social, foi administrada atropina 1mg/kg i.p. dissolvida
em salina, ou salina, como controle, imediatamente apos o treino.

Para testar se a potencializagdo da neurotransmisséo colinérgica durante a fase de
consolidacédo da MLD social é capaz de reverter o déficit nessa memoria, foi administrada
fisostigmina (Sigma) 0,3mg/kg i.p. dissolvida em salina, ou salina, como controle, em
animais VAChT KD, imediatamente apds o treino. Foi demonstrado que esta dose de
fisostigmina é capaz de reverter déficit de memoria espacial induzido por atropina (Fontana
et al., 1995) e de facilitar a memoria para esquiva passiva (Gower et al., 1987).
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4.4. Teste de agressividade

O teste de agressividade foi precedido de um periodo de habituacdo de cada animal
por 30 minutos a uma gaiola com maravalha limpa. Animais VAChT WT e VAChT KD tem
como background animais C57, ou seja, 0os animais transgénicos foram produzidos a partir
da linhagem C57. Sendo assim, os animais intrusos utilizados nesse protocolo foram
camundongos machos, adultos, C57, apresentados ao animal experimental apos habituacao
do mesmo. A interacdo ocorreu durante um tempo total de 10 minutos, dentro dos quais 0
animal experimental foi observado para identificacdo de comportamentos agressivos
ofensivos e defensivos. Comportamentos agressivos ofensivos foram considerados como
mordidas e perseguicdo, e comportamentos defensivos, como fuga e postura defensiva.
Foram contabilizados a laténcia para a ocorréncia do primeiro ataque, o nimero total de
ataques, bem como o tempo total de duracdo dos ataques. Foram também contabilizados o
tempo de comportamento defensivo, o tempo de exploracdo social olfatéria da regido ano-
genital e dorso do animal estimulo, além do tempo de comportamento ndo social, como

grooming, rearing e exploracao do ambiente (Albers et al. 2006).

4.4.1 Drogas

Para avaliar os efeitos da administracdo de vasopressina sobre o comportamento
agressivo de animais VAChT KD, foi aplicada 1,2 pg de vasopressina (RBI — Sigma),
dissolvida em 500 ul de salina, ou salina, via subcutanea, 30 minutos antes do teste de
agressividade. A dose e via de administragdo da vasopressina foram previamente utilizadas
e demonstraram-se eficazes na potencializacdo de memdria espacial, sendo assim, € capaz

de atingir o SNC e atuar sobre a cogni¢cao de camundongos (Paban et al., 2003).

45. Labirinto em Cruz Elevado

Para assegurar que os resultados encontrados referentes a memoria social ndo estao
relacionados a alteracdes basais de ansiedade em animais VAChT Knockdown, os animais
foram submetidos ao labirinto em cruz elevado. O labirinto em cruz elevado consiste em um
aparato elevado 30 cm do solo, com quatro bracos (de 30 cm de comprimento cada) que se
encontram em um centro, sendo dois bracos fechados (30cmX6cm cada) e os outros dois

abertos (30cmX6cmX15cm cada). Esta tarefa se baseia na aversédo inata de roedores a
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ambientes abertos e elevados, sendo freqientemente utilizada para avaliar comportamento
relacionado a ansiedade (Rodgers et al., 1997). O animal é colocado no centro do aparato e,
durante 5 minutos, sdo registrados o numero de entradas e o tempo de permanéncia nos

bracos fechados e nos bragos abertos (Bielsky et al., 2005).

4.6. Teste de Habilidade Olfativa

Sabendo que o input colinérgico sobre o bulbo olfatério de roedores modula a
capacidade olfatéria destes animais (Mandairon et al., 2006) verificamos a funcionalidade do
sistema olfatério de animais VACHT KD, através do teste de funcdo olfatéria. Para isso,
foram introduzidos 7 gramas de chocolate, por animal, em cada gaiola, durante 72 horas.
Apés esse periodo de habituagéo, o chocolate foi removido e os animais foram privados de
racao por 12 horas. Ao final desse intervalo de tempo, cada animal entdo foi colocado em
uma caixa contendo um pedaco de chocolate escondido sob maravalha limpa e o tempo que
o animal levou para encontrar o alimento foi cronometrado (Yang e Crawley, 2009). Os
animais foram sempre inseridos na caixa em um ponto diametralmente oposto aquele onde
se encontrava o chocolate. O resultado foi expresso como laténcia de tempo para encontrar

o chocolate, em segundos.

4.7. Imunohistoquimica

A identificacdo dos neurdnios vasopressinérgicos foi realizada através da técnica de
imunohistoquimica pelo método indireto da imunoperoxidase com complexo avidina-biotina
(Todeschin et al., 2009).

Os animais destinados a este protocolo foram previamente anestesiados com solucéo
de quetamina (80mg/kg) e xilazina (15mg/kg) via i.p. e entdo submetidos a perfusao
intracardiaca, com 20ml de solucdo de PBS 0,1M, seguida de 40ml de solucdo de
paraformaldeido (PFA) a 4%. Os cérebros foram removidos, pés-fixados em PFA 4% por
12h a 4°C e transferidos para solucdo de sacarose a 30% por pelo menos 72hs. Para
obtencdo de cortes coronais, os cérebros foram previamente congelados em isopentano
99% e entdo fatiados no micrétomo criostato modelo 300, a -18°C, obtendo-se fatias de 40
um. As fatias entdo permaneceram em solucdo crioprotetora a -18°C até o momento da

realizacdo da técnica de imunohistoquimica.
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O protocolo de imunohistoquimica consistiu na exposicdo das fatias aos seguintes
passos: trés lavagens de 6min em PBS 0,1M; uma incubac&o de 5min em H,O; a 3% em
PBS 0,1M; trés lavagens de 6min em PBST; uma incubagdo de 120min em solucdo de
blogueio com soro de cabra (NGS) a 3% em PBST; uma incubag&o em anticorpo primario na
diluicdo de 1:100 em solucdo de blogueio a 4°C overnight. No segundo dia do protocolo, as
fatias foram expostas aos seguintes procedimentos: trés lavagens de 6min em PBST; uma
incubacdo em anticorpo secundario anti-mouse biotinilado na diluicdo 1:100 em PBST por
120min; trés lavagens de 6min em PBST; uma incubacdo em complexo avidina-biotina (Kit
ABC Elite — Vectastain) em PBST por 90min; trés lavagens de 6min em PBS 0,1M; uma
incubacdo em solugdo contendo o cromogeno 3,3’diaminobenzidina-HCI (DAB) e H,0, a
30% em TBS 0,1M por 15min; trés lavagens finais de 6min em PBS 0,1M.

As fatias foram distribuidas em laminas gelatinizadas e cobertas com laminulas,

utilizando entellan.

4.7.1. Analise das imagens

Para andlise quantitativa da marcacdo do tecido, as fatias correspondentes as
coordenadas de -0,58mm a -0,94mm referentes ao bregma (Paxinos e Franklin, 1997) foram
previamente identificadas (fig 4.2), selecionadas e fotografadas por meio da visualizacdo das

laminas sob microscépio 6ptico, em aumento de 10X e 20X.

Fig. 4.2: Coordenadas estereotaxicas do cérebro de camundongo: -0,58mm e -0,94mm referentes

ao bregma (Paxinos e Franklin, 2001).

Para andlise do numero total de células no PVN, foram utilizadas 7 fatias intercaladas,
por animal, fotografadas sob aumento de 20X, dentro das coordenadas citadas

anteriormente. O ndmero de células imunoreativas foi contabilizado, bilateralmente, com
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auxilio do programa Image J. Os resultados sdo expressos como o0 numero total de células
por animal.

Para andlise, separadamente, das regibes magnocelular e parvocelular do PVN, foram
selecionadas 3 fatias intercaladas, de -0,82mm a -0,94mm referentes ao bregma,
fotografadas sob aumento de 10X. Foi utilizado o programa Image J, com o qual as imagens
foram expostas a uma faixa limite de coloragéo (threshold de 0/50 red). Apds exposi¢cdo ao
threshold, as regides magnocelular e parvocelular foram selecionadas, bilateralmente,
gerando um valor, para cada regido, da porcentagem de marcacao presente em cada fatia.
Os resultados sdo expressos como a média da porcentagem de area marcada.

4.8. Delineamento Experimental

Protocolo 1: Avaliacdo da atividade locomotora espontanea de ani  mais VAChT KD HoM

VAChT WT VACHhT KD"oM

n=¢C n=¢

:

Campo aberto
(5min)

Protocolo 2: Avaliacdo da MCD

VAChT WT VAChT KD™' VAChT KD™V
n=7 n=7 n=7
A l -
: : 30min
Habituacao Treino Teste
(30min) " (5min) ' (5min)
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Protocolo 3: Avaliacdo da MLD

VAChT WT VAChT KDH&T VAChT KD"M
n=9 n=9 n=9
N l -
24hs
Habituacéo R Treino Teste
(30min) " (5min) ' (5min)

Protocolo 4: Avaliacdo do efeito da administracdo d e atropina sobre a consolidacéo

da MLD

Os mesmos animais VAChT WT utilizados para avaliacdo da atividade locomotora em
campo aberto foram utilizados neste protocolo, distribuidos de maneira homogénea entres

0S grupos salina e atropina.

VAChT WT VAChT WT
Salina: n=9 Atropina: n=9
\_ l -/
24hs
Habituacéo Treino Teste
(30min) > (5min) * T (5min)

* Administraco salina ou atropina 1mg/kg imediataim@ds-treino.
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Protocolo 5: Avaliagdo do efeito da administracdo d e
consolidagcéo da MLD de animais VAChT KD

fisostigmina

A.
VAChT KD"&' VAChT KD"¢'
Salina: n=8 Fisostigmina: n=8
\_ -/
24hs
Habituacéo R Treino Teste
(30min) > (5min) * T (5min)
B.
VAChT KD™V VAChT KD™"
Salina: n=7 Fisostigmina: n=7
\_ l ]
. - 24hs
Habituacéo Treino Teste
(30min) > (5min) * (5min)

* Administracéo salina ou fisostigmina 0,3mg/kg ina¢ginente pds-treino.

sobre a
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Protocolo 6: Avaliacdo do comportamento social agre SSivo
VAChT WT VAChT KD"¢' VAChT KD""
n=14 n=16 n=14
S l -
Habituacéo R Teste
(30min) "I (10min)

Protocolo 7: Avaliacao do perfil comportamental rel

acionado a ansiedade

Foram utilizados o0os mesmos animais anteriormente avaliados na tarefa de

reconhecimento social para avaliacdo de MLD, com intervalo de uma semana.

VAChT WT VACHhT KD"&" VAChT KDHoM
n=9 n=9 n=9
N l -
Teste
(5min)
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Protocolo 8: Avaliacao da habilidade olfativa

Neste protocolo, foi utilizada parte dos animais anteriormente testados no teste de

agressividade, com uma semana de intervalo.

VAChT WT VACHhT KD"&" VAChT KDHoM

n==¢& n==8& n==8&

v

N 7

Habituacéo Privacéo R Teste
(72hs) e (12hs) g
Protocolo 9: Avaliacdo de neurbnios vasopressinérgi cos no PVN

Foram utilizados 0s mesmos animais anteriormente avaliados na tarefa de

reconhecimento para avaliacdo da MCD, com uma semana de intervalo.

Quetamina/Xilazina

intracardiaca
PBS/PF/

A 4

VAChT WT VAChT KD"&' VAChT KD""
n=5 n=6 n=6
A l -
Anestesia Perfusao Imunohistoquimica




Protocolo 10: Avaliagdo do efeito da administragao de vasopressina sobre o

comportamento social agressivo

VAChTWT || VAChTWT VAChT KD"™ | |  VAChT KD"'
Salina n=7 Vasopressina: n=7 Salina: n=7 Vasopressina: n=71
. l -
Habituacao Teste
(30min) "I (10min)

49. Analise Estatistica

Todos os dados foram primeiramente avaliados em testes de normalidade de KS e
D Agostino & Pearson.

A andlise estatistica dos dados do teste de atividade locomotora espontanea foi
realizada atraveés do teste T ndo-pareado para comparacao dos dois grupos utilizados.

O tempo de exploracdo olfatéria, obtido na tarefa de reconhecimento social, foi
analisado através do teste T pareado para comparacdo entre os valores de treino e teste
intra-grupo e ANOVA de uma via para comparacao entre valores de treino e entre valores de
teste inter-grupos, com post-hoc de Bonferroni.

Os resultados referentes ao labirinto em cruz elevado e teste de fungéo olfatéria foram
analisados através do teste ANOVA de uma via com post-hoc de Tukey, para comparacao
dos grupos estudados.

A analise estatistica do niumero de ataques e tempo total de ataques observados no
teste de comportamento agressivo foi realizada através do teste de Kruskal-Wallis com post-

hoc de Dunn, pois estes dados nao apresentaram distribuicdo normal.
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5. RESULTADOS

5.1. Atividade locomotora em animais VAChT KD HOM

O teste de atividade locomotora revelou que animais VAChT WT e animais VAChT
KD"M realizam numero de crossings (t=0,02459; p=0,9806) e de rearings (t=1,934;
p=0,0674) similares (fig 5.1A e B), ndo havendo assim diferen¢a entre os grupos quanto a
sua atividade horizontal e vertical espontaneas. Sendo assim, podemos afirmar que o grupo
VAChT KD"M nao apresenta déficit em atividade exploratéria dependente de locomocao

espontanea.

120
40~

Numero total de crossings
Numero total de rearings

Fig 5.1: Atividade locomotora espontanea em animais ~ VAChT WT (n=9) e VAChT KD "™ (n=9). (A)
Numero total de crossings. (B) Numero total de rearings. Os dados sao expressos como média + EPM,

analisados pelo teste T ndo-pareado.

Diante do resultado observado, procedemos com o0s testes cognitivos em animais
VAChT KD"M ja que as tarefas as quais os mesmos foram submetidos exigiram uma
atividade exploratoria dependente de locomocgdo espontanea e ndo exigiam forgca muscular
ou atividade fisica forcada.
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5.2.  Memoria social de curta duracdo em animais VAC  hT KD

A tarefa de reconhecimento social demonstrou que animais VAChT WT despendem
menos tempo na investigacao do animal intruso durante o teste, quando comparado com o
treino (t=8,636; p=0,0001). Da mesma maneira, os animais VAChT KD"5" possuem memoéria
social de curta duracdo intacta, demonstrando menor tempo de investigacdo olfatoria do
intruso no teste, em relacdo ao treino (t= 8,343; p=0,0002). Os animais VAChT KD"°M, por
sua vez, ndo sao capazes de reconhecer um individuo familiar 30 minutos apés a primeira
apresentacao, ja que ndo ha diferenca entre as barras de teste e treino (t= 1,174; p=0,285).
Além disso, o grupo VAChT KD"°M dedica maior tempo de investigacdo do intruso

(p=0,0028), durante o teste, quando comparado com os outros grupos (fig 5.2).

150+

Il Treino

B 1254 # [ Teste
3
S 100+ T
S
o
5 75 ok
3 okt

504
2 T
g T
2 25

0- T T T

VAChTWT VAChHhT KDHET VAChHT KDHM

Fig 5.2: Meméria social de curta duragdo em animais ~ VAChT WT (n=7), VAChT KD " (n=7), VAChT
KD"M (n=7). Os dados s&o expressos como média + EPM. *** p<0,001 em relag&o ao treino do respectivo
grupo, pelo teste T pareado. # p<0,05 em relacdo ao teste dos outros grupos, pelo teste one-way ANOVA com

post-hoc de Bonferroni.
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5.3.  Memoria social de longa duracdo em animais VAC  hT KD

Os animais VAChT WT dedicam menor tempo de exploragéo social do intruso no teste,
apos intervalo de 24 horas, em relacdo ao treino (t=5,454; p=0,001), o que demonstra
reconhecimento social de longa duracdo. Os grupos VAChT KD ' (t=0,5566; p=0,5951) e
VAChT KD"M (t=0,8651; p=0,4157), por sua vez, possuem déficit na meméria social de
longa duracéo, ja que ndo ha queda no tempo de investigacdo social no teste, em relacéo

ao treino (fig 5.3).

150
Il Treino

125+ 1 Teste

1004 *kk T
SN Ml [

50

Tempo de exploragéo (s)

254

0 ! ! !

VAChT WT VAChT KDHET VAChT KD"M

Fig 5.3: Memodria social de longa duragao em animais ~ VAChT WT (n=9), VAChT KD HET (n=9), VAChT

KD"M (n=9). O dado é expresso como média + EPM. *** p<0,001 em relagdo ao treino do respectivo grupo,

pelo teste T pareado.

5.4. Memoria social de longa duracdo em animais VAC hT WT expostos a

administracao i.p. de atropina

Para verificar o efeito pontual da diminuicdo do tbénus colinérgico sobre a
consolidacdo da memdria social de longa duragéo, animais VAChT WT foram submetidos a
administracéao atropina (1mg/kg), um antagonista muscarinico, imediatamente ap0s a sessao
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de treino da tarefa de reconhecimento social. Podemos observar que os animais do grupo
salina sdo capazes de reconhecer um intruso juvenil 24hs ap0s a primeira apresentacao,
com reducdo no tempo de investigacdo olfatéria do intruso no teste em relacdo ao treino
(t=4,541; p=0,0019), 0 que ndo ocorre no grupo atropina (t=0,3264; p=0,7525) (fig 5.4).

100+

HEl Treino
@ 80 [ Teste
R
**
S T
5 60
S T
x
()
L 404
o
[oR
§  20-
|_
0 T T
Salina Atropina

Fig 5.4: Efeito da atropina na consolidacdo da memé  ria social de longa duragdo de animais VAChT
WT, divididos em grupos salina (n=9) ou atropina (n  =9). Os resultados sdo expressos como média

EPM. **p<0,01 em relagdo ao treino, pelo teste T pareado.

5.5. Memoria social de longa duracdo em animais VAC hT KD apoés

administracao de fisostigmina

No teste de reconhecimento social, observamos que o grupo VAChT KD"' salina
despende tempos similares de exploragdo olfatéria no treino e no teste (t=0,6075;
p=0,5627), o que também é observado no grupo fisostigmina (t=0,2612; p=0,8015) (fig
5.5A). No grupo VAChT KD"™ também nao ha diferencas no tempo de exploracédo no
treino e teste, tanto sob administracdo de salina (t=1,898; p=0,1064) quanto no grupo
fisostigmina (t=2,369; p=0,0556) (fig5.5B). Sendo assim, a administracdo de fisostigmina
0,3mg/kg imediatamente apos o treino ndo foi capaz de reverter o déficit na memoria social

de longa duracédo de animais VAChT KD.
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[ Teste
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Tempo de exploragao (s)

Salina Fisostigmina

80 Treino
[ Teste

Tempo de exploracéo (s)

Salina Fisostigmina

Fig 5.5: Meméria social de longa duracdo em animais ~ VAChT KD: (A) VAChT KD salina (n=8) e

fisostigmina 0,3 mg/kg (n=8); (B) VAChT KD"M salina (n=7) e fisostigmina 0,3 mg/kg (n=7). Os resultados

sdo expressos como média £ EPM. Nao ha diferenca entre os tempos de exploragéo social no treino e

teste, dentro de cada grupo, pelo teste T pareado.
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Laténcia (s)

5.6. Comportamento social agressivo em animais VACh T KD

Apenas 1 animal do grupo VAChT WT, dentro de uma amostragem de 14 individuos,
apresentou comportamento agressivo ofensivo, o que corresponde a 7,14% da populacao.
Foi observado que 7 animais VAChT KD"5", dentre os 16 individuos avaliados, agridem
ofensivamente o intruso, o que representa 43,75% do grupo. J& no grupo VAChT KD"M, 3
dentre 14 individuos demonstraram comportamento agressivo ofensivo, representando
21,43% da amostragem.

Os animais VAChT KD"®T apresentam maior nimero de ataques contra o intruso
(p=0,0434) quando comparados com os grupos VAChT WT (fig 5.6B). Nao existe diferenca
entre os grupos em relacdo a laténcia para a apresentacédo do primeiro ataque, entretanto, é
possivel observar que o grupo heterozigoto tende a atacar o intruso dentro de uma menor
laténcia (p=0,0573) (fig 5.6A). Nao ha diferenca significativa para o tempo total de ataques
contra o intruso, porém ha uma tendéncia em maior tempo de ataques no grupo heterozigoto
(p=0,0804) (fig 5.6C). Nao observamos diferenca significativa para o tempo total de exibicao
de comportamento defensivo, com uma tendéncia de maior tempo de demonstracdo de
postura defensiva no grupo homozigoto (p=0,5531) (fig 5.6D). Os tempos de investigacao
social olfatéria do intruso (p=0,0912) (fig 5.6E) e o tempo de investigacdo n&o-social

(p=0,3525) (fig 5.6F) sao similares entre 0s grupos.
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Fig 5.6: Perfil comportamental de animais VAChT WT  (n=14), VAChT KD "' (n=16) e VAChT KD "M
(n=14) no teste de agressividade: (A) Laténcia para o primeiro ataque; (B) Numero total de ataques, (C)
Tempo total de ataques; (D) Tempo total de posturas defensivas; (E) Tempo de investigacao olfatéria
social; (D) Tempo de investigacdo ndo-social. Os resultados sdo expressos como média + EPM.*p<0,05
em relacdo ao grupo VAChT WT, pelo teste Kruskal-Wallis com post-hoc de Dunn ou pelo teste one-way
ANOVA com post-hoc de Tukey.
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5.7. Comportamento relacionado a ansiedade em anima  is VAChT KD

Para avaliar o perfil de comportamento relacionado a ansiedade de animais VAChT
KD, submetemos os mesmos ao teste do labirinto em cruz elevado. Os resultados
demonstram n&o haver diferenca significativa entre os grupos VAChT WT, VAChT KD"&" e
VAChT KD"M quanto & porcentagem de tempo de exploracdo dos bracos abertos
(F(2,24)=19,28. p=0,7392) (fig 5.7A) e quanto a porcentagem de entradas nos bragos
abertos (F(2,24)=73,16. p=0,8387) (fig 5.7B). Dessa maneira, podemos inferir que 0S grupos
VAChT knockdown ndo possuem alteracdo nos niveis basais de ansiedade, quando

comparados ao grupo VAChT WT.
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Fig 5.7: Perfil comportamental relacionado & ansied  ade em animais VAChT WT (n=9), VAChT KD "7
(n=9), VAChT KD " (n=9). (A) Porcentagem de tempo (s) de exploracédo dos bracos abertos e (B)
Porcentagem de entradas nos bragos abertos. Os resultados sédo expressos como média £ EPM. Analise

estatistica pelo one-way ANOVA.
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5.8. Habilidade olfativa de animais VAChT KD

O teste olfatério demonstrou que animais VAChT KD e animais VAChT KD"M nao
possuem déficit de funcéo olfatoria, ja que despendem uma laténcia similar ao grupo VAChT

WT (F(2,21)= 7,292. p=0,9407) para encontrar um pedaco de chocolate escondida sob
maravalha (fig 5.8).
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Fig 5.8: Funcao Olfatéria em animais VAChT WT (n=8) , VAChT KD "' (n=8), VAChT KD "™ (n=8). Os

resultados sao expressos como média + EPM. Analise estatistica pelo one-way ANOVA.
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5.9. Neurbnios vasopressinérgicos em animais VAChT KD

A analise do numero total de células imunoreativas para a vasopressina foi
realizada, bilateralmente, em 7 fatias intercaladas, no PVN de animais VAChT WT e VAChT
KD. Nosso resultado demonstra que animais VAChT WT, VAChT KD"&" e VAChT KD"M
possuem um numero similar de células vasopressinérgicas no PVN (F(2,16)= 68,13.
p=0,3812) (fig 5.9A).
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Fig 5.9A: Namero total de células imunopositivas pa  ra vasopressina no PVN de animais VAChT WT
(n=5), VAChT KD " (n=6) e VAChT KD "°" (n=6). Os resultados s&o expressos como média + EPM. Andlise

estatistica pelo one-way ANOVA com post-hoc de Tukey.

Para analise separadamente da imunoreatividade das regibes magnocelular e
parvocelular do PVN, as mesmas foram previamente selecionadas (fig 5.9B e 5.9C). Nosso
resultado demonstra ndo haver diferenca significativa na imunoreatividade entre os grupos,
tanto na regido magnocelular (F(2,14)=81,18. p=0,088) (fig 5.9D) quanto na regiado
parvocelular (F(2,14)=7,765. p=0,2966).
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Fig 5.9: Neurdnios vasopressinérgicos em animais VA ChT: (B) Destaque da regiao magnocelular do PVN,
circundada em vermelho e da regido parvocelular do PVN, preenchida em azul. PaLM: regido magnocelular
lateral do PVN ; PaMM: regido magnocelular medial do PVN; PaMP: regido parvocelular medial do PVN ; 3V:
terceiro ventriculo. (C) Imagem de fatia em aumento 10X com regido magnocelular do PVN circundada em
vermelho. (D) Porcentagem de area marcada, da regido magnocelular de animais VAChT WT (n=5), VAChT
KD"®" (n=6) e VAChT KD"°™ . (n=6) apés imunohistoquimica anti-vasopressina. (E) Porcentagem de area
marcada, da regido magnocelular de animais VAChT WT (n=5), VAChT KD"*" (n=6) e VAChT KD"". (n=6)
apos imunohistoquimica anti-vasopressina. Os resultados sdo expressos como média + EPM. Anélise

estatistica pelo one-way ANOVA com post-hoc de Tukey.
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5.10. Comportamento social agressivo em animais VAC hT KD apés

administracdo de vasopressina

A administracéo subcutanea de vasopressina nos animais VAChT KD" ' resultou na
anulacdo do comportamento ofensivo desses animais, ja que nenhum animal desse grupo
apresentou comportamento de ataque contra o intruso, contra 57,14% de prevaléncia de
animais agressivos no grupo salina. No grupo VAChT WT, a administracdo de vasopressina
nao revelou efeito sobre 0 comportamento agressivo, pois 0s grupos salina e vasopressina
ndo apresentaram nenhum episédio de agressividade contra o intruso. Além disso, a analise
do tempo de investigacado olfatéria social despendida sobre o intruso, pelo teste two-way
ANOVA revelou efeito significativo do tratamento (F(1,24)=2,97. p<0,05) com interacao entre
os fatores (F(1,24)=5,95. p<0,05), assim, observamos que a vasopressina causa reduc¢ao da

HET
D

exploracédo olfatéria social no grupo VAChT K , quando comparado ao respectivo salina.

Além disso, o teste post-hoc de Bonferroni revelou que o grupo vasopressina VAChT KD"E"
despende menor tempo na investigacao olfatéria social do intruso quando comparado ao

grupo vasopressina VAChT WT (fig 5.10).
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Fig 5.10: Comportamento de investigacdo olfatérias  ocial durante o teste de comportamento
agressivo, apés administracdo de salina VAChT WT (n =7) e VAChT KD "7 (n=7) ou vasopressina VAChT
WT (n=7) e VAChT KD "' (n=7). Os resultados s&o expressos como média + EPM. *p<0,05 pelo two-way
ANOVA em relagdo ao respectivo grupo salina. #p<0,01 pelo teste post-hoc de Bonferroni, em relagdo ao
grupo VAChT WT.
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6. DISCUSSAO

O papel do sistema colinérgico sobre a cogni¢cdo vem sendo amplamente estudado.
Neste trabalho, nos avaliamos o perfil comportamental do tipo social em camundongos
knockdown para o transportador vesicular de acetilcolina. Nossos resultados demonstraram
que a memoéria social de curta duracdo apresenta-se prejudicada em animais VAChT KDHM,
Nossos resultados corroboram dados farmacolégicos da literatura que mostram que a
diminuicAo de mecanismos pos-sindpticos da neurotransmissdo colinérgica pela
administracdo de antagonista muscarinico ou nicotinico prejudica a memoaria social de curta
duracdo (Van Kampen et al., 2004) e impede o declinio da investigagdo olfatéria natural
sobre um intruso apos sucessivas apresentacdes do mesmo em curtos intervalos de tempo
de 10 minutos (Wislow e Camacho, 1995).

Demonstramos também um déficit na memoaria social de longa duracdo, tanto no
grupo VAChT KD" T quanto no grupo VAChT KD"M. Estes resultados suportam algumas
evidéncias da importancia da acetilcolina sobre o processamento dessa memoria. A
potencializagdo da neurotransmissao colinérgica, através da administragdo de inibidor de
acetilcolinesterase ou de agonista nicotinico leva a uma melhora no desempenho de ratos
para o reconhecimento social de longa duragéo (Van Kampen et al., 2004).

Segundo modelo proposto por Hasselmo, 2002, a acetilcolina, em altos niveis, parece
modular a aquisicdo de novas memodrias ao potencializar a responsividade do cortex a
estimulos sensoriais, enquanto inibe o feedback excitatorio que medeia a evocacdo de
memorias previamente armazenadas. Dessa maneira, evidéncias comportamentais da
melhora da memodria por agonistas nicotinicos devem resultar do aumento do input de
aferéncias sensoriais para estruturas corticais onde as memorias sao codificadas. A inibicao
muscarinica sobre o feedback excitatorio, por sua vez, deve ser responsavel pela reducao
da evocacdo de memorias antigas, permitindo a codificacdo de novas informacdes no
cortex.

Observamos que ndo ha alteragbes no comportamento do tipo ansiedade em animas
VAChT KD e nem comprometimento de habilidade olfativa na deteccdo de um odor.
Portanto, podemos inferir que os déficits de memoria social observados nos grupos VAChT
KD ndo se devem a altera¢cdes nos niveis de ansiedade basal e nem na capacidade de
percepcao de sinais olfatorios do meio.

Tendo em vista que a memoria social de longa duracdo esta prejudicada tanto em
animais VAChT KD"®' quanto em animais VAChT KD"™ | enquanto estes Ultimos

apresentam também um déficit da memoria de curta duracdo, podemos questionar quais sao
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0S possiveis mecanismos responsaveis por essa diferenca na modulacdo da MCD e da MLD
pelo sistema colinérgico. Foi demonstrado que a administracdo local de antagonista
muscarinico, em diferentes estruturas, pode prejudicar a consolida¢cdo da MCD ou da MLD
ou de ambas as memodrias em uma tarefa de esquiva passiva. Para este tipo de tarefa, foi
concluido que a neurotransmissao colinérgica via receptores muscarinicos modula a MCD
apenas no hipocampo, enquanto essa modulagéo colinérgica é observada sobre a MLD néo
somente no hipocampo, mas também no coértex pré-frontal e amigdala (Izquierdo et al.,
2002). Diante disto, é possivel que animais VAChT KD"®" possuam um declinio colinérgico
no coértex pré-frontal e/ou amigdala, justificando o déficit na MLD social e, em contrapartida,
teriam a neurotransmissao colinérgica no hipocampo intacta, o que explicaria a
apresentacdo de uma MCD intacta? A resposta para essa pergunta € ndo, pois estes
animais possuem diminui¢do similar nos niveis da expressao da VAChT no hipocampo e no
cortex (Prado et al, 2006). Por outro lado, nossos dados comportamentais podem estar
refletindo um efeito dose-dependente da inibicdo da neurotransmisséao colinérgica sobre o
processamento da memoria social, ja que a administracéo i.p. de escopolamina prejudica a
memoria social de curta duracdo somente em maiores concentracoes (Riedel et al, 2009).
Seguindo este raciocinio, a hipofuncéo colinérgica de 45-50% na expressédo da proteina
VAChHT apresentada pelo grupo VAChT KD"E" ndo seria suficiente para prejudicar a MCD
social. Ja uma reducdo mais exacerbada da neurotrasmissdo colinérgica, de 65-70%,

apresentada pelos animais VAChT KD"M

seria capaz de prejudicar essa memoria, 0 que
corrobora com dados de Ferreira e cols., de 2001, que mostraram que apenas ovelhas com
deplecdo igual ou maior a 75% dos neurbnios colinérgicos do prosencéfalo basal
apresentam déficit no reconhecimento social de seus filhotes em um periodo de até 4 horas
pés-parto, o que ndo ocorre diante de uma deplecdo menor que 75%. Interessantemente, as
ovelhas que apresentam prejuizo da memodria social, assim como os VAChT KD, nao
possuem comprometimento da habilidade olfativa para a deteccdo de odores, porém, a
reducdo da inervacédo colinérgica do bulbo olfatorio esta acentuada nesses animais, quando
comparada aos animais intactos e aos animais com lesédo abaixo de 75% do prosencéfalo
basal. Dessa maneira, a investigacao da reducdo da neurotransmissao colinérgica no bulbo
olfatério de animais VAChT KD poderia explicar o prejuizo na MCD encontrado
exclusivamente no grupo homozigoto.

O uso de tratamentos farmacoldgicos ou ndo-farmacoldgicos apds a fase de treino de
uma tarefa € um método eficaz para estudo da consolidacdo de memorias sem afetar a fase
do aprendizado, permitindo a elucidacdo da participacdo tempo-dependente de eventos
neuroquimicos que levam a retencdo de memoérias (McGaugh 2000). No nosso trabalho,

verificamos que a administracdo de atropina, um antagonista muscarinico, imediatamente
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apos o treino na tarefa de reconhecimento social impede o reconhecimento social de longa
duracdo em animais VAChT WT. Portanto, a acdo da acetilcolina, via receptores
muscarinicos, € essencial na fase de consolidagdo da MLD social. Nosso resultado
corrobora com o trabalho de Miranda e cols., de 2009, que observou que a administragcédo de
escopolamina (antagonista muscarinico), imediatamente apds a primeira apresentacao de
urina de fémeas, impede o reconhecimento deste odor por ratos machos apos 24hs de
intervalo. Além disso, diversos dados na literatura evidenciam a importancia da ativacao de
receptores muscarinicos na consolidacdo de memodrias, em estruturas como amigdala,
hipocampo, estriado e cértex (Power et al., 2003).

A diminuicdo da neurotransmissao colinérgica central através da administracéo i.c.v
de um inibidor da sintese de acetilcolina, imediatamente apds o treino, prejudica a retencao
da memodria de longa duracdo em uma tarefa de esquiva passiva (Baratti et al., 2009).
Diante disso, levantamos a seguinte pergunta: O déficit na memoria social de longa duragéo
de animais VAChT KD pode ser revertido através da potencializacdo da neurotransmissao
colinérgica na fase de consolidacdo dessa memdéria? Para responder a essa questao,
administramos fisostigmina 0,3mg/kg em animais VAChT KD imediatamente ap0s o treino
da tarefa de reconhecimento social. O resultado demonstrou que a administracao de
fisostigmina néo foi capaz de reverter o déficit na memoria social de longa duracao tanto do
grupo VAChT KD"°M quanto do grupo VAChT KD"®" . Sabendo que altos niveis de
acetilcolina sdo necessarios na fase de aprendizado (Hasselmo 2006), é possivel que o
comprometimento da disponibilidade de acetilcolina durante a fase de aquisicdo da memaria
social de animais VAChT KD tenha um papel crucial no déficit de memoria observada
nesses animais. Dados ndo publicados do grupo do prof. Dr. Marco Prado revelam que
animais VAChT KD"°M quando expostos por 120 minutos a um campo aberto, apresentam
menor redugdo na atividade locomotora com o decorrer do tempo, quando comparados a
animais VAChT WT. Essa diferenca nao foi observada entre camundongos selvagens e
heterozigotos. Além disso, quando submetidos a apresentacdes sucessivas a0 campo
aberto, em intervalo de tempo de 24 horas, os camundongos selvagens apresentam
decréscimo na atividade locomotora ao longo das sessdes, o que nao é observado no grupo
VAChT KD"M. Podemos observar, nos nossos dados, uma tendéncia de aumento na
apresentacdo de rearings, ou seja, atividade exploratéria vertical do ambiente, no grupo
homozigoto em relagdo ao selvagem. Apesar de nao haver diferenga significativa na
atividade locomotora e exploracdo espontaneas entre 0s grupos, é importante ressaltar que
estes animais foram expostos ao campo aberto por um periodo de apenas 5 minutos, contra
0s 120 minutos avaliados pelo grupo do prof Prado. Sendo assim, € possivel que um

periodo de 5 minutos ndo seja suficiente para observar diferenca significativa, com
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hiperlocomocdo dos VAChT KD"M. O comportamento de hiperlocomocdo apresentado

pelos animais VAChT KD"HM

representam uma clara reducdo na habituacao intra e entre
sessbes ao campo aberto. Outros trabalhos também apontam a importancia do ténus
colinérgico para a habituacdo a um ambiente (Thiel et al, 1998; Lamprea et al., 2003).
Portanto, € possivel que a auséncia do efeito da administracdo da fisostigmina pds-treino,
em camundongos homozigotos, seja resultante do comprometimento da sua capacidade de
habituacdo, o qual deve ser um componente importante na geracao do déficit de memoéria
social apresentado por esses animais.

Os prejuizos cognitivos observados em animais transgénicos podem refletir
alteracdes no desenvolvimento do individuo ao invés de um prejuizo na plasticidade na vida
adulta do individuo (Chapman, 2002). Sendo assim, a falta de eficacia no tratamento de
camundongos VAChT KD com fisostigmina pode ser uma consequéncia do
comprometimento do desenvolvimento neuroldgico desses animais e nao um efeito pontual
da diminuicdo da disponibilidade de acetilcolina no momento do processamento da memoria.
De acordo com essa idéia, dados da literatura demonstram que a perda de neurbnios
colinérgicos no prosencéfalo basal, pela inje¢cdo imunotoxina 192 IgG-saporina em animais
neonatos, pode resultar em uma reducdo do input colinérgico sobre o cortex, causando
atrasos no desenvolvimento neuronal, mudancas permanentes na morfologia e na
conectividade dessa estrutura, além de danos cognitivos na memaria e na funcao atencional
na vida adulta dos individuos (Berger-Sweeney 2003). Outra possibilidade que deve ser
ressaltada é a de que o momento na qual a fisostigmina foi administrada, imediatamente
pos-treino, pode nao ter sido eficaz para reverter o déficit de memoria social de longa
duracdo dos animais VAChT, atuando apenas na consolidacdo da memoria. A injecdo de
galantamina e de donepezil, ambos inibidores de acetilcolinesterase, 30 minutos pré-treino
(Castro et al., 2009) reverteram déficit para a memoria de objetos em animais VAChT KD"7,
ou seja, atuaram na fase de aquisicdo e consolidacdo da memoaria. Sendo assim, estudos
posteriores sd0 necessarios para avaliar a efetividade da fisostigmina, administrada preé-
treino, na reversao do déficit de memoria social dos animais VAChT KD.

Pouco se sabe sobre o papel da acetilcolina na modulagcdo do comportamento
agressivo. As medidas de comportamento agressivo em roedores sao usualmente
realizadas através de uma analise da proporcdo de animais agressivos dentro de uma
amostragem, da laténcia para o primeiro ataque e da duragédo dos ataques contra o intruso.
No nosso estudo, ndo observamos diferenca significativa entre os grupos VAChT WT e
VAChT KD quanto a laténcia para o primeiro ataque e a duracdo dos ataques. Porém,
demonstramos que a prevaléncia de animais que exibem comportamentos ofensivos no

grupo VAChT KD"T é seis vezes maior (43,75% da amostragem) que no grupo VAChT WT
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(7,14% da amostragem), além de apresentarem maior nimero de ataques contra o intruso,
quando comparado com o grupo selvagem. O grupo VAChT KD"M (21,43% da
amostragem) apresenta uma proporcao trés vezes maior que o grupo selvagem, mas nao ha
diferenca significativa entre esses grupos quanto ao numero de ataques direcionado contra
0 intruso, o que pode refletir o prejuizo na forca muscular dos animais homozigoto. Em geral,
nossos dados evidenciam um comportamento agressivo exacerbado em animais que
possuem uma diminuicdo do tdnus colinérgico.

Foi demonstrado que quando um camundongo macho co-habita com uma fémea, a
insercdo de um intruso evoca O comportamento agonistico no animal residente. A
administracdo de escopolamina ao animal residente suprime seus epidddios ofensivos
diante do intruso, de uma maneira dose-dependente (Yoshimura and Ogawa 1982),
sugerindo assim que a acetilcolina, atuando em receptores muscarinicos, pode ter um papel
fundamental na expressdo do comportamento agressivo ofensivo. Sendo assim, nossos
resultados referentes a elevada agressividade diante de uma deficiéncia colinérgica nos
animais VAChT KD contrapem os dados de Yoshimura e Ogawa, 1982, que sugere um
efeito estimulante da acetilcolina sobre o comportamento agressivo. Entretanto, nao
podemos excluir a possibilidade da presenca de mecanismos compensatérios para a
reducdo do ténus colinérgico nos animais VAChT KD, dentre eles, uma elevacdo de
receptores nicotinicos e/ou muscarinicos centrais. Se essa idéia for verdadeira, 0 aumento
na expressao de receptores muscarinicos poderia ser responsavel pelo exacerbado
comportamento ofensivo nesses animais. Além disso, € possivel que a diminuicdo da
inervacdo colinérgica para 0 cOrtex seja um ponto importante na exacerbacdo do
comportamento agressivo de animais VAChT KD, pois foi observado que a lesdo do cortex
pré-frontal de ratos resulta em um aumento na agressividade (de Bruin et al., 1983),
indicando que redes corticais superiores tem efeitos inibitérios na expressao do
comportamento agressivo.

Por outro lado, verificamos uma auséncia de diferenca entre os grupos VAChT WT e
VAChT KD em relacdo ao tempo total de posturas defensivas. Nossos resultados
corroboram dados na literatura que sugerem que 0 comportamento agressivo ofensivo e o
comportamento agressivo defensivo recrutam diferentes substratos neurais (Adams 2006),
assim, a hipofuncédo colinérgica deve acarretar em alteracdes da via de sinalizacdo de
estruturas envolvidas especificamente com o comportamento ofensivo.

Algumas evidéncias sugerem uma relacao entre o déficit colinérgico com alteracdes
no sistema serotoninérgico de pacientes portadores da doenca de Alzheimer, como a
presenca de polimorfismos no receptor de serotonina. Alteracbes na expressdao de

receptores de serotonina, em diversas regides do SNC, vém sendo apontadas como um
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possivel mecanismo modulatorio do comportamento agressivo e da ansiedade, porém essa
complexa relacdo ainda nao foi bem elucidada (Zarros et al., 2005). Foi sugerido que a
ansiedade regula a agressividade ofensiva, de modo que a elevacdo dos niveis de
ansiedade leva a uma inibicho do comportamento agressivo (Maestripieri et al., 1991)
engquanto baixos niveis de ansiedade levam a um aumento no comportamento agressivo
(Veenema et al., 2007). Entretanto, a expressédo elevada na agressividade dos animais
VAChT KD nédo pode ser justificada por uma reducdo na ansiedade desses animais,
conforme verificamos pelo teste do labirinto em cruz elevado.

A literatura traz diversas evidéncias de uma participagao crucial da vasopressina em
interacOes sociais. Foi observado, por exemplo, que alteracdes no ambiente social durante a
infancia pode provocar prejuizo na memoéria social, além de diminuicdo no numero de
células vasopressinérgicas no PVN na vida adulta desses animais (Tanaka et al., 2010).
Diante de estudos que sugerem a regulacdo da sintese de vasopressina pela acetilcolina,
realizamos, através da técnica de imunohistoquimica, a analise da imunoreatividade para
vasopressina no PVN do hipotalamo de animais VAChT KD. Nossos resultados néo
revelaram diferenca significativa no nimero de células vasopressinérgicas entre 0S grupos
VAChT KD e VAChT WT. Sendo assim, é possivel que a reducéo no ténus colinérgico ndo
acarrete em uma alteracdo dos niveis basais de vasopressina no hipotalamo. Entretanto,
essa afirmativa s60 pode ser confirmada com uma analise quantitativa da expressdo da
vasopressina, por exemplo, por técnicas como Western Blot ou Elisa. E possivel ainda que a
acetilcolina ndo module o estoque de vasopressina no hipotdlamo em condi¢des basais,
mas sim a liberacdo da vasopressina diante de um estimulo, sendo assim estudos
posteriores sd0 necessarios para avaliar a liberacdo central de vasopressina nesses
animais, durante a interag&o social.

No nosso trabalho, demonstramos que a administragdo de vasopressina reverteu a
exacerbacdo do comportamento agressivo ofensivo dos animais VAChT KD"E" e n&o teve
efeito sobre o comportamento de animais VAChT WT. E possivel que a vasopressina esteja
atuando sobre o nudcleo da estria terminal, onde este neuropeptideo parece exercer uma
acdo inibitéria sobre o comportamento ofensivo entre machos (Veenema et al., 2007).
Entretanto, a vasopressina diminuiu o tempo de investigacdo sobre o intruso,
exclusivamente no grupo heterozigoto. Esse efeito gendtipo-dependente da vasopressina
pode sugerir uma alteracdo na expressao dos receptores centrais desse neuropeptideo nos
animais VAChT. Animais que foram submetidos a um periodo de 3 semanas de isolamento
social mostram-se mais agressivos, com maior numero de ataques e tempo de agressao
contra um intruso, além de possuirem maior expressao de receptores V1a no hipotalamo

anterior, uma regido reconhecida pela promoc&o do comportamento ofensivo (Albers et al.,
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2006) Extrapolando nossos dados, podemos imaginar que, se a reducdo na
neurotransmisséo colinérgica for capaz de promover uma diminuicdo na sintese de
vasopressina, mecanismos compensatérios, como 0 aumento na expressao de receptores
de vasopressina, incluindo o hipotalamo anterior, podem estar presentes nos camundongos
VAChAT KD, o que poderia colaborar para a exacerbacdo do comportamento ofensivo desses
animais.

Além disso, a acetilcolina participa da modulacdo do eixo HPA. Foi demonstrado que
lesbes de neurdnios colinérgicos do eixo-septo hipocampal diminui a expressdo de RNAm
de receptores para glicocorticoides no hipocampo (Han et al.,, 2002) e a administracao
intraperitoneal de nicotina estimula o eixo HPA, com uma resposta de elevacdo nas
concentracfes plasmaticas de hormoénio adrenocorticotréfico (ACTH), corticosterona e
vasopressina de ratos (Rhodes et al., 2001). O eixo HPA é responsavel pelas respostas
adaptativas do organismo diante de um estimulo estressor, sendo essencial nha manutencao
da homeostase do organismo (Pacak e Palkovits, 2001). Halasz e cols., em 2002,
observaram que a hipofuncdo glicocorticoide, através da adrenalectomia, por si SO,
aumentou a atividade da regido parvocelular do PVN e da amigdala central, regibes
envolvidas em respostas ao stress e medo. Estes animais demonstram exacerbacédo do
comportamento agressivo, direcionando ataques a regides vulneraveis, como a cabeca, de
um intruso, além de uma ativacao ainda maior da amigdala central apds o encontro, quando
comparado a animais normais. O tratamento agudo com corticosterona, antes da
apresentacao do intruso, aboliu os efeitos comportamentais e neurais da adrenalectomia. O
autor discute que o ataque a regides vulneraveis de um oponente ocorre em situacdes de
perigo, como observado quando um rato se encontra diante de uma coldnia néo familiar de
ratos machos ou diante de um gato. Sendo assim, a resposta do animal com hipofuncgéo
glicocorticéide foi imprépria para o estimulo apresentado. Esses achados sugerem que 0s
glicocorticéides devem atuar na manutencdo de uma relacdo normal entre o estimulo
percebido e a resposta, provavelmente diminuindo agudamente a ativacdo de estruturas
envolvidas com o medo. Se animais VAChT KD possuirem uma disfun¢éo do eixo HPA,
decorrente de uma hipofuncéo colinérgica, seria possivel que eles apresentem uma ativacao
elevada de estruturas envolvidas com o medo, como a amigdala central, o que justificaria
seu aumento no comportamento agressivo. A administracdo de vasopressina entdo, poderia

estar inibindo o comportamento agressivo de animais VAChT KD"E'

através da ativacdo do
eixo HPA, com liberacdo de glicocorticoides e consequente regulagdo da resposta agressiva
pela inibicdo das regides envolvidas com o medo.

Em conjunto, esse trabalho demonstrou importante modulagéo do sistema colinérgico

central sobre o processamento da memoria social de curta e longa duragdo, do
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comportamento agressivo ofensivo, além de sugerir uma relacéo entre o sistema colinérgico
e 0 sistema vasopressinérgico sobre a expressdo do comportamento agressivo. Futuros
experimentos ainda sao necessarios para elucidar em quais substratos neurais a acetilcolina

atua para modular o comportamento social.

7. CONCLUSOES

- Animais VAChT KD"ET e VAChT KD"°M apresentam prejuizo na MLD social.

- Somente o grupo VAChT KD"™ possui prejuizo na MCD social.

- A capacidade olfativa para odores nao-sociais esta intacta nos animais VAChT KD.

- Animais VAChT KD nao exibem alteracées no comportamento do tipo ansiedade.

- A atropina impede a consolidacdo da MLD social em animais VAChT WT.

- A fisostigmina pos-treino € incapaz de reverter o déficit na MLD social de animais VAChT
KD.

- Animais VAChT KD"®" apresentam comportamento agressivo ofensivo exacerbado.

- Nao ha alteracbes na imunoreatividade para vasopressina na regido magnocelular do PVN
de camundongos VAChT KD.

- A vasopressina reverte 0 aumento da expressao de agressividade ofensiva em animais
VAChT KD,
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