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Resumo

A ocitocina (OT) é um horménio peptidico cujas funcBes classicas incluem a
contragdo uterina durante o parto e o reflexo de liberagcdo do leite. Trabalhos recentes
identificaram a participacdo da OT em outros processos, como no reconhecimento social,
no comportamento maternal e na memdria. O objetivo desta tese é identificar com maior
precisdo os efeitos da administracéo sistémica de OT sobre os processos de consolidacao e
evocagdo da memoria, em especial na tarefa de esquiva inibitoria (EI), bem como mapear
0s mecanismos neurofisiologicos através dos quais a OT sistémica exerce seus efeitos sobre
0 sistema nervoso central no processo de evocacdo da memoria. A fim de estudar os efeitos
da OT sobre a memoria, ratos Wistar machos e fémeas foram treinados na EI e receberam,
imediatamente pés-treino ou 30 minutos pré-teste, ocitocina i.p. ou seu veiculo (solugédo
salina). A OT ndo apresentou efeitos sobre os ratos machos que a receberam imediatamente
pos-treino, mas apresentou efeito amnésico sobre os outros trés grupos - machos com OT
pré-teste, fémeas com OT pOs-treino ou pré-teste. Uma vez que a OT tem conhecidos
efeitos ansioliticos, a tarefa do labirinto em cruz elevado foi utilizada para demonstrar que
o efeito amnésico encontrados nesses trés grupos ndo tem relacdo com os niveis de
ansiedade, pois a dose consistentemente amnésica de OT ndo foi ansiolitica. Nas outras
duas tarefas testadas, com carater menos aversivo e mais espacial que a El, o labirinto
aquatico e a habituacdo ao campo aberto, a OT ndo apresentou qualquer efeito sobre os
ratos machos nelas treinados. Para investigar os mecanismos através dos quais a OT exerce
seus efeitos sobre a evocagdo da memoria, ratos Wistar machos receberam, 30 minutos pre-
teste, administracbes concomitantes de ocitocina i.p. (ou seu veiculo, salina) e de 1)
escopolamina (antagonista colinérgico nao-seletivo) intra-hipocampal, ou 2) MT3
(antagonista colinérgico seletivo para M4) intra-hipocampal, ou 3) timolol (antagonista
beta-adrenérgico) intra-hipocampal, ou 4) dexametasona (glicocorticéide sintético) i.p., ou
ainda de veiculo, tampédo fosfato-salina para administragdo hipocampal ou salina para
administracdo i.p.. Em todos estes experimentos, o efeito amnésico da OT sobre a evocagdo
foi revertido por uma dose sem efeito prdprio da outra droga. Estes resultados indicam que
os efeitos amnésicos da ocitocina sobre a evocacdo da memoria na tarefa da esquiva
inibitoria envolvem a participacdo dos sistemas colinérgico e adrenérgico no hipocampo e
também dos glicocorticdides circulantes.



Abstract

Oxytocin (OT) is a peptide hormone whose classic functions include uterine
contraction during labor and the milk let-down reflex. Recent work have identified OT’s
role on other processes, such as social recognition, maternal behavior and memory. The
objective of thesis is to identify in grater detail the effects of a systemic administration of
OT upon the memory consolidation and retrieval processes, especially on the Inhibitory
Avoidance task (IA), and also to map the neurophysiological mechanisms through which
systemic OT exerts its effects on the central nervous system on the memory retrieval
process. In order to study OT’s effects on memory, Wistar male and female rats were
trained on the IA task and received, either immediately post-training or 30 minutes pre-test,
an i.p. infusion of OT or its vehicle (saline). OT had no effect on male rats which received
it immediately post-training, but had amnestic effects on the other three groups — male rats
with pre-test OT, female rats with post-training or pre-test OT. Since OT is known for its
anxiolytic effects, the elevated plus maze task was used to demonstrate that OT’s amnestic
effects in these three groups had no relation to anxiety levels, for the consistently amnestic
OT dosis was not anxiolytic. On the two other tested tasks, the less aversive, more spatial
Morris water maze and open field habituation, OT presented no effects on male rats. To
investigate the mechanisms through which OT exerts its effects upon the memory retrieval
process, Wistar male rats received, 30 minutes pre-test, simultaneous administrations of i.p.
OT (or its vehicle, saline) and 1) intra-hipocampal scopolamine (a non-selective cholinergic
antagonist), or 2) intra-hipocampal MT3 (an M4-selective cholinergic antagonist), or 3)
intra-hipocampal timolol (a beta-adrenergic antagonist), or i.p. dexamethasone (a synthetic
glucocorticoid), or their vehicles, phosphate buffer-saline for intra-hipocampal
administration or saline for i.p. administration. In all these experiments, OT’s amnestic
effects upon memory retrieval was reversed with a sub-effective dosis of the other drug.
These results indicate that oxytocin amnestic effects upon memory retrieval on the
inhibitory avoidance task involve cholinergic and adrenergic systems on the hippocampus
and also glucocorticoids on the periphery.
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Cuida bem das tuas memorias. N&o tens como vivé-las mais uma vez — Bob Dylan

1. Introducéo

O tema desta tese sdo aspectos da capacidade de formagdo de novas memdrias e de
evocacdo de memorias ja estabelecidas e o papel do hormonio ocitocina nesses processos.
Para permitir uma adequada compreensdo do tema, faremos uma pequena revisdo sobre o
que € memoria, seus varios tipos, os mecanismos envolvidos na sua formacao e evocacéo, e
a relacdo da ocitocina com estes processos, assim como algumas das formas de se estudar

experimentalmente estes mecanismos.

1.1 Ocitocina

A ocitocina (OT) é um hormdnio nonapeptidico (H-Cys-Tyr-1le-Glu-Asn-Cys-Pro-
Leu-Gly-NH,) encontrado em todas as classes de vertebrados (Hoyle, 1999). E sintetizada
em neurdnios magnocelulares dos nucleos paraventricular (PVN) e supra-éptico (SON) do
hipotalamo e liberada na circulagfo a partir da neuro-hipofise. E sintetizada também em
neurdnios parvocelulares do PVN, que se projetam para varias partes do encéfalo (Mantella
et al., 2003).



Figura 1: estrutura tridimensional da ocitocina

Os papéis fisioldgicos mais conhecidos da ocitocina plasmética sdo a promogdo da
contracdo uterina durante o trabalho de parto e o reflexo de ejecdo do leite durante a
amamentacdo (Fuchs, 1988). Por outro lado, a ocitocina liberada no SNC esta envolvida
nos processos de reconhecimento social (Carter, 1998, Bales et al., 2004, Ferguson et al,
2001), comportamento maternal (Bartels e Zeki, 2004, Consiglio e Lucion, 1996,
Giovenardi et al., 1997), afetividade (Young e Wang, 2004), lordose (Arletti e Bertolini,
1985). Além disso, a ocitocina é capaz de influenciar a resposta ao estresse reduzindo a
liberacdo do horménio adrenocorticotréfico (ACTH) e a ansiedade (Windle et al., 1997,
Neumann et al., 2000, Scantamburlo et al., 2001, Mantella et al., 2004). Em humanos, a
OT parece estar envolvida nos processos afetivos, incluindo a resisténcia ao estresse
proporcionada pela interacdo social (Taylor et al., 2000), e algumas psicopatologias, como
0 autismo (Insel et al., 1999).

E importante observar que a ocitocina produzida pelos neurénios magnocelulares e
liberada via neuro-hipdfise ndo € capaz de influenciar diretamente o sistema nervoso
central, uma vez que ela cruza a barreira hematoencefalica muito pobremente (Kang e Park,
2000). Dessa maneira, os efeitos da ocitocina liberada no SNC estdo desvinculados de seus
efeitos periféricos, e qualquer efeito da ocitocina circulante sobre o SNC deve,

necessariamente, se dar de maneira indireta (Porges, 2001, Gibbs, 1986).



1.1.1 Receptores de ocitocina

O receptor de ocitocina (OTR) pertence a familia dos receptores hetero-triméricos
ligados a proteina G e é encontrado em varios tipo de células, incluindo neurdnios, células
osseas, mioblastos, cardiomidcitos e células endoteliais (Gimpl e Fahrenholz, 2001, Zingg e
Laporte, 2003). Ele pode estar associado tanto a proteinas G do tipo Gg11 como a proteinas
Gi, e seus efeitos intracelulares dependem do tipo de acoplamento (Wettschureck et al.,
2004, Reversi et al., 2005).

Receptores associados a proteina Gy11 promovem a ativacdo de uma fosfolipase C
capaz de quebrar o fosfatidil inositol-4,5-bisfosfato (PIP;) em inositol trisfosfato (IP3) e
diacilglicerol, que, por sua vez, medeiam uma série de efeitos intra-celulares, incluindo a
liberacdo de célcio de estoques no reticulo endoplasmatico (Alberts et al., 1994). Por outro
lado, os receptores associados a proteina G; promovem a inibicdo da enzima adenilato-
ciclase, com a consequente reducdo dos niveis intracelulares de AMP ciclico, a abertura de
canais de potéassio e o fechamento de canais de célcio. Deste modo, receptores associados a
Gi tém um carater inibitdrio (Alberts et al., 1994).

Ou seja, os efeitos intracelulares da ocitocina podem ser bem variados dependendo
da proteina G com a qual seus receptores estdo associados em um determinado tipo celular
(Reversi et al., 2005).

Além disso, 0 OTR apresenta-se comumente oligomerizado na superficie da célula,
mesmo na auséncia de ligantes, e pode também ser encontrado oligomerizado com
receptores da familia da vasopressina (V1, € V2). Ndo se compreende bem, entretanto, o

impacto dessa oligomerizacdo do OTR sobre a transducéo de sinal (Devost e Zingg, 2004).

1.2 Memoria

1.2.1 Tipos de memoria

H& mais de um tipo de memoria, e esses podem ser classificados de acordo com

varios critérios.



1.2.1.1 Memdria Declarativa x Memoéria Ndo-Declarativa

Um dos critérios para classificar memorias as divide em “declarativas” e “ndo-
declarativas”. O primeiro tipo, também chamado de “memoria explicita”, inclui todas as
memorias que um ser humano é capaz de trazer a consciéncia e transmitir verbalmente. A
memoria ndo-declarativa, ou “implicita”, ndo passa necessariamente pela consciéncia, nem
pode ser transmitida verbalmente com facilidade a outras pessoas, pois é o tipo de memoria
mais fécil de demonstrar do que de relatar. Nessa categoria de memoria estdo incluidas a
maioria das memorias motoras. Pode-se entender melhor essa diferenca imaginando-se a
situacdo em que um individuo quer ensinar a outro a coreografia de uma danca: é mais facil
demonstrar os movimentos do que descrevé-los (Squire, 1992).

A classificagdo em memorias declarativas x ndo-declarativas tem maior utilidade
quando o assunto sdo0 memarias em humanos. A definicdo do que seja declarativo ou néo
em um animal € algo mais dificil: de um modo geral, a Unica maneira de se avaliar a
existéncia de uma memoria em um animal é quando este expressa um comportamento
modificado. Por exemplo, um animal que receba um choque ao descer de uma plataforma,
quando colocado de novo sobre a mesma, passara a demorar mais tempo para descer (ou
nem descerd). A alteracdo de um comportamento inato, como descer rapidamente, indica
que o animal se “lembra” de que ha algo “ruim” abaixo da plataforma.

Neste trabalho, sempre que usamos a palavra “memdria” estaremos nos referindo a

memoria declarativa.

1.2.1.2 Memdria de Longa Duracdo x Memdria de Curta Duragéo

A organizagdo da memoria segundo critérios temporais pode ser mais atil do que os
critérios acima quando estudamos animais. Segundo este enfoque, as memodrias sao
classificadas de acordo com o tempo que permanecem disponiveis (ou armazenadas) apos
terem sido adquiridas. Se uma memdria pode ser evocada dias, semanas ou anos apdés ter
sido formada, dir-se-a4 que é uma “memdaria de longa duracdo”. Entretanto, se ela puder ser

evocada apenas por um curto periodo de tempo apds a aquisicdo (algumas horas ou



minutos, no caso de humanos), é chamada de “memoria de curta duracdo” (McGaugh,
1966).

Uma das questbes importantes no estudo da memdria sempre foi: serd que o
mecanismo de armazenamento da memoria de curta duracdo é o mesmo da de longa
duracdo (McGaugh, 1966, McGaugh, 2000) ? Essa questdo, entretanto, foi esclarecida pelo
grupo de Ivan lzquierdo (1998). O experimento que realizaram demonstrou que a infusdo
no hipocampo imediatamente apos o treino do agonista serotoninérgico DPAT teve o efeito
de abolir a memoria da tarefa uma hora e meia ap6s o animal ter sido treinado (memoria de
curta duracdo), mas ndo afetou a memoria que o animal exibia 24 horas apos o treino
(considerada memoria de longa duragdo no rato). Os mesmos resultados foram encontrados
com a infusdo de muscimol, NAN e CNQX no cortex entorrinal. Ou seja, é possivel haver a
formacgdo de uma memoria de longa duragdo mesmo que a memdoria de curta duragdo tenha
tido sua formacao/expressao impedida. A conclusdo a que chegaram é que ha um certo grau
de independéncia entre os mecanismos envolvidos na formacao das memdrias de longa e de
curta duracdo, mas que essas rotas, ainda assim, se comunicam, visto que ha tratamentos
que impedem o estabelecimento de ambos tipos de memoria, como a infusdo de CNQX no

hipocampo (lzquierdo et al., 1998).

1.2.2 Fases da memoria

Os experimentos realizados até hoje indicam que, como seria de se esperar, a
memoria de uma experiéncia ndo é algo que se estabelece de modo instantaneo no encéfalo
de um individuo. E necessario um certo tempo, no qual a memoria vai como que
amadurecendo, para, sO entdo, se tornar algo mais duradoura (McGaugh, 1966).
Classicamente, tem-se dividido as fases de formagdo da memdria em “aquisicdo” e
“consolidacdo/armazenamento”. O primeiro momento refere-se ao periodo de tempo em
que o individuo esta exposto as condi¢des que levardo a formacdo de uma memoria. E
quando todas as informacdes sdo ainda apenas estimulos sensoriais aos quais o individuo
reage ou observa. A consolidacdo/armazenamento é o periodo em que o traco de memdria
ainda é instavel, e estd sendo complementado e modulado por vérias informacGes acerca do

estado interno do individuo (McGaugh, Roozendaal e Cahill, 1999). Esta fase termina



quando o trago de memoria ja se estabilizou e est4d armazenado no encéfalo (Quillfeldt,
1994). Uma vez que uma memdria esteja armazenada, ela estd disponivel para a

“evocacao”, ou seja, pode ser lembrada.

1.2.3 Mecanismos de consolidacédo

Das fases da formagdo da memoria, a mais bem estudada é a consolidagdo. E
consenso na literatura que os mecanismos de consolidacdo/armazenamento e evocacao da
memoria S0 processos que ocorrem primariamente nas sinapses, mesmo que envolvam
eventos localizados no soma, como a transcricdo génica e sintese protéica durante a
consolidagdo (Quillfeldt, 1994, Vianna et al., 2003, Quevedo et al., 2004).

O momento crucial para o inicio do processo de consolidagdo parece coincidir com
a entrada de ions célcio através do receptor glutamatérgico do tipo NMDA (N-metil-D-
aspartato). Esse célcio participa da ativacdo de vérias proteinas-cinases, entre elas a
Proteina Cinase Calcio-dependente (PKC) e a Caélcio-Calmodulina Cinase do tipo Il
(CaMKII), além de permitir a liberagdo de mais célcio a partir dos estoques intracelulares
do ion. Essas cinases, por sua vez, fosforilardo uma série de outras proteinas e, ao fim dessa
cadeia de eventos, terdo produzido mudangas nos niveis de expressao e na atividade de
varias proteinas, inclusive de alguns canais idnicos de membrana (Colley et al., 1990,
Jerusalinsky et al., 1994).

O receptor NMDA, entretanto, ndo € capaz de abrir-se sozinho em resposta a
ligacdo do glutamato em seu sitio. Este receptor normalmente tem um fon Mg**
posicionado na entrada do canal, impedindo a passagem de qualquer outro ion. Para que
este calcio possa entrar pelo receptor NMDA, é necesséario que a membrana no neurdnio
seja despolarizada por algum outro receptor. Para este papel, normalmente considera-se
como responsaveis os receptores glutamatérgicos ionotrépicos ndo-NMDA, como o0 AMPA
(&cido a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazola propidnico) e o Kainato (Nowak et al.,
1984).

Além dos receptores glutamatérgicos ionotropicos, também sdo importantes os

receptores metabotropicos, tanto glutamatérgicos (Bashir et al.,, 1993) como néo-



glutamatérgicos (lIzquierdo et al., 1998), envolvidos na ativacdo ou inativacdo de varias

proteinas-cinases (Wolfman et al., 1994).

1.2.4 Abordagens metodoldgicas para o estudo da memoria

H& basicamente quatro metodologias que podem ser utilizadas para a investigacao
do papel de uma determinada estrutura do SNC ou de uma molécula na memaria ou em
outros processos cerebrais: estudos através de lesGes, imageamento in vivo, manipulacio
genética ou tratamentos farmacoldgicos.

A observacéo do efeito de lesdes no SNC é a metodologia mais antiga, sendo usada
h& praticamente um século e meio. Através desse metodo, Scoville e Millner (1957), por
exemplo, identificaram a importancia das estruturas do lobo temporal medial (hipocampo e
amigdala entre elas) para a formacdo de novas memdrias. O uso de lesBes intencionais em
animais como ferramenta investigativa apresenta, porém, alguns problemas; em primeiro
lugar, o dano é, normalmente, irreversivel; além disso, dificilmente a lesdo de um animal é
idéntica & de outro (Pu et al., 1993); por fim, é possivel que, com o passar do tempo,
algumas regides do SNC do animal lesado assumam parte das fung¢Bes que eram executadas
na regido atingida (Pu et al., 1993).

Uma segunda técnica, na verdade, bastante recente, a obtencao de imagens in vivo,
tem se mostrado bastante promissora. A utilizacdo da tomografia de emissdo de positrons
(PET scan) e/ou da ressonancia magnética nuclear funcional tem permitido a visualiza¢do
da atividade de regides do encéfalo durante a execucdo das mais variadas atividades.
Embora tenham a vantagem de ser facilmente aplicdveis em humanos e permitam testar
tarefas relativamente complexas, 0s equipamentos necessarios para esse tipo de
investigacdo ainda sdo muito caros e também ndo sdo capazes de apontar detalhes
importantes, como os tipos neuronais em atividade na tarefa sendo testada, indicando
apenas a regidao do encéfalo que ¢ ativada. Outra limitacdo é que ndo se pode determinar
que uma estrutura € essencial para determinada tarefa simplesmente pelo fato de ela estar
“ativada” durante a execucdo da mesma. Sob esse ponto de vista, € interessante notar que as

técnicas de imageamento in vivo podem sugerir o envolvimento de uma estrutura através da



sua ativacdo, enquanto que as técnicas de lesdo podem indicar se uma estrutura é essencial
OU N30 a Um processo, caso este esteja comprometido nos animais lesados.

A terceira metodologia possivel, também bastante recente, para a investigacdo de
processos no SNC é a manipulacdo genética de animais (Silva et al., 1992). Com as
técnicas atuais de biologia molecular, é quase rotineira a producdo de animais com a
delecdo (ou “nocaute”, no original) de um determinado gene, 0 que permitiria, em
principio, estudar o papel da proteina codificada por ele.

O principal problema é que os animais produzidos com esse tipo de técnica nao
possuiram, em nenhum momento do seu desenvolvimento, a proteina codificada pelo gene
deletado. Isso comumente acarreta alteragcdes na ontogenia e pode levar ao surgimento de
mecanismos compensatorios, com outras proteinas executando as func¢des daquela que teve
seu gene deletado. Além disso, ndo se pode afirmar se as diferencas encontradas em
experimentos se devem a auséncia da proteina apenas durante a execucdo deste ou a sua
auséncia durante o desenvolvimento (Routenberg, 1996, Gingrich e Hen, 2000). Por fim, na
maior parte dos casos, todas as células do animal ndo terdo a proteina deletada, o que pode
complicar a interpretacdo dos resultados.

A quarta metodologia disponivel, anterior as duas ultimas, e quase tdo antiga quanto
a primeira, é a manipulacdo farmacoldgica, que consiste na administracdo de substancias,
local ou sistemicamente, aos animais. As principais vantagens desse tipo de técnica sao:

1) os animais utilizados sdo, em principio, normais durante o seu desenvolvimento;

2) é possivel a administracdo da droga em uma sub-regido de uma estrutura
especifica;

3) a aplicacdo da substancia pode obedecer a um rigoroso critério temporal com
relacio as fases da memoria (aquisigdo/consolidacdo/evocacdo), o que permite a
investigacdo dessas etapas isoladamente na maior parte dos casos;

4) os efeitos causados podem ser reversiveis, dependendo da droga utilizada, e;

5) havendo drogas adequadas, pode-se estudar o papel de um tipo especifico de

receptor/enzima/molécula nos processos de interesse.



Uma desvantagem desse tipo de abordagem é o fato do animal precisar passar por
um procedimento cirargico caso a infusdo das drogas seja realizada intra-SNC. Alem disso,

por vezes ndo h4 no mercado uma droga com a atividade ou seletividade necessarias.

1.2.5 Estruturas encefalicas envolvidas na memoria explicita

O processamento da memadria explicita envolve uma série de estruturas no encéfalo.
Algumas delas, entretanto, ja foram bastante bem estudadas e tém seu papel bem definido.

A primeira delas é a formacdo hipocampal, composta por giro denteado, hipocampo
(ou “hipocampo propriamente dito”, que inclui as areas CAl e CA3), subiculo, pré-
subiculo, para-subiculo e cortex entorrinal. O conjunto formado por giro denteado,
“hipocampo propriamente dito” e subiculo ¢ comumente chamado de “hipocampo”
(Paxinos, 1995).

O hipocampo tem um papel importantissimo na consolidacdo e na evocacdo da
memoria, pois, imediatamente apds o treino em uma tarefa comportamental, ele € suscetivel
a manipulacdo farmacoldgica (lzquierdo et al., 1997, por exemplo). O bloqueio dos
receptores glutamatérgicos ionotropicos NMDA e AMPA hipocampais, assim como 0
aumento de atividade dos receptores inibitdrios GABAA,, é capaz de impedir o processo de
consolidacdo da memodria. (Izquierdo et al,. 1997). Da mesma maneira, o bloqueio de
receptores AMPA hipocampais, de 24 horas a até 26 dias, apds o treino impede a evocagdo
da memoria, o que indica que o hipocampo ainda é necessario para este processo (Quillfeldt
et al., 1994).

Além dos sistemas glutamatérgico e GABAérgico, também estdo envolvidos no
processamento hipocampal da memdria os sistemas colinérgico (Ferreira et al., 2003),
serotoninérgico, dopaminergico e adrenérgico (lzquierdo et al., 1998 e 1998b), todos
capazes de influenciar a consolidagdo e a evocacdo da memoria no hipocampo (Diehl et al.,
em preparacgéo, Ferreira et al., 2003, Barros et al., 2001, Quillfeldt et al., 1994).

A outra estrutura importante para o processamento da memdria € o complexo
amigdaloide, mais freqientemente referido como “amigdala”, formado por trés

agrupamentos de nucleos, a amigdala central, a cdrtico-medial e a basolateral (Paxinos,
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1995). Das trés, a mais importante para 0 processamento da memdria parece ser a
basolateral (McGaugh, 2000, Roozendaal, 2002).

A amigdala parece ser a estrutura responsavel por acrescentar o carater emocional as
memorias formadas, uma vez que tarefas com um reduzido componente aversivo no seu
aprendizado parecem nado recrutd-la (Diergaarde et al., 2005). Por outro lado, eventos
estressores e/ou agradaveis ndo sdo capazes de modular a memoria se a amigdala ndo

estiver integra e funcional (McGaugh, 2000, Roozendaal, 2002).

1.3 Modulacéo ocitocinérgica da consolidacdo da memoria

1.3.1 Ocitocina intracerebral

Boa parte dos trabalhos investigando o papel da ocitocina na consolidagédo
enfocaram antes o estudo da memoria social em ratos, camundongos e outros animais,
como os ratos-da-pradaria (prairie voles). Winslow e Insel (2002) e Ferguson et al. (2000)
relatam prejuizo, por parte de camundongos nocaute para o gene que codifica a ocitocina,
no reconhecimento de animais previamente apresentados, com a reversdo desse déficit apos
a infusdo intracerebroventricular de OT. Usando uma abordagem puramente farmacoldgica,
Benelli e colaboradores (1995) encontraram facilitagdo da consolidagdo de memédria social
apos a administracdo i.c.v. de ocitocina. Uma revisdo da literatura indica um consenso em
torno do fato de que a ocitocina € essencial para a formacdo de memoria social, e que a
administracdo exdgena é capaz de facilitar esse processo.

O papel da ocitocina cerebral com outros tipos de memoria, como a espacial, ndo
parece ser tdo claro. Wu e Yu (2004) relataram déficits no aprendizado da tarefa do
labirinto aquéatico de Morris apos a infusdo de ocitocina no nudcleo basal de Meynert,
estrutura responsavel pela producdo de 90% da acetilcolina do SNC (Paxinos, 1995). Por
outro lado, Tomizawa et al. (2003) encontraram facilitagdo da memdria espacial na mesma
tarefa ap0s a administragdo intracerebroventricular de OT em ratas em puerpério. E
possivel, porém, que a contradicdo entre os dois achados se deva a diferenca entre 0s

sexos, fase estral das fémeas e area cerebral infundida.
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Parece ndo haver duvidas, entretanto, de que a administracdo intracerebral de
ocitocina prejudica a consolidacdo de memorias aversivas. De Wied et al. (1991)
encontraram esse efeito com a administragéo intracerebroventricular em animais treinados
na esquiva inibitéria, e lbragimov (1990) identificou um efeito amnésico apds a

administracado intra-hipocampal de OT em animais treinados numa tarefa de esquiva ativa.

1.3.2 Ocitocina sistémica

Os estudos sobre os efeitos da administracdo sistémica de ocitocina na consolidacdo
da memoria sdo menos numerosos que os estudos com infusdo intracerebral. Um dos
primeiros achados foi o de um efeito amnésico sobre a consolidacdo na tarefa de esquiva
inibitoria ap6s a administragdo subcutanea de ocitocina ou de fragmentos peptidicos
obtidos a partir desta (Gaffori e de Wied, 1988, de Wied et al., 1987). Mais recentemente,
Boccia et al. (1998) e Boccia e Baratti (2000) relataram os efeitos amnésicos da
administracdo subcutanea de ocitocina na consolidacdo da memdria da tarefa de esquiva
inibitéria. Além disso, a d(CH.)sTyr(Me)-Orn®-vasotocina (AOT), antagonista dos
receptores de ocitocina, promoveu a facilitacdo da mesma memoria (Boccia et al., 1998,
Boccia e Baratti, 2000). Boccia e Baratti (2000) também demonstraram que, apesar da
ocitocina ter uma certa afinidade pelo receptor Vi, da vasopressina, seus efeitos sobre a
memoria se dao exclusivamente através de seu proprio receptor (OTR), uma vez que a
AOT, mas ndo um antagonista vasopressinérgico, foi capaz de impedir a amnésia
provocada pela administracdo de OT.

O trabalho de Boccia e Baratti (2000) lancou luz sobre os possiveis mecanismos
intracerebrais através dos quais a ocitocina periférica exerce seus efeitos sobre a memoria.
A administracdo de uma dose sem efeito proprio de fisostigmina, um agente
anticolinesterasico que atravessa a barreira hematoencefalica, reverteu os efeitos amnésicos
da ocitocina, sugerindo que a ocitocina periférica provavelmente exerce seus efeitos sobre a
consolidacdo da memoria modulando negativamente a atividade colinérgica intracerebral.
Em contrapartida, a neostigmina, que ndo cruza a barreira sangue-cérebro, ndo reverteu os

efeitos da ocitocina.
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Em humanos, Heinrichs e et al. (2004) identificaram um efeito amnésico sobre a
consolidagdo da memoria explicita de palavras com a administracdo intranasal de ocitocina
em aerosol. Quando o teste envolvia a consolidacdo da memoria implicita, apenas palavras
com significado associado a reproducéo tiveram seu aprendizado prejudicado pela ocitocina
(Heinrichs et al., 2004).

1.4 Modulacdo colinérgica da consolidacdo da memoria

Em vista dos achados de Boccia e Baratti (2000), vejamos qual o papel do sistema
colinérgico na consolidacdo da memodria.

Miranda e BermUdez-Rattoni (1999) demonstraram, através da inativagdo do nucleo
basal de Meynert (NBM), principal fonte de acetilcolina no encéfalo, que esta é essencial
para 0 processo de consolidacdo da memoria da tarefa de aversdo condicionada ao gosto.
Resultados semelhantes foram encontrados com memdrias espaciais mediante lesbes do
NBM (Winkler et al., 1995), cujo efeito foi revertido com o enxerto de fibroblastos
modificados para a producéo de acetilcolina.

Além de ser essencial para a consolidacdo, uma maior disponibilidade de
acetilcolina no encéfalo é capaz de facilitd-la. A administracdo de fisostigminina, que
impede a degradacdo da ACo no SNC, promove a facilitacdo da memoria (Meagher et al.,
1998). Esse efeito que provavelmente se da via receptores muscarinicos, uma vez que a
escopolamina, um antagonista ndo-seletivo para estes receptores, prejudica a consolidacdo
da memdria em varios tipos de tarefa (Quirarte et al., 1993, Rosat et al., 1992, 1zquierdo et
al., 1992, Fan et al., 2005). Estudos recentes (Ferreira et al., 2003) identificaram a
importancia dos receptores muscarinicos M1 e M4 no processo de consolidacdo da

memoria da esquiva inibitoria utilizando ligantes seletivos para 0s mesmos.
1.5 Modulagéo adrenérgica e glicocorticoide da consolidacdo da memoria
Experimentos ja classicos (McGaugh, 1966) demonstraram o papel das

catecolaminas na consolidacdo da memdria. Doses moderadas de adrenalina sistémica sao

capazes de facilitar o processo de formacado da memdria (McGaugh, 1966), e 0 mesmo vale
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para doses intracerebrais (Ferry et al., 1999). Adrenalina, noradrenalina e agonistas
adrenérgicos infundidos em varias estruturas do encéfalo, como amigdala e hipocampo
facilitam a memoria, enquanto que antagonistas beta-adrenérgicos prejudicam (Ferry et al.,
1999, Mclintyre et al., 2003). Como as catecolaminas ndo atravessam a barreira
hematoencefalica, quaisquer efeitos resultantes no SNC de uma administracdo periférica
desses hormonios deve se dar de maneira indireta. Ambrogi-Lorenzini et al. (1999)
sugerem que a ativacdo de receptores beta-adrenérgicos no nervo vago resulta em um
aumento na atividade adrenérgica intracerebral através do locus coeruleus, do NTS e da
amigdala.

Assim como com as catecolaminas, doses moderadas de glicocorticoides (GC), ou
agonistas de seus receptores, sdo capazes de promover a facilitacdo da consolidagdo em um
processo dependente da atividade adrenérgica. Antagonistas beta-adrenérgicos infundidos
na amigdala ou no hipocampo, por exemplo, bloqueiam o efeito de GC sistémicos ou intra-
hipocampais. Da mesma maneira, antagonistas GC impedem os efeitos facilitatorios de
agonistas adrenérgicos (Roozendaal, 1992). Diferentemente das catecolaminas, 0s
glicocorticoides atravessam a barreira hematoencefdlica com facilidade, entéo
administracdes sistémicas dos mesmos levam a efeitos intracerebrais sem a necessidade de
ativacdo de estruturas intermediarias como o0 nervo vago e o nucleo do trato solitario
(NTS).

E interessante observar que, assim como os efeitos dos GC na memoria requerem a
atividade adrenérgica, esta Ultima é capaz de ser modulada pelos GC através de receptores
para glicocorticoides (GR) no NTS, promovendo o aumento dos niveis de noradrenalina na
amigdala em funcdo da ativacdo desses GR do tronco encefalico (Markey et al., 1982;
McEwen, 1987).

1.6 Modulag&o ocitocinérgica da evocacdo da memoria

H& bem menos estudos sobre os efeitos da ocitocina sobre a evocacdo da memoria
do que sobre a consolidacdo. Os poucos trabalhos a respeito indicam um papel amnésico
para a ocitocina intracerebral pré-teste (Bohus et al., 1978, de Wied, 1980, Bohus, 1980,

van Wimersma Greidanus et al., 1985). Com a administracdo sistémica de ocitocina, ha
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relatos de prejuizo na evocacdo da memodria de uma resposta de “congelamento”
condicionado ap6s o tratamento com o fragmento OT (4-9) de ocitocina (Stoehr et al.,
1992) e de diminuigdo da evocagdo de memorias traumaticas em veteranos do Vietna apos

inalagédo de ocitocina (Pitman et al., 1993).

1.7 Modulacdo colinérgica da evocacao da memoria

Ao contrario do processo de consolidagdo da memdria, no qual a acetilcolina tem
um papel fundamental, os resultados encontrados para a evocacdo Sdo mais incertos.
Alguns trabalhos relatam a facilitacdo da evocacdo da memdria do medo condicionado
(Rogers e Kesner, 2004) e do labirinto de Hebb-Williams (Rogers e Kesner, 2003) com a
infusdo intra-hipocampal de escopolamina. Outro trabalho (Barros et al., 2001) encontrou
uma piora da evocacao da esquiva inibitoria com a mesma droga.

Entretanto, trabalhos recentes (Diehl et al., em preparacdo) encontraram facilitacdo
da evocacdo da memdria da EI com a infusdo intra-hipocampal pré-teste de escopolamina
ou de MT3, um antagonista seletivo para os receptores M4. Em face desse achado, é
possivel sugerir que a ativacdo do sistema colinérgico hipocampal, em particular dos

receptores M4, é prejudicial a evocagdo da memdria desse tipo de tarefa.

1.8 Modulac¢do adrenérgica e glicocorticoide da evocacdo da memdria

Diferentemente do que ocorre na consolidagéo, os glicocorticoides parecem exercer
um papel contrario ao das catecolaminas no processo de evocacdo da memoria. As
catecolaminas, em doses moderadas, sdo capazes de facilitar a evocacdo, e antagonistas
adrenérgicos sdo amnésicos (Barros et al., 2001). Por outro lado, os glicocorticOides
parecem ter um claro efeito amnésico sobre a evocagdo (Roozendaal, 2002, Roozendaal et
al., 2004a), atuando principalmente no hipocampo (Roozendaal et al., 2004b). Os
mecanismos através dos quais esse efeito se manifesta ainda ndo sdo muito claros, mas
possivelmente envolvem alteragdes na atividade da proteina-cinase A (PKA) e proteina-
cinases ativadas por mitdégenos (lzquierdo et al., 2000, Szapiro et al., 2000). Além disso,

doses sistémicas de GC levam a diminuicdo da atividade elétrica no hipocampo (Joéls,
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2001) e a uma reducéo no fluxo sanglineo no lobo temporal medial, onde se localiza esta
estrutura (de Quervain et al., 2003).

E interessante observar que, apesar das diferencas no papel dos GC na consolidacéo
e na evocacao, a relacdo destes com a atividade adrenérgica permanece: assim como na
consolidacdo, os efeitos amnésicos dos glicocorticoides na evocacao requerem atividade

noradrenérgica no hipocampo e na amigdala (Roozendaal et al., 2004b).

A revisdo da literatura feita acima indica a existéncia de efeitos amnésicos da
ocitocina plasmatica sobre a memoria. Entretanto, 0s mecanismos especificos responsaveis
por estes efeitos ainda ndo séo ainda bem claros. O objetivo desta tese é delimitar com mais
precisdo os efeitos da administracdo sistémica de ocitocina sobre os processos de
consolidacdo e evocacdo da memoria, assim como investigar os mecanismos através dos

quais esses efeitos se manifestam.
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2. Objetivos

Os objetivos desta tese sao:

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

9)

estudar os efeitos da administrag&o sistémica de ocitocina sobre a consolidagéo
da memdria em ratos machos treinados na tarefa de esquiva inibitoria;

estudar os efeitos da administragdo sisttmica de ocitocina sobre a evocagéo da
memoria em ratos machos treinados na tarefa de esquiva inibitoria;

estudar os efeitos da administracdo sistémica de ocitocina sobre a consolidagdo
da memoria em ratas fémeas treinadas na tarefa de esquiva inibitoria;

estudar os efeitos da administragdo sistémica de ocitocina sobre a evocacao da
memoria em ratas fémeas treinadas na tarefa de esquiva inibitoria;

estudar os efeitos da administragdo sistémica de ocitocina sobre a evocagéo da
memoria nas tarefas do labirinto aquatico de Morris e da habituacdo ao campo
aberto;

estudar os efeitos da administracdo sistémica de ocitocina sobre a ansiedade de
machos e fémeas na tarefa do labirinto em cruz elevado;

investigar o papel do sistema colinérgico hipocampal na mediagéo dos efeitos da
administracdo sistémica de ocitocina sobre a evocacdo da memodria de ratos
treinados na tarefa de esquiva inibitoria;

investigar o papel dos glicocorticdides plasméaticos na mediacdo dos efeitos da
administracdo sistémica de ocitocina sobre a evocacdo da memodria de ratos
treinados na tarefa da esquiva inbitoria;

investigar o papel do sistema adrenérgico hipocampal na mediacdo dos efeitos
da administracdo sistémica de ocitocina sobre a evocacdo da memdria de ratos
treinados na tarefa de esquiva inibitoria.
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3. Material e Métodos

3.1 Animais

A maior parte dos experimentos foi realizada com ratos Wistar machos, com entre
dois e trés meses, pesando 240 +/- 10% gramas. Alguns experimentos utilizaram fémeas
Wistar, de idade equivalente, pesando 210 +/- 10% gramas. A maioria dos animais foi
criada no Centro de Reproducédo e Experimentacdo com Animais de Laboratério (CREAL)
do Instituto de Ciéncias Basicas da Saude da Universidade Federal do Rio Grande do Sul
(ICBS/UFRGYS), e transportada para o ratario de nosso laboratorio com idades entre seis e
oito semanas. O restante dos animais foi criado no ratario do Laboratdrio de Psicobiologia e
Neurocomputagdo (LPBNC), do departamento de Biofisica da UFRGS.

Tanto a temperatura como a umidade eram controlados no ratario do LPBNC, e
todos os animais provenientes do CREAL eram aclimatados as condicfes locais antes de
serem utilizados nos experimentos. As caixas de moradia era limpas duas vezes por

semana, e a ragdo que os animais recebiam era a mesma do CREAL (Nuvilab).

3.2 Anestesia

Os animais utilizados em experimentos com canulagdo intra-cerebral foram
anestesiados intra-peritonealmente com uma combinacdo de ketamina (90 mg/kg) e xilazina
(12 mg/kg).

3.3 Cirurgia estereotaxica

Ap0s estarem anestesiados, 0s animais eram colocados em um aparelho de cirurgia
estereotaxica. O escalpo era retirado, e orificios eram abertos no cranio utilizando-se uma
broca odontoldgica. As coordenadas para a implantacdo das canulas, cujo alvo era a regido
hipocampal dorsal, eram: AP= -0,42 cm, LL= +0,30/-0,30 cm, DV= -0,15 cm, com uma
inclinacéo de -0,33 cm (adaptadas de Paxinos e Watson, 1997).

As céanulas eram manufaturadas a partir de agulhas comuns calibre 22, e possuiam

um comprimento de nove milimetros. Apos estarem colocadas, eram fixadas com acrilico



18

odontoldgico, e a massa de acrilico resultante tinha sua fixagdo reforcada por um parafuso
preso ao cranio, em uma posi¢do imediatamente posterior a sutura interaural, levemente
deslocado da linha central.

Terminada a cirurgia, os animais eram colocados por algumas horas em uma caixa
pos-operatoria, sob uma lampda incandescente vermelha para prevencdo de hipotermia.
Ap6s um periodo de recuperacdo de trés a cinco dias, 0s animais eram considerados prontos

para o experimento.

3.4 Tarefas comportamentais

Foram utilizados quatro tipos de tarefa comportamental: esquiva inibitdria, labirinto
aquatico de Morris, habituacdo ao campo aberto e labirinto em cruz elevado.

3.4.1 Esquiva inibitdria

A esquiva inibitdria € uma tarefa amplamente utilizada por sua simplicidade e facil
execucdo. O treino e o teste eram conduzidos em uma caixa com 49,5 cm de comprimento,
29,5 cm de altura e 25 cm de largura. No fundo da caixa, havia uma grade formada por
barras metalicas espagadas um centimetros, e, na parte esquerda da caixa, uma plataforma
ndo-metalica (25 cm x 10 cm) elevada seis centimetros acima das barras, sobre a qual o
animal podia permanecer confortavelmente. A caixa estava instalada em uma sala isolada

do resto do laboratorio.

No treino, cada animal era colocado sobre a plataforma, voltado para um canto.
Ap0s alguns segundos de atividade exploratéria, o animal descia da plataforma para a
grade. Quando descia com as quatro patas, era aplicado um choque intermitente por trés
segundos. Em seguida, o animal era devolvido a sua caixa-moradia. O tempo que o animal
demorava para descer com as quatro patas (laténcia de descida) era registrado. Animais que
demorassem mais de 20 segundos para descer no treino eram considerados ndo-validos.
Foram utilizadas trés intensidades de choque no treino, 0,25, 0,5 e 0,7 mA, dependendo do

grupo experimental.
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O intervalo entre treino e teste era de 24 horas. No teste, cada animal era colocado
na caixa de tarefa em condi¢es iguais a do treino, e a laténcia de descida da plataforma no
teste era o indice de memoria para tarefa. Animais com memoria para a tarefa demoravam
mais para descer no teste do que animais sem memoria para a tarefa. Se o animal
demorasse mais do que 180 segundos para descer, era retirado da caixa de tarefa e seu

tempo era registrado como 180 s.

3.4.2 Labirinto aquatico de Morris

O treino e o teste dos animais no labirinto aquatico de Morris eram realizados
dentro de um tanque de agua circular com diametro de 1,80 m. O tanque era cheio com
agua a uma temperatura de 23+/-1 graus Celsius, com aproximadamente 40 cm de
profundidade. Um centimetro abaixo da linha d’agua, ndo-visivel para o animal que
estivesse nadando, havia uma plataforma de 10 cm de didmetro, cuja posicao era mantida
fixa ao longo de todo o treino.

A cada tentativa de treino, o animal era largado de uma posicéo diferente na beira
do tanque e deixado nadar por um minuto ou até encontrar a plataforma. Se ndo a achasse
nesse tempo, era gentilmente conduzido a ela. Apds estar na plataforma, o animal
permanecia nela por 20 segundos, sendo entdo retirado e devolvido para sua caixa-moradia.
Aproximadamente 15 minutos ap06s, uma nova tentativa era realizada com o mesmo animal.
Foram realizados dois dias de treino, com seis tentativas em cada dia.

No terceiro dia, cada animal era colocado no tanque, desta vez sem plataforma, e
deixado nadar por um minuto, sendo entdo recolhido a sua caixa-moradia. Os indices de
memoria para a tarefa eram a laténcia para cruzamento pelo local da plataforma e a
comparacao entre o tempo dispendido no quadrante do tanque onde a plataforma estava o
treino e no quadrante oposto.

Tanto o treino como o teste foram registrados através de um equipamento
computadorizado de rastreamento da posicdo do animal no tanque (VP200 Advanced
Tracker, HVS Image Ltd.).

3.4.3 Habituacdo ao campo aberto
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A tarefa de habituacdo ao campo aberto foi realizada em uma caixa de (60 cm de
largura x 40 cm de profundidade x 50 cm de altura), com fundo quadriculado. No treino, o
animal era colocado no canto esquerdo do fundo e deixado explorar livremente a caixa.
Apobs dois minutos, era retirado e devolvido a sua caixa-moradia. No teste, o animal era
colocado na mesma posicao e tinha 0s mesmo dois minutos para explorar. Tanto no treino
como no teste, eram registrados o numero respostas de orientacdo e o numero de

cruzamentos.

3.4.4 Labirinto em cruz elevado

A tarefa do labirinto em cruz elevado (LCE), diferentemente da outras, ndo possuia
um treino e um teste; 0s animais sdo apenas testados, uma vez que ela é, primariamente,
uma tarefa de avaliacdo de ansiedade, e ndo uma tarefa de aprendizado e memoria.

O LCE é um aparato com quatro bracos, dois abertos nas laterais e dois com paredes
(cada braco com 44,5 x 11,5 cm). A tarefa consistia em colocar o animal no centro do LCE,
voltado para um dos bragos fechados, e deixa-lo explorar livremente por dois minutos, apds
0 que ele era retirado e devolvido a caixa-moradia. Durante a tarefa, eram contados o
namero de entradas nos bragos fechados (um indice de atividade motora), o tempo gasto
nos bracos abertos (indice de ansiedade) e o nimero de avaliacBes de risco, na qual o
animal coloca a cabeca para um dos bracos abertos, mas mantém o corpo no centro do
LCE.

3.5 Administracao da droga

Duas técnicas de administragdo da droga foram utilizadas, intra-peritoneal (i.p.) e
intra-hipocampal. Independentemente da técnica, se 0 objetivo era estudar a consolidagdo
da memdria, a administracdo da droga era feita imediatamente apds o treino. Se o objetivo
era estudar a evocacdo da memodria, a infuséo era feita 30 minutos antes do teste. Nos casos
em que se fez ambos os tipos de tratamento com o animal, a administracdo intra-

hipocampal era imediatamente seguida pela intra-peritoneal.
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Para a administracdo i.p., 0 animal era pégo pelas costas e recebia uma injecdo de
0,5 ml no abdémen, levemente deslocado da linha central. Para o tratamento intra-
hipocampal, o animal era imobilizado com uma toalha, procedendo-se com a infusdo da
droga.

Esta era feita com a utilizacdo de micro-seringas (Hamilton Co., de 10 microlitros)
com um pequeno tubo plastico flexivel preso a agulha. Na outra extremidade da mangueira,
havia uma agulha do tipo “mizzy”, calibre 30, com 10 milimetros de comprimento. No
momento da infusdo, a agulha “mizzy” era introduzida na céanula, projetando-se um
milimetro além desta e atingindo o local-alvo. A infusdo era feita ao longo de 90 segundos,

e um volume de 0,5 microlitros era administrado.

3.6 Verificacdo da posigéo das canulas

Apos o teste, os animais era mortos por guilhotinamento, e aqueles animais que
tinham passado por cirurgia estereotéxica recebiam uma solucdo de Azul Tripan através das
canulas para marcar o local onde a droga fora originalmente administrada. Em seguida,
seus cérebros eram retirados e acondicionados em formol 10% para posterior verificacdo da
posicao das canulas.

Apo6s um periodo de alguns dias, para permitir a fixacdo do tecido, cada cérebro era
cortado manualmente, e a posicao das canulas era observada a lupa, com aumento de duas a
seis vezes, e registrada. Apenas 0s animais corretamente canulados e infundidos tiveram

seus dados computados.
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Figura 3.1 — posic¢do tipica da marca do corante injetado para visualizag¢do do local

de infuséo da droga (retirado de Mello e Souza et al., 2000).

3.7 Andlise estatistica

Como era imposto um teto de tempo (180 s) para a descida dos animais da
plataforma no teste da El, ndo se pOde utilizar testes estatisticos paramétricos. Dessa
maneira, para a comparagdo entre dois grupos foi utilizado o teste U de Mann-Whitney.
Para a comparagdo do desempenho de um mesmo grupo no treino e no teste foi utilizado o
teste de Wilcoxon. Para a comparagdo entre mdltiplos grupos foi utilizado o teste de
Kruskall-Wallis. Por fim, foi utilizado o teste de Dunn como post-hoc ao Kruskall-Wallis.
Da mesma maneira, os resultados do labirinto aquatico de Morris também foram analisados
com testes ndo-paramétricos.

A comparacdo entre multiplos grupos de animais nas tarefas de habituacdo ao
campo aberto e labirinto em cruz elevado foram feitas com o teste t de Student ou com o
teste ANOVA (dependendo do numero de grupos), com o teste de Dunnet como post-hoc
ao ANOVA. As comparacgdes entre o desempenho no treino e no teste de cada grupo de

animais na habituacdo ao campo aberto foram feitas com o teste t pareado.

3.8 Drogas
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A principal droga utilizada nesta tese foi a ocitocina, em quatro doses, 0,04, 0,4, 4 e
40 ng/kg. Seu veiculo era uma solugdo de cloreto de sédio a 0,9%. Em todos os
experimentos, a ocitocina foi administrada intra-peritonealmente.

Além disso, foram utilizados em administracdo intra-hipocampal a metil-
escopolamina, antagonista muscarinico nao-seletivo, na dosagem de 0,5 ug/lado, a MT3,
antagonista seletivo para o receptor muscarinico M4, na dose de 0,5 ug/lado, e o timolol,
um antagonista seletivo para os receptores beta-adrenérgicos, na dosagem de 0,0125
ug/lado. Como veiculo, utilizou-se tampdo fosfato-salina. Foi utilizada também a
dexametasona, um agonista glicocorticéide, na dosagem de 0,02 mg/kg, administrada intra-
peritonealmente.

3.9 Experimentos realizados

3.9.1 Esquiva inibitoria

Na tabela abaixo estdo representados os experimentos realizados na tarefa de

esquiva inibitdria e quais as doses de ocitocina utilizadas em cada um deles.

Tabela 3.1 — Doses de ocitocina administradas i.p. nos experimentos com a tarefa de

esquiva inibitdria (sempre em pg/kg)

Machos Fémeas
Choque OT pos-treino OT pré-teste OT p0s-treino OT pré-teste
0,25 mA 0,04; 0,4; 4; 40  0,04; 0,4; 4; 40
0,5 mA 0,04;04;4;40 0,04;0,4;4,40 0,04,04;4,40 0,04;0,4, 4,40
0,7 mA 04ed 04e4

3.9.2 Labirinto aquatico de Morris

Foi realizado um experimento com a administracdo pré-teste de 0,4 pg/kg de

ocitocina i.p. com ratos machos.
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3.9.3 Habituacdo ao campo aberto

Foi realizado um experimento com a administracdo pré-teste de 0,4 e 4 ug/kg de

ocitocina i.p. com ratos machos.

3.9.4 Esquiva inibitoria com infusdo de ocitocina e mais outra droga

Foram realizados quatro experimentos, todos com ratos machos. Em cada
experimento, a administracéo i.p. de 0,4 ug/kg de ocitocina era precedida pela infusdo de
uma outra droga. Essas drogas foram: escopolamina 0,5 ug/lado intra-hipocampal, MT3 0,5
ug/lado intra-hipocampal, dexametasona 0,02 mg/kg i.p. e timolol, 0,0125 ng/lado intra-

hipocampal.

3.9.5 Labirinto em cruz elevado

Foram realizados dois experimentos, um com machos e o outro com fémeas. Em

ambos, foram utilizadas as doses de 0,04, 0,4, 4 e 40 pug/kg de ocitocina.

Todos os experimentos foram realizados de acordo com a legislacdo brasileira sobre
0 uso de animais em pesquisa (Lei n.° 6.638/1979), com as recomendacdes da Sociedade
Brasileira de Neurociéncias e Comportamento e com a diretiva 86/609/EEC de 24 de

Novembro de 1986 do Conselho das Comunidades Européias.
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4. Resultados
4.1 Experimentos relativos ao objetivo 1

4.1.1 Ocitocina em quatro doses i.p. pds-treino na esquiva inibitoria (choque

de 0,25 mA) com ratos machos

A figura 4.1 apresenta os efeitos da ocitocina sobre a consolidacdo da EI com um

choque de 0,25 mA.

Ocitocinai.p. na consolidag&o da El, choque de 0,25 mA
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salina, N=20 OT 0,04 ug/kg, N=20 OT 0,4 uglkg, N=20 OT 4 uglkg, N=18

Fig. 4.1 - efeitos da administracdo intra-peritoneal de quatro doses de ocitocina na
consolidagdo da memoria de ratos machos treinados na esquiva inibitéria com um choque

de 0,25 mA. a: diferenca significativa com relacdo ao treino (P<0,05, teste de Wilcoxon).

N&o houve diferenga significativa entre os desempenhos dos grupos no treino
(P=0,916, teste de Kruskal-Wallis) e no teste (P=0,256, teste de Kruskal-Wallis). Houve
diferenca significativa na comparacdo dos desempenhos no treino e no teste para todos 0s

grupos (P<0,05, teste de Wilcoxon).
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4.1.2 Ocitocina em quatro doses i.p. pds-treino na esquiva inibitoria (choque

de 0,5 mA) com ratos machos

A figura 4.2 apresenta os efeitos da ocitocina sobre a consolidag¢do da EI com um

choque de 0,5 mA.

Ocitocinai.p. na consolidagéo da El, choque de 0,5 mA
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Salina, N=14 OT 0,04 ug/kg, N=15 OT 0,4 ug/kg, N=14 OT 4 ug/kg, N=10 OT 40 ug/kg, N=14

Fig. 4.2 - efeitos da administracdo intra-peritoneal de quatro doses de ocitocina na
consolidacdo da memoria de ratos machos treinados na esquiva inibitéria com um choque

de 0,5 mA. a: diferenca significativa com relacdo ao treino (P<0,05, teste de Wilcoxon).

N&o houve diferenga significativa entre os desempenhos dos grupos no treino
(P=0,554, teste de Kruskal-Wallis) e no teste (P=0,457, teste de Kruskal-Wallis). Houve
diferenca significativa na comparacdo dos desempenhos no treino e no teste para todos 0s

grupos (P<0,05, teste de Wilcoxon).
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4.1.3 Ocitocina em duas doses i.p. pos-treino na esquiva inibitoria (choque

de 0,7 mA) com ratos machos

A figura 4.3 apresenta os efeitos da ocitocina sobre a consolidag¢do da EI com um

choque de 0,7 mA.

Ocitocinai.p. na consolidagéo da El, choque de 0,7 mA
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Figura 4.3 - efeitos da administragéo intra-peritoneal de duas doses de ocitocina na
consolidagcdo da memoria de ratos machos treinados na esquiva inibitéria com um choque

de 0,7 mA. a: diferenca significativa com relacédo ao treino (P<0,05, teste de Wilcoxon).

N&o houve diferenca significativa entre os desempenhos dos grupos no treino
(P=0,787, teste de Kruskal-Wallis) e no teste (P=0,245, teste de Kruskal-Wallis). Houve
diferenca significativa na comparacdo dos desempenhos no treino e no teste para todos 0s

grupos (P<0,05, teste de Wilcoxon).
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4.2 Experimentos relativos ao objetivo 2

4.2.1 Ocitocina em quatro doses i.p. pre-teste na esquiva inibitoria (choque

de 0,25 mA) com ratos machos

A figura 4.4 apresenta os efeitos da ocitocina sobre a evocacdo da EI com um
choque de 0,25 mA.

Ocitocinai.p. na evocacgédo da El, choque de 0,25 mA
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Salina, N=9 OT 0,04 ug/kg, N=9 OT 0,4 ug/kg, N=10 OT 4 ug/kg, N=9 OT 40 ug/kg, N=10

Fig. 4.4 - efeitos da administracdo intra-peritoneal de quatro doses de ocitocina na
evocagdo da memdria de ratos machos treinados na esquiva inibitéria com um choque de

0,25 mA. a: diferenga significativa com relagéo ao treino (P<0,05, teste de Wilcoxon).

N&o houve diferenga significativa entre os desempenhos dos grupos no treino
(P=0,279, teste de Kruskal-Wallis) e no teste (P=0,389, teste de Kruskal-Wallis). Houve
diferenca significativa na comparacdo dos desempenhos no treino e no teste para todos 0s

grupos (P<0,05, teste de Wilcoxon).
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4.2.2 Ocitocina em quatro doses i.p. pre-teste na esquiva inibitoria (choque

de 0,5 mA) com ratos machos

A figura 4.5 apresenta os efeitos da ocitocina sobre a evocacdo da EI com um

choque de 0,5 mA.

Ocitocinai.p. na evocacéo da El, choque de 0,5 mA
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Fig. 4.5 - efeitos da administracdo intra-peritoneal de quatro doses de ocitocina na
evocagdo da memdria de ratos machos treinados na esquiva inibitéria com um choque de
0,5 mA. a: diferenca significativa com relacdo ao treino (P<0,05, teste de Wilcoxon); b:

diferenca significativa com relacdo ao veiculo (P<0,02, teste de Dunn).

N&o houve diferenga significativa entre os desempenhos dos grupos no treino
(P=0,795, teste de Kruskal-Wallis), mas houve pelo menos um grupo diferente dos outros
no teste (P=0,023, teste de Kruskal-Wallis). O teste post-hoc indica que o grupo que
recebeu OT 0,4 ng/kg difere do controle (P<0,02, teste de Dunn).
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Houve diferencga significativa na comparacdo dos desempenhos no treino e no teste
para todos os grupos (P<0,05, teste de Wilcoxon) com excec¢do do que recebeu OT 0,4
ug/kg (P=0,050, teste de Wilcoxon).
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4..3 Experimento relativo ao objetivo 3

4.3.1 Ocitocina em quatro doses i.p. pds-treino na esquiva inibitoria (choque

de 0,5 mA) com ratas fémeas

A figura 4.6 apresenta os efeitos da ocitocina sobre a consolidagédo da EI em fémeas

com um choque de 0,5 mA.

Ocitocinai.p. pés-treino em fémeas na El, choque 0,5 mA
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Fig. 4.6 - efeitos da administracdo intra-peritoneal de quatro doses de ocitocina em
fémeas na consolidacdo da memoria de ratas fémeas treinadas na esquiva inibitéria com um
choque de 0,5 mA. a: diferenca significativa com relacdo ao treino (P<0,05, teste de

Wilcoxon).

N&o houve diferenga significativa entre os desempenhos dos grupos no treino
(P=0,443, teste de Kruskal-Wallis) e no teste (P=0,673, teste de Kruskal-Wallis). Houve
diferenca significativa na comparacdo dos desempenhos no treino e no teste para 0s grupos

que receberam Salina, OT 4 e 40 ug/kg (P<0,05, teste de Wilcoxon),, mas ndo houve
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diferenca significativa para os grupos que receberam OT 0,04 ug/kg (P=0,051, teste de
Wilcoxon) e 0,4 ug/kg (P=0,183, teste de Wilcoxon).
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4.4 Experimentos relativos ao objetivo 4

4.4.1 Ocitocina em duas doses i.p. pré-teste na esquiva inibitoria (choque de
0,5 mA) com ratas fémeas

A figura 4.7 apresenta os efeitos da ocitocina sobre a evocacdo da ElI em fémeas
com um choque de 0,5 mA.

Ocitocina i.p. na evocacgéo da El em fémeas, choque de 0,5 mA
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Fig. 4.7 - efeitos da administracdo intra-peritoneal de duas doses de ocitocina em
fémeas na evocacdo da memoria de ratas fémeas treinadas na esquiva inibitéria com um
choque de 0,5 mA. a: diferenca significativa com relacdo ao treino (P<0,05, teste de

Wilcoxon).

N&o houve diferenga significativa entre os desempenhos dos grupos no treino
(P=0,224, teste de Kruskal-Wallis) e no teste (P=0,345, teste de Kruskal-Wallis). Houve
diferenca significativa na comparacdo dos desempenhos no treino e no teste para todos 0s
grupos (P<0,05, teste de Wilcoxon).
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4.4.2 Ocitocina em duas doses i.p. pré-teste na esquiva inibitoria (choque de

0,7 mA) com ratas fémeas

A figura 4.8 apresenta os efeitos da ocitocina sobre a evocacdo da El em fémeas

com um choque de 0,7 mA.

Ocitocinai.p. na evocacgéo da El em fémeas, choque de 0,7 mA
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Fig. 4.8 - efeitos da administracdo intra-peritoneal de duas doses de ocitocina em
fémeas na evocacdo da memoria de ratas fémeas treinadas na esquiva inibitéria com um
choque de 0,7 mA. a: diferenca significativa com relacdo ao treino (P<0,05, teste de

Wilcoxon).

N&o houve diferenga significativa entre os desempenhos dos grupos no treino
(P=0,750, teste de Kruskal-Wallis) e no teste (P=0,958, teste de Kruskal-Wallis). Houve
diferenca significativa na comparacdo dos desempenhos no treino e no teste para o grupo-
controle (P=0,038, teste de Wilcoxon), mas ndo houve diferenca significativa para os

grupos que receberam ocitocina (P=0,075 em ambos os casos, teste de Wilcoxon).
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4.5 Experimentos relativos ao objetivo 5

4.5.1 Ocitocina i.p. 30 minutos no labirinto aquatico de Morris com ratos

machos

A figura 4.9 apresenta os efeitos da ocitocina 0,4 ug/kg sobre a evocacéo na tarefa

do labirinto aquéatico de Morris.

Ocitocina pré-teste no Labirinto Aquatico de Morris: desempenho no teste
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Fig. 4.9 - efeitos da administracdo i.p. de ocitocina 0,4 ug/kg no desempenho de
ratos machos treinados na tarefa do labirinto aquatico de Morris. a: diferenca significativa
com relacdo ao tempo no quadrante-alvo (P<0,05, teste de Wilcoxon); b: diferenca
significativa com relacdo ao tempo na primeira tentativa de treino (P<0,05, teste de

Wilcoxon).

N&o houve diferenca significativa entre os grupos em qualquer um dos parametros:
tempo no quadrante-alvo no teste (P=0,748, teste U de Mann-Whitney), tempo no
quadrante oposto no teste (P=0,519, teste U de Mann-Whitney), laténcia de chegada a

plataforma na primeira tentativa de treino (P=0,217, teste U de Mann-Whitney), laténcia de
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chegada ao local da plataforma no teste (P=0,898, teste U de Mann-Whitney) e velocidade
de natacéo no teste (P=0,300, teste U de Mann-Whitney.

Houve diferenca significativa na comparacdo da laténcia de chegada ao local da
plataforma na primeira tentativa de treino e no teste (P=0,003 para ambos os grupos, teste
de Wilcoxon). Também houve diferenca significativa no tempo gasto no quadrante-alvo no
teste em comparagéo ao quadrante-oposto (P=0,021 para o grupo-controle e P=0,006 para o

grupo que recebeu OT 0,4 nug/kg, teste de Wilcoxon)
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4.5.2 Ocitocina em duas doses i.p. pré-teste na habituagdo ao campo aberto

com ratos machos

A figura 4.10 apresenta os efeitos da ocitocina 0,4 e 4 ug/kg sobre a evocacdo na

tarefa de habituacdo ao campo aberto.

Ocitocinai.p. na evocagdo da Habituacdo ao Campo Aberto

60.00

50.00 T

Loy,
s0.00 | i

20.00 + a

10.00 +

0.00

Treino Teste Treino Teste Treino Teste Treino Teste Treino Teste Treino Teste

Salina, N=15 OT 0,4 ug/kg, N=10 OT 4 ug/kg, N=10 Salina, N=15 OT 0,4 ug/kg, N=10 OT 4 ug/kg, N=10

Respostas de Orientagéo Cruzamentos

Fig. 4.10 - efeitos da administracdo i.p. de duas doses de ocitocina no desempenho
de ratos machos treinados na tarefa da habituacdo em campo aberto. a: diferenca

significativa com relacéo ao treino (P<0,05, teste t pareado).

N&o houve diferenga entre os grupos em nenhum pardmetro no teste (P=0,365 para
respostas de orientacdo, P=0,666 para cruzamentos, ANOVA). Na comparagdo entre o
desempenho no treino e no teste de cada grupo, houve diferenca em todos os casos (P<0,05,
teste t pareado), com excegdo do grupo que recebeu ocitocina 4 pg/kg (P=0,052, teste t

pareado).
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4.6 Experimentos relativos ao objetivo 6

4.6.1 Ocitocina em quatro doses i.p. pré-teste no labirinto em cruz elevado

com ratos machos

A figura 4.11 apresenta os efeitos da ocitocina na tarefa do labirinto em cruz

elevado.
Ocitocinai.p. no labirinto em cruz elevado
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Salina, N=18 Ocitocina 0,04 ug/kg, N=20 Ocitocina 0,4 ug/kg, N=17 Ocitocina 4 ug/kg, N=19 Ocitocina 40 ug/kg, N=19

Fig. 4.11 - efeitos da administracdo i.p. de quatro doses de ocitocina em machos

testados no labirinto em cruz elevado. *: diferenca significativa com relacdo ao treino
(P=0,004, teste de Dunnet).

O teste ANOVA indica que pelo menos um grupo foi diferente dos outros com

relacdo ao tempo nos bragos abertos (P=0,014). O teste post-hoc indica que o grupo que

recebeu ocitocina 4 ug/kg foi diferente do grupo-controle (P=0,004, teste de Dunnet). N&o

foi encontrada diferenca significativa entre os grupos com relacdo ao nimero de entradas

nos bragos fechados (P=0,905, ANOVA) ou no numero de avaliacbes de risco (P=0,290,
ANOVA).
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4..6.2 Ocitocina em quatro doses i.p. pré-teste no labirinto em cruz elevado

com ratas fémeas

A figura 4.12 apresenta os efeitos da ocitocina na tarefa do labirinto em cruz

elevado com fémeas.

Ocitocinai.p. no Labirinto em Cruz Elevado com fémeas
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Salina, N=15 Ocitocina 0,04 ug/kg, N=15  Ocitocina 0,4 ug/kg, N=15  Ocitocina 4 ug/kg, N=14 Qcitocina 40 ug/kg, N=15

Fig. 4.12 - efeitos da administracdo i.p. de quatro doses de ocitocina em fémeas

testadas no labirinto em cruz elevado.

N&o houve diferenca significativa na comparacao entre 0s grupos em nenhum dos

parametros testados: tempo nos bracos abertos (P=0,572, ANOVA), nimero de entradas
nos bragos fechados (P=0,842, ANOVA) e nimero de avalia¢cdes de risco (P=0,101,

ANOVA).
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4.7 Experimentos relativos ao objetivo 7

4.7.1 Ocitocina i.p. e escopolamina intra-hipocampal pré-teste na esquiva

inibitéria com ratos machos

A figura 4.13 apresenta os efeitos da administragdo conjunta ou isolada de ocitocina
0,4 ng/kg i.p. e metil-escopolamina 0,5 pg/lado intra-hipocampal sobre a evocacgdo da El

com um choque de 0,5 mA.

Escopolamina intra-hipocampal e ocitocinai.p. na evocacéo da El
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Treino Teste Treino Teste Treino Teste Treino Teste
TFS/Salina, N=9 Scopo/Salina, N=8 TFS/OT 0,4 ug/kg, N=12 Scopo/OT 0,4 ug/kg, N=9

Fig. 4.13 - efeitos da administracdo i.p. de ocitocina e intra-hipocampal de metil-
escopolamina na evocagdo da memoria de ratos machos treinados na esquiva inibitoria com
um choque de 0,5 mA. a: diferenca significativa com relacdo ao treino (P<0,05, teste de

Wilcoxon); b: diferenca significativa com relacdo ao veiculo (P<0,05, teste de Dunn).

N&o houve diferenca significativa entre os desempenhos dos grupos no treino
(P=0,065, teste de Kruskal-Wallis), mas houve pelo menos um grupo diferente dos outros
no teste (P=0,005, teste de Kruskal-Wallis). O teste post-hoc indica que o grupo que
recebeu OT 0,4 ug/kg difere do controle (P<0,05, teste de Dunn).
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Houve diferencga significativa na comparacdo dos desempenhos no treino e no teste

para todos os grupos (P<0,05, teste de Wilcoxon).
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4.7.2 Ocitocina i.p. e MT3 intra-hipocampal pré-teste na esquiva inibitoria

com ratos machos

A figura 4.14 apresenta os efeitos da administragdo conjunta ou isolada de ocitocina
0,4 nug/kg i.p. e MT3 0,5 ug/lado intra-hipocampal sobre a evocacéo da EI com um choque
de 0,5 mA.

MT3 Intra-Hipocampal e Ocitocina i.p. na evocagéo da El
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Fig. 4.14 - efeitos da administracdo i.p. de ocitocina e intra-hipocampal de MT3 na
evocagdo da memdria de ratos machos treinados na esquiva inibitéria com um choque de
0,5 mA. a: diferenca significativa com relacdo ao treino (P<0,05, teste de Wilcoxon); b:

diferenca significativa com relacdo ao veiculo (P<0,05, teste de Dunn).

N&o houve diferenga significativa entre 0s desempenhos dos grupos no treino
(P=0,941, teste de Kruskal-Wallis), mas houve pelo menos um grupo diferente dos outros
no teste (P=0,002, teste de Kruskal-Wallis). O teste post-hoc indica que o grupo que
recebeu OT 0,4 pg/kg difere do controle (P<0,05, teste de Dunn).

Houve diferenca significativa na comparacdo dos desempenhos no treino e no teste

para todos os grupos (P<0,05, teste de Wilcoxon).
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4.8 Experimento relativo ao objetivo 8

4.8.1 Ocitocina e dexametasona i.p. pré-teste na esquiva inibitéria com ratos

machos

A figura 4.15 apresenta os efeitos da administragdo conjunta ou isolada de ocitocina
0,4 ng/kg i.p. e dexametasona 0,02 mg/kg i.p. sobre a evocacéo da EI com um choque de
0,5 mA.

Dexametasona e Ocitocina i.p. na evocacdo da El
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Salina/Salina, N=13 Dexametasona/Salina, N=9 Salina/OT 0,4 ug/kg, N=11 Dexametasona/OT 0,4 ug/kg, N=11

Fig. 4.15 - efeitos da administracéo i.p. de ocitocina e/ou dexametasona na evocacao
da memoria de ratos machos treinados na esquiva inibitéria com um choque de 0,5 mA. a:
diferenca significativa com relacdo ao treino (P<0,05, teste de Wilcoxon); b: diferenca

significativa com relacéo ao veiculo (P<0,02, teste de Dunn).

N&o houve diferenca significativa entre os desempenhos dos grupos no treino
(P=0,072, teste de Kruskal-Wallis), mas houve pelo menos um grupo diferente dos outros
no teste (P=0,034, teste de Kruskal-Wallis). O teste post-hoc indica que o grupo que
recebeu OT 0,4 ug/kg difere do grupo-controle (P<0,02, teste de Dunn).
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Houve diferencga significativa na comparacdo dos desempenhos no treino e no teste

para todos os grupos (P<0,05, teste de Wilcoxon).
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4.9 Experimento relativo ao objetivo 9

4.9.1 Ocitocina i.p. e timolol intra-hipocampal pré-teste na esquiva inibitoria

com ratos machos

A figura 4.16 apresenta os efeitos da administragdo conjunta ou isolada de ocitocina

0,4 ng/kg i.p. e timolol 0,0125 ng/lado intra-hipocampal sobre a evocacdo da EI com um

choque de 0,5 mA.
Timolol Intra-Hipocampal e Ocitocina i.p. na evocagéo da El
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Fig. 4.16 - efeitos da administracdo i.p. de ocitocina e intra-hipocampal de timolol
na evocacgao da memoria de ratos machos treinados na esquiva inibitéria com um choque de
0,5 mA. a: diferenca significativa com relacdo ao treino (P<0,05, teste de Wilcoxon); b:

diferenca significativa com relacdo ao veiculo (P<0,02, teste de Dunn).

N&o houve diferenca significativa entre os desempenhos dos grupos no treino
(P=0,940, teste de Kruskal-Wallis), mas houve pelo menos um grupo diferente dos outros
no teste (P=0,022, teste de Kruskal-Wallis). O teste post-hoc indica que o grupo que
recebeu OT 0,4 ug/kg difere do controle (P<0,02, teste de Dunn).
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Houve diferencga significativa na comparacdo dos desempenhos no treino e no teste

para todos os grupos (P<0,05, teste de Wilcoxon).
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4.10 Interpretacéo dos resultados

As figuras 4.1, 4.2 e 4.3 indicam que, independentemente da intensidade do choque
utilizada no treino, ndo houve quaisquer efeitos da ocitocina i.p. sobre a consolidagdo da
memoria da El em ratos machos. Todos os grupos aprenderam a tarefa. (Objetivo 1)

A figura 4.4 indica que a ocitocina i.p. ndo apresentou efeito sobre a evocacéo da
memoria da El quando os animais foram treinados com um choque de 0,25 mA, e todo
grupos aprenderam a tarefa. Entretanto, quando a intensidade de choque no treino foi de 0,5
mA (experimento 4.5), a dose de 0,4 ug/kg foi capaz de prejudicar a evocacdo de maneira
robusta, pois os animais que receberam esta dose foram estatisticamente diferentes do
controle e ndo apresentaram diferencas treino-teste significativas em seu desempenho.
(Objetivo 2)

A figura 4.6 indica que a ocitocina i.p., nas doses de 0,04 e 0,4 pg/kg, teve um
efeito amnésico sobre a consolidacdo da memoria da EI em ratas. (Objetivo 3)

A figura 4.7 indica que a ocitocina i.p. ndo apresentou efeito sobre a evocacdo da
memoria da El de ratas fémeas quando os animais foram treinados com um choque de 0,5
mA. Entretanto, quando a intensidade de choque foi de 0,7 mA (figura 4.8), a OT foi capaz
de impedir a evocacéo. (Objetivo 4)

A figura 4.9 indica que, pelo menos na dose testada, 0,4 ng/kg, a ocitocina i.p. ndo
apresentou efeitos sobre a evocacdo da memoria de ratos machos treinados no labirinto
aquatico de Morris. (Objetivo 5)

A figura 4.10 mostra que a ocitocina i.p., na dose de 4 ug/kg, parece ter tido um
efeito amnésico parcial em ratos machos treinados na tarefa de habituagdo ao campo aberto,
identificado pela auséncia de diferenca no nimero respostas de orientacdo entre treino e
teste. A dose de 0,4 nug/kg ndo teve qualquer efeito. (Objetivo 5)

A figura 4.11 indica que a dose de 4 ug/kg de ocitocina i.p. resultou em efeitos
ansioliticos em machos no labirinto em cruz elevado. As outras doses ndo apresentaram
efeito. (Objetivo 6)

A figura 4.12 indica que a ocitocina ndo apresentou efeitos em fémeas no labirinto

em cruz elevado. (Objetivo 6)
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A figura 4.13 mostra a reversao do efeito amnésico da ocitocina 0,4 pg/kg i.p. sobre
a evocacdo da memdria da EI com uma dose sem efeito proprio de escopolamina intra-
hipocampal, um antagonista ndo-seletivo dos receptores muscarinicos. Todos 0S grupos
aprenderam a tarefa. (Objetivo 7)

A figura 4.14 mostra a reversao do efeito amnésico da ocitocina 0,4 pg/kg i.p. sobre
a evocacdo da memoria da EI com uma dose sem efeito proprio de MT3 intra-hipocampal,
um antagonista seletivo para os receptores muscarinicos do tipo M4. Todos 0s grupos
aprenderam a tarefa. (Objetivo 7)

A figura 4.15 mostra a reversao do efeito amnésico da ocitocina 0,4 pg/kg i.p. sobre
a evocacdo da memoria da ElI com uma dose sem efeito préprio de dexametasona i.p., um
glicocorticoide sintético. Todos os grupos aprenderam a tarefa. (Objetivo 8).

A figura 4.16 mostra a reversao do efeito amnésico da ocitocina 0,4 pg/kg i.p. sobre
a evocacdo da memoria da ElI com uma dose sem efeito proprio de timolol intra-
hipocampal, um antagonista ndo-seletivo dos receptores beta-adrenérgicos. Todos 0s

grupos aprenderam a tarefa. (Objetivo 9)
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5. Discusséo

5.1 O papel da ocitocina na consolida¢do e na evocacdo da memdria em

ratos machos

Os resultados obtidos com a administracdo pré-teste de ocitocina i.p. em ratos
machos treinados na tarefa de esquiva inibitoria sugerem um efeito amnésico deste
hormdnio sobre a evocagdo da esquiva inibitoria quando administrado 30 minutos antes do
teste. Esse efeito foi encontrado com animais treinados com um choque de 0,5 mA, mas
ndo com aqueles treinados com um estimulo menos intenso (0,25 mA). Isto sugere que é
necessario um certo grau de “aversividade” durante a fase de aquisi¢do para que a ocitocina
seja capaz de exercer seu efeito amnésico sobre a evocagdo. A explicagdo para tal
necessidade pode estar relacionada aos efeitos da ocitocina sobre a percepcéo do perigo.

A literatura aponta para um papel da ocitocina sobre a percepcdo de situagdes
perigosas ou estressantes (Porges, 2001). Doses sistémicas de ocitocina sdo capazes de
diminuir a liberacdo de glicocorticoides a partir da adrenal (Scantamburlo et al., 2001),
promovendo um estado de relaxamento e de resposta reduzida a agentes estressores
(Uvnas-Moberg, 1997), além de diminuir os niveis circulantes de ACTH (Legros et al.,
1987, Legros et al., 1988). Da mesma maneira, estimulos ndo-aversivos, como toque, leve
pressdo e temperatura morna, resultam em um aumento na liberagdo de ocitocina (Uvnas-
Moberg, 1997). Ou seja, a OT parece fazer parte de uma alga de retroalimentacdo que é
ativada em situacbes ndo-estressantes: ela seria liberada em resposta a estimulos néo-
aversivos e promoveria um millieu hormonal anti-estresse. Desse modo, podemos sugerir a
hipotese de que, no experimento com um choque de 0,25 mA, o estimulo ndo tenha sido
aversivo o suficiente para mobilizar o sistema de hormonios de estresse, e, deste modo, a
ocitocina nao teria substrato sobre o qual atuar durante a evocacdo da memoria da El.

Pode-se observar ainda que, no experimento em que os animais foram treinados
com um choque de 0,5 mA, apenas a dose de 0,4 ug/kg de ocitocina foi amnésica. A dose
mais baixa, 0,04 pg/kg, provavelmente ndo foi alta o suficiente para exercer qualquer
efeito, enquanto que a ocitocina em doses maiores, 4 e 40 ug/kg, possivelmente ja estivesse

atuando no receptor da vassopressina, pelo qual a ocitocina também possui afinidade, ainda
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que mais reduzida (Gimpl e Farenholz, 2001), e que apresenta efeitos sabidamente opostos
aos da ocitocina sobre a memdria (Kovacs et al., 1979, Bohus, 1980).

Por outro lado, ndo encontramos quaisquer efeitos da ocitocina i.p. sobre a
consolidacdo da memdria da El em machos, independentemente da intensidade do estimulo
usado no treino (0,25, 0,5 ou 0,7 mA). Este resultado aponta para uma diferenca entre os
papéis da ocitocina i.p. na consolidacdo e na evocacao da memoria, pelo menos em ratos
machos.

A auséncia de efeitos sobre a consolidacdo na El contrasta com o relatado pela
literatura com camundongos. Como mencionado na introducgdo, a ocitocina i.p., nas doses
de 0,1 e 0,3 ng/kg, tem efeito amnésico sobre a consolidagdo da memodria da EI em
camundongos machos (Boccia et al., 1998, Boccia e Baratti, 2000). Uma vez que a
ocitocina parece exercer seus efeitos sobre a memoria modulando a percepgdo do medo
durante a tarefa, pode-se sugerir que, em camundongos machos, a administracdo de OT
imediatamente apos o treino faz com que o0s animais percebam a situacao de treino como
menos estressante do que o0s animais que receberam solucdo salina, e consolidem a
memoria de maneira menos intensa. Por outro lado, ratos machos podem ser menos
sensiveis a sinalizacdo de ambiente seguro pela ocitocina na consolidacdo, e/ou outros
mecanismos podem estar ativos indicando que o aparato de treino € estressante/perigoso
(Mcintyre et al., 2003, Roozendaal, 2002, McGaugh e Roozendaal, 2002), anulando
quaisquer efeitos da ocitocina.

Este também pode ser o motivo pelo qual encontramos um efeito amneésico para a
ocitocina sobre a evocacdo da memdria da El, mas ndo sobre a consolidacio. E possivel
que, durante a consolidacdo, algum sistema, ativado em resposta ao choque recebido no
treino, esteja sinalizando “ambiente perigoso” e contra-balancando a sinalizagdo de
“ambiente seguro” da ocitocina exdgena, 0 que resultaria na consolidacdo da memoria
apesar da administracdo da OT. Esta hipoOtese, porém, ainda depende de confirmacdo

experimental.

5.2 O papel da ocitocina na consolidagéo e na evocacdo da memoria em ratas

fémeas
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Assim como com 0s machos, a ocitocina i.p teve um efeito amnésico sobre a
evocagdo da memoria da El, mas apenas quando as ratas fémeas foram treinadas com um
choque de 0,7 mA. No experimento com a intensidade de 0,5 mA, a ocitocina ndo teve
qualquer efeito sobre a evocacéo.

E importante observar que o efeito amnésico da ocitocina sobre a evocaco da El
em fémeas foi identificado pela auséncia de diferenga significativa na comparagéo, com o
teste de Wilcoxon, entre o desempenho no treino e no teste dos animais que receberam OT.
Porém, a comparacdo do desempenho dos varios grupos no teste da El pelo teste estatistico
de Kruskal-Wallis ndo apontou diferenca entre os grupos. Por outro lado, o grupo-controle
apresentou diferenca significativa na comparacdo, pelo teste de Wilcoxon, do seu
desempenho no treino e no teste da El, indicando que estes animais aprenderam a tarefa. Os
animais que receberam ocitocina i.p. 30 minutos antes do teste da El ndo apresentaram
diferenca treino-teste, ou seja, ndo aprenderam a tarefa. Nos experimentos com machos, o
efeito amnésico é mais comumente identificado na comparagdo dos desempenhos no teste
da EIl de todos os grupos pelo teste estatistico de Kruskal-Wallis. A menor eficiéncia deste
teste no caso das fémeas provavelmente se deve a maior dispersdo dos dados decorrente dos
efeitos cognitivos caracteristicos das diferentes fases do ciclo estral (Sfikakis et al., 1978,
Jonasson, 2005). Apesar das diferengas nas intensidade de choque no treino necessarias
para que a oxitocina tivesse efeito amnésico, pode-se tracar um paralelo com os resultados
obtidos com machos na evocacdo da memoria da EI. Em fémeas treinadas com um estimulo
intenso (0,7 mA), a ocitocina teve efeitos amnésicos; em ratas treinadas com um choque
menor (0,5 mA), nenhum efeito foi encontrado. Em machos, uma correlacdo analoga entre
intensidade de choque no treino e efeitos da OT na evocagdo foi identificada. Dessa
maneira, independente do sexo, a ocitocina parece requerer um certo nivel de aversividade
durante a fase de aquisicdo da memdria para que possa exercer seus efeitos sobre a
evocagdo. Estimulos aversivos pouco intensos durante a aquisicdo fazem com que a

ocitocina ndo apresente efeitos sobre a evocagéo.

Entretanto, ao contrario do verificado com ratos machos, a ocitocina produziu
efeitos amnésicos tambeém sobre a consolidacdo da memoria da EI. Novamente, tais efeitos
foram identificados pela auséncia de diferenca significativa entre o desempenho no treino e

no teste dos animais que receberam ocitocina (nas doses de 0,04 e 0,4 pg/kg). E importante
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observar que a dose de 0,4 ug/kg de OT é a mesma que teve um efeito consistente sobre a
evocagdo da memoria, tanto em machos como em fémeas, e é proxima de uma das doses
(0,3 ng/kg) relatada como amnésica em camundongos na consolidacéo (Boccia et al., 1998,
Boccia e Baratti, 2000).

O efeito amnésico da ocitocina i.p. encontrado para fémeas sobre a consolidacao da
El, similar ao encontrado com camundongos machos por Boccia e colaboradores (1998),
reforca a idéia de que, especificamente em ratos machos, algum outro mecanismo
(Mclintyre et al., 2003, Roozendaal, 2002, McGaugh e Roozendaal, 2002) deve estar
contra-balangando os efeitos anti-estresse da OT e indicando o ambiente da caixa EI como

estressante/perigoso.

A tabela abaixo resume os resultados discutidos até aqui.

Tabela 5.1 - efeitos da ocitocina sistémica sobre a memoria na Esquiva Inibitoria

Momento da administracéo Machos Fémeas
Pds-treino Sem efeito Amnésica
Pré-teste Amnésica Amnésica

5.3 O papel da ocitocina na evocacdao da memdria na tarefa do labirinto

aquatico de Morris e na habituacdo ao campo aberto em ratos machos

Diferentemente do que encontramos para a evocacao da El, a dose de 0,4 ug/kg pré-
teste ndo teve quaisquer efeitos no labirinto aquatico de Morris (fig. 4.9).

Poderiamos sugerir que o labirinto aquético ndo tem um componente
suficientemente aversivo durante suas aquisicdo e consolidacdo para que a ocitocina
apresente efeitos sobre a evocagdo. Essa possibilidade & coerente com os resultados
encontrados para a administracdo pré-teste de ocitocina na El: a ocitocina ndo teve efeito
quando os animais foram treinados com uma intensidade de choque reduzida, menos

aversiva (0,25 mA para ratos machos, 0,5 mA para fémeas). E possivel, porém, que nio
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tenhamos encontrado efeito para a OT no labirinto aquéatico por termos utilizado apenas
uma Unica dose no experimento.

Os resultados do experimento de habituagdo ao campo aberto s@o coerentes com 0S
do labirinto aquatico. Com relagdo ao parametro do nimero de cruzamentos, 0s trés grupos
experimentais (Salina, OT 0,4 e 4 ug/kg) demonstraram ter aprendido a tarefa, pois 0s
animais realizaram menos cruzamentos no teste do que no treino. O outro parametro que
indica aprendizado, o nimero de respostas de orientacdo, foi significativamente menor no
teste do que no treino para os animais que receberam salina ou OT 0,4 pg/kg, mas
apresentou apenas tendéncia a diferenca significativa para o grupo que recebeu OT 4 ug/kg.
Uma vez que o P do teste de Wilcoxon para este grupo foi igual a 0,052 e o nimero de
animais é relativamente baixo, é possivel que, neste caso, esteja ocorrendo um erro beta ou
de Tipo I, ou seja, uma diferenca real ndo esteja sendo detectada. Também é possivel que,
ja que a dose de 4 pg/kg de OT apresentou efeitos ansioliticos em ratos machos (ver
discussdo a respeito na secdo 5.4), o aparente efeito amnésico parcial para esta dose na
habituacdo ao campo aberto seja, na realidade, a manifestacdo da reducéo da ansiedade dos
animais infundidos com ela, e ndo um efeito especifico sobre a memdria. Dessa maneira,
permaneceria valida a observacdo de que a ocitocina ndo possui efeitos sobre a memdria de
tarefas ndo-aversivas

Mas é importante ressaltar que, além da ocitocina ndo ter tido efeitos marcantes
sobre a evocagdo da memoria nessas tarefas, ela também nédo afetou o nivel de atividade
motora dos animais. No labirinto aquatico, a velocidade de natacdo no teste foi igual para
ambos os grupos, Salina e OT; no campo aberto, 0 nimero de cruzamentos também foi
igual em todos os grupos. Ou seja, a ocitocina nas doses testadas, incluindo a dose que

promove amnésia na El, ndo afeta a atividade locomotora dos animais.

5.4 Efeitos da ocitocina na tarefa do labirinto em cruz elevado

A tarefa do labirinto em cruz elevado é comumente utilizada para a avaliacdo do
nivel de ansiedade dos animais (Rodgers e Dalvi, 1997). Neste trabalho, ela foi utilizada
para afastar a possibilidade que um efeito ansiolitico da ocitocina pudesse ser o responsavel

pelos seus efeitos sobre a memoria.
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De fato, encontramos um efeito ansiolitico apenas para a dose 4 pg/kg em machos,
identificado por um maior tempo gasto nos bracos abertos em comparagdo com 0s outros
grupos. Este achado reproduz dados da literatura (McCarthy et al., 1996), mas nao
compromete a interpretagdo dos outros resultados, uma vez que esta dose teve apenas um
aparente efeito sobre o nimero de respostas de orientacdo na tarefa de habituacdo ao campo
aberto com ratos machos. A dose de 0,4 pg/kg de ocitocina, que foi consistentente
amnesica sobre a evocacdo da EIl, tanto em machos como em fémeas, ndo apresentou
qualquer efeito ansiolitico detectavel no labirinto em cruz elevado.

Por outro lado, a ocitocina ndo teve qualquer efeito sobre a ansiedade em fémeas
testadas nessa tarefa. Este resultado sugere que, assim como ha diferencgas entre machos e
fémeas com relacdo ao papel da OT na consolidagdo, também ha diferencas no que se
refere ao efeito ansiolitico. Mais uma vez, isto se deve possivelmente a diferengas na

percepcao do perigo e na sensagé@o de segurancga entre machos e fémeas.

5.5 O papel da ocitocina e a modulagéo colinérgica central da evocacdo da

memoria

Dois experimentos foram realizados para investigar o papel do sistema colinérgico,
mais especificamente o dos receptores muscarinicos, no efeito amnésico da ocitocina sobre
a evocacdo da memdria da El.

No primeiro, a infusdo intra-hipocampal de metil-escopolamina, um antagonista
ndo-seletivo dos receptores muscarinicos, em uma dose sem efeito proprio, reverteu o
déficit na evocagdo da memdria produzido pela ocitocina i.p. na dose de 0,4 pg/kg. Ou seja,
o efeito amnésico da OT sistémica sobre a evocacao da El parece se dar através do aumento
da atividade colinérgica muscarinica hipocampal, uma vez que o bloqueio parcial dos
receptores pela escopolamina foi capaz de reverter esse efeito.

Esse achado é contrario ao que se esperaria em virtude dos resultados de Boccia e
Baratti (2000), em que os efeitos amnésicos da ocitocina sistémica pos-treino sobre a
consolidagdo da memoria da EI foram revertidos com a administragdo de uma dose sem
efeito préprio de fisostigmina, um agente anticolinesterasico de acdo central. Ou seja, no

caso da consolidacdo da memoria, a ocitocina sistémica pos-treino parece atuar diminuindo
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a atividade colinérgica no sistema nervoso central, e a fisostigmina, ao aumentar a
disponibilidade de acetilcolina, reverteria o efeito.

Entretanto, parece realmente haver diferencas fundamentais no papel do sistema
colinérgico muscarinico entre a consolidagdo e a evocagdo, uma vez que, em NOSSO
laboratério, a escopolamina, uma droga classicamente amnésica sobre a consolidacdo
(Jerusalinsky et al., 1998, entre outros trabalhos), teve um efeito robusto de facilitacdo da
evocacdo da memoria na El (Diehl et al., em preparacdo).

Na tentativa de verificar com maior precisdo qual receptor muscarinico seria o
responsavel pelos efeitos amnésicos da ocitocina sobre a evocacdo, foi feita a administracéo
intra-hipocampal de MT3, uma toxina extraida da peconha da serpente Dendroaspis
angusticeps (Mamba-Verde Africana), um antagonista seletivo para os receptores M4
(Jerusalinsky et al., 1998). Assim como com a escopolamina, o efeito amnésico da
ocitocina i.p. foi revertido com uma dose sem efeito préprio de MT3 infundida no
hipocampo, 0 que sugere que € 0 aumento da ligacdo da acetilcolina nos receptores M4
hipocampais o responsavel pela amnésia causada pela OT na evocagdo da memaria da El.
Dados recentes de nosso laboratorio também corroboram este achado, uma vez que a MT3
foi claramente facilitatoria na evocagdo da memoria da EI (Diehl et al., em preparacdo). J&
na consolidacgdo, a literatura aponta para efeitos amnésicos tanto da escopolamina como da
MT3 na EI (Ferreira et al., 2003).

Essa diferenga no papel da acetilcolina na consolidagdo e na evocacdo da memoria
parece se dever a localizacdo dos receptores M4. Lanziotti et al. (em preparagdo) obtiveram
a reversdo do efeito amnesico da MT3 pos-treino intra-hipocampal na consolidagéo através
da administracdo concomitante de bicuculina, um antagonista gabaérgico, em dose sub-
efeito. Uma vez que os M4 sdo receptores pré-sindpticos metabotropicos associados a
proteina G; (Felder, 1995), estes achados de nosso laboratdrio sugerem que, durante a
consolidacdo da memoria para a tarefa, os receptores se localizam em neurdnios
gabaérgicos e que sua funcdo normal é a de diminuir a liberagdo de GABA quando ligado a
acetilcolina. Seu bloqueio pela MT3 permite o aumento da liberacdo desse
neurotransmissor, o que resulta no efeito amnésico dessa toxina na consolidagdo. A
administracdo de bicuculina, em uma dose sem efeito préprio, simultaneamente a MT3

blogueia 0s receptores gabaérgicos que seriam ocupados pela liberacdo aumentada de
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GABA ocasionada pela MT3, revertendo, assim, o efeito desta (Lanziotti et al., em
preparacao).

Com relagdo a evocacdo, uma vez que a MT3 tem efeito contrério, € facilitatoria,
Diehl et al.(em preparagdo) sugerem que o receptor M4 passaria, apos a consolidacao, a ser
expresso em neurdnios glutamatérgicos, possivelmente nos terminais axonais (ja que é um
receptor pré-sinaptico) das células piramidais de CA3 que projetam para CAl, a regido
visada em nossos experimentos intra-hipocampais. Nesse caso, o efeito da MT3, ao
bloguear os receptores M4, seria 0 de aumentar a liberacdo de glutamato, promovendo a
facilitacdo da memoria. Tal hipotese, entretanto, ainda carece de confirmacao experimental.

Os resultados desta tese, tomados em conjunto com a literatura e os dados recentes
mencionados acima (Lanziotti et al.,, em preparagdo, Diehl et al., em preparacdo),

permitem tracgar o seguinte quadro:

Consolidacéo Evocacéo
Ocitocina JACo YMemdria T ACo | Memoria
sistémica (camundongos machos: Boccia e | (esta tese)

Baratti, 2000; ratas fémeas: nesta

tese)
MT3 intra-|J Lig. ACoem M4 |Meméria ! Lig. ACoem M4 TMemoria
hipocampal | (Ferreira et al., 2003) (Diehl et al., em prep.)

Se este quadro é valido, pode-se sugerir que a acdo da ocitocina i.p. sobre a
consolidagdo da memoria também se daria através dos receptores muscarinicos M4. Na
consolidagdo, a diminuicdo da atividade colinérgica apds a administracdo sistémica de OT
(Boccia e Baratti, 2000) resultaria em uma menor ocupacao dos receptores M4, localizados
em neurdnios gabaérgicos (Lanziotti et al., em preparacdo). Sem a atividade inibitdoria do
receptor M4, mais GABA é liberado, e os animais que receberam OT tém prejudicada a
consolidagdo da memoria da El. E importante notar que o fato de n&o termos encontrado
efeitos da OT na consolidacdo da memdria em ratos machos ndo significa que 0 mecanismo

proposto acima (acdo via M4) esteja ausente. Como mencionado na secdo 5.1, € possivel
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que os efeitos da OT sobre a consolidagdo em machos ndo sejam aparentes devido a
participacdo de algum sistema acessorio de sinalizacdo de “situacao estressante”.

Por outro lado, na evocacdo, a ocitocina parece provocar um aumento da atividade
colinérgica, o que leva a uma maior ocupacao dos receptores M4, que nesse caso estariam
presentes em neurdnios glutamatérgicos, conforme propde Diehl et al. (em preparagdo).
Com a acdo inibitéria do M4 aumentada, menos glutamato seria liberado, com o
consequente efeito amnésico. Nossos resultados sdo consistentes com essa hipdtese, uma
vez que a MT3 intra-hipocampal, em dose sem efeito proprio, reverteu os efeitos amnésicos
da OT sistémica.

Um ponto relevante é que a ocitocina so teve efeito sobre a evocacdo da memaria na
esquiva inibitoria, uma tarefa aversiva, e teve pouco ou nenhum efeito em tarefas menos
aversivas, como o labirinto aquatico e a habituagdo ao campo aberto. Isso também pode
estar relacionado ao papel do receptor M4, uma vez que Ferreira et al. (2003) identificaram
a falta de atividade da MT3 infundida no hipocampo sobre a consolidacdo da memoria na
tarefa de habituacdo ao campo aberto. Ou seja, 0s receptores M4 hipocampais parecem
exigir um certo nivel de aversividade na tarefa para que sejam recrutados, e tarefas menos
aversivas ndo seriam capazes de fazé-lo. Da mesma forma, como ja apontamos antes, a
ocitocina parece requerer um certo nivel de aversividade na tarefa para que possa exercer
seus efeitos sobre a evocacdo da memdria, hipdtese que merece ser investigada mais a

fundo.

5.6 Ocitocina, glicocorticdides e memoria

Como mencionamos anteriormente, a ocitocina ndo cruza a barreira
hematoencefalica de maneira significativa (Kang e Park, 2000), e seus efeitos sobre a
memoria necessariamente se ddo de maneira indireta. Desse modo, € importante identificar
a maneira através da qual a OT € capaz de influenciar o SNC, e, em particular, a mediagéo
muscarinica via receptor M4..

Uma vez que a administracdo sistémica de ocitocina é capaz de modular

negativamente a liberacdo de glicocorticdides (GC) a partir da adrenal (Legros et al., 1987,
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Legros et al., 1988), testou-se o envolvimento dos glicocorticoides no efeito amnésico da
ocitocina i.p. sobre a evoca¢do memoria na El.

De fato, a figura 4.15 mostra a reversdo do efeito amnésico de uma dose de 0,4
ug/kg de ocitocina i.p por uma dose sem efeito proprio de dexametasona i.p., um
glicocorticoide sintético. Dessa maneira, pode-se sugerir que os efeitos da ocitocina
sistémica sobre a evocagdo da memoria poderiam estar se dando através da reducdo na
liberacdo de glicocorticoides.

Mais ainda: de alguma forma, esta queda nos glicocorticdides é capaz de elevar a
atividade colinérgica hipocampal. Uma vez que os GC cruzam a barreira hematoencefalica
com facilidade, pode-se supor que sejam capazes de influenciar tanto a atividade dos
neurdnios colinérgicos na coluna colinérgica rostral do prosencéfalo, incluindo o septo
medial, que projeta para o hipocampo (Paxinos, 1994), como também modular a liberacéo
deste neurotransmissor a partir de terminais axonais no hipocampo. Esta seria, enfim, a
“alca” mediadora do efeito da OT administrada perifericamente, elo ha muito procurado
por diversos pesquisadores, como, aliés, enfatizado por McEwen (2005) em sua exaustiva
revisao.

Os glicocorticéides, quando administrados exogenamente ou liberados pela adrenal
em resposta a estimulos estressores, tém um efeito deletério sobre a evocagdo da memoria
(Roozendaal et al., 2003). Entretanto, um nivel minimo de glicocorticéides circulantes
parece ser necessario para a evocagdo, pois a queda destes em resposta a administracao de
ocitocina parece levar ao aumento referido acima na atividade colinérgica no hipocampo, o
que, por sua vez, causa déficit de aprendizado. Essa aparente contradicdo pode ser
explicada quando consideramos os dois tipos de receptores aos quais os GC se ligam: o
Tipo I, também chamado de Receptor Mineralocorticéide, e o Tipo Il, também chamado de
Receptor Glicocorticoide (Lupien e McEwen, 1997). Os GC se ligam a ambos, mas com
diferentes afinidades (Lupien e McEwen, 1997, Conrad et al., 1997). Em niveis basais de
corticosterdides circulantes, os receptores do Tipo | encontram-se saturados devido a sua
alta afinidade pelos GC, enquanto que os do Tipo Il encontram-se pouco ligados. Dessa
maneira, 0s receptores do Tipo Il seriam capazes de detectar aumentos nos niveis de
glicocorticoides, enquanto os do Tipo | seriam responsaveis por sinalizar a presenca de um

tonus de GC (Conrad et al., 1997). Sendo assim, podemos sugerir que os efeitos amnésicos
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sobre a evocacdo da memoria causados pela administragdo exogena de glicocorticoides
(Roozendaal et al., 2003) se dariam através dos receptores do Tipo Il, enquanto que
reduzidos niveis de GC circulante causariam os efeitos que encontramos nesta tese atraves
da menor ocupacdo dos receptores do Tipo |. Essa hipGtese é testdvel e devera ser

investigada em estudos futuros.

5.7 O papel da ocitocina e a modulacdo adrenérgica central da evoca¢do da

memoria

Um experimento com a administragéo intra-hipocampal de uma dose sub-efetiva de
timolol, um antagonista dos receptores beta-adrenérgicos, foi realizado com a intencédo de
investigar o papel da modulacéo adrenérgica no hipocampo sobre os efeitos da ocitocina na
evocacao da memoria da El. De fato, o timolol foi capaz de reverter os efeitos da ocitocina,
sugerindo que a atividade adrenérgica intra-hipocampal é necessaria para que a ocitocina
exogena provoque seu efeito amnésico.

A literatura relata que o timolol, quando administrado no hipocampo antes do teste
na dose de 0,3 ug/lado, tem efeitos amnésicos sobre a evocacdo da memoria (Barros et al.,
2001), ou seja, um nivel basal de atividade adrenérgica hipocampal parece ser necessario
para a memoria da tarefa. Entretanto, quando da administracdo sistémica de ocitocina, essa
mesma atividade basal é capaz de promover prejuizos na evocacdo. Podemos inclusive
sugerir que, neste caso, 0s terminais adrenérgicos no hipocampo estejam agindo
principalmente sobre a liberagcdo de acetilcolina: sem a ativacdo dos receptores beta nos
terminais axonais colinérgicos ndo haveria a liberacdo aumentada de acetilcolina que
parece ser responsavel pelos efeitos amnésicos da ocitocina sobre a evocacdo da memoria
da El.

Mais uma vez, essa interpretacdo € coerente com a sugestdo de que a ocitocina
requer um certo nivel de aversividade na tarefa sendo estudada para que seus efeitos
amnesicos sobre a evocagdo possam ser identificados. Tarefas pouco aversivas ou com um
estimulo de treino pouco intenso talvez ndo envolvam suficientemente o sistema
adrenérgico na consolidacéo, e este acabaria tendo uma participagdo menor na evocagéo,

n&o contribuindo para permitir o aumento na liberagéo de acetilcolina no hipocampo.
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5.8 Uma possivel arquitetura da circuitaria mediadora dos efeitos da OT

periférica

Os experimentos deste trabalho indicam que a ocitocina i.p. exerce seus efeitos
centrais sobre a evocacdo da memdria da El através da modulagdo negativa da liberacéo de
glicocorticoides a partir da glandula adrenal. Estes glicocorticoides seriam necessarios para
manter a atividade colinérgica hipocampal abaixo de certos niveis, e a queda na
concentracdo de GC circulantes resulta em um aumento na quantidade de acetilcolina no
hipocampo. Esse neurotransmissor, por sua vez, ligar-se-ia aos receptores M4,
provavelmente localizados em neurénios glutamatergicos (Diehl et al., em preparacao), o
que resultaria em uma menor liberacdo de glutamato, provocando, assim, um efeito
amnésico sobre a evocacdo da memoria da EIl. Além disso, um nivel minimo de atividade
adrenérgica hipocampal parece ser necessario para a ocorréncia do aumento na liberacéo de
acetilcolina.

Uma representacdo simplificada dessa seqiiéncia de eventos € a seguinte:

T = I6C = TAco = T ligagdo ao M4 — | liberacdo de

I meméria <  glutamato

Nosso conjunto de resultados permite propor a seguinte organizagédo
citoarquitetdnica para o funcionamento do hipocampo durante a fase de evocacdo da

memoria da El (fig. 5.1).
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Fig. 5.1 - proposta de organizacdo citoarquitetonica do hipocampo na evocacdo da
memoria da El. LC: Locus Coeruleus, SPT: Septo Medial, NA: noradrenalina, Aco:
acetilcolina, GLU glutamato, M4: receptor muscarinico do tipo M4, B: receptor beta-

adrenérgico, +: influéncia excitatoria pos-sinaptica, -: influéncia inibitoria pés-sinaptica.

Essa proposta de organizacdo é coerente com todos os resultados obtidos neste
trabalho os efeitos da ocitocina na evocacdo da memaria da esquiva inibitoria.

Segundo nossa proposta, 0s glicocorticoides liberados a partir da glandula adrenal
seriam responsaveis por manter a liberacdo de acetilcolina no hipocampo abaixo de um
determinado nivel. A queda nos GC promovida pela administracdo sistémica de ocitocina
retiraria esse freio e resultaria em um aumento na atividade colinérgica hipocampal. A
administracdo exogena de um glicocorticdide sintético, a dexametasona, foi capaz reverter
esse efeito.

A inervacdo adrenérgica que chega ao hipocampo exerceria sua influéncia
principalmente em terminais axonais colinérgicos através de receptores do tipo beta e seria
necessaria para a liberacdo aumentada de acetilcolina. O bloqueio dos receptores beta-

adrenérgicos com timolol foi capaz de reverter esse efeito. E, se o estimulo utilizado
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durante o treino tiver uma caracteristica pouco aversiva, essa via adrenérgica nao seria
muito ativada durante a consolidacéo e teria um papel reduzido na evocacao.

A liberagdo aumentada de acetilcolina inibiria, através dos receptores M4,
associados a proteina G;, a liberacdo de glutamato, o que prejudicaria a evocacdo da
memoria. O blogueio dos receptores M4 com MT3, ou de todos os tipos de receptores

muscarinicos com a escopolamina, foi capaz de reverter esse efeito.

5.9 Resumo e consideracdes finais

Primeiro, h& diferencas entre os efeitos da ocitocina sobre a consolidacdo e a
evocagdo da memdria da esquiva inibitoria. Da mesma maneira, ha diferencas entre ratos
machos e fémeas com relacdo ao papel da ocitocina sobre o processo de consolidacdo da
memoria desta tarefa. Por outro lado, ndo parece haver diferencas no papel da OT entre
machos e fémeas com relacdo ao processo de evocacdo - ha apenas uma aparente menor
sensibilidade das fémeas ao estimulo aversivo.

Além disso, os efeitos da ocitocina sobre a evocacdo da memdria da esquiva
inibitoria parecem depender de um certo nivel de aversividade no treino. Em conformidade
com isso, a ocitocina parece ndo ter efeitos significativos sobre a evocacdo de tarefas que
consideramos menos aversivas, como o labirinto aquatico de Morris e a habituacdo ao
campo aberto.

Os mecanismos através dos quais a ocitocina exerce seu efeito amnésico sobre a
evocacgdo parecem envolver uma queda na liberacdo de glicocorticoides a partir da glandula
adrenal, o que resulta em um aumento da atividade colinérgica no hipocampo. Esses efeitos
parecem se dar especificamente através dos receptores muscarinicos do tipo M4 e requerem
um certo nivel de atividade adrenérgica no hipocampo para se manifestarem.

Por fim, os efeitos encontrados parecem nao se dever a influéncia da ocitocina sobre
a atividade motora dos animais ou sobre o seu nivel de ansiedade, restringindo-se

claramente ao dominio cognitivo.
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6. Conclusdes

1) A administracgdo sistémica de ocitocina parece ndo ter efeitos significativos sobre

a consolidacao da memdria de ratos machos treinados na tarefa de esquiva inibitdria;

2) a administracdo sistémica de ocitocina apresentou efeitos amnésicos sobre a

evocacao da memdria de ratos machos treinados na tarefa de esquiva inibitoria;

3) a administracdo sistémica de ocitocina apresentou efeitos amnésicos sobre a

consolidacdo da memdria de ratas fémeas treinadas na tarefa de esquiva inibitoria;

4) a administracdo sistémica de ocitocina apresentou efeitos amnésicos sobre a

evocacao da memdria de ratas fémeas treinadas na tarefa de esquiva inibitoria;

5) a administracdo sistémica de ocitocina parece néo ter efeitos sobre a evocacao da
memoria de ratos machos treinados nas tarefas do labirinto aquético de Morris e da

habituacdo ao campo aberto, pelo menos nas doses testadas;

6) os mecanismos neurofisioldgicos através dos quais a ocitocina sistémica exerce
seus efeitos sobre a evocacdo da memoria parecem envolver a modulacdo da liberacdo de
glicocorticoOides a partir da adrenal, de acetilcolina no hipocampo e requerem atividade

adrenérgica no hipocampo.
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