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Lista de Abreviaturas e Siglas

BDNF

BrdU
BS
CA
CM
CP
DCX
ENR
FH
FMB
GD
HCl
Lc.v
L.p.
ITI
LED
MR
MO
mPOA

MULT

do Inglés "brain-derived neurotrophic factor", fator neurotréfico derivado do
encéfalo

5-bromodeoxiuridina

do Inglés "Blocking solution", solu¢do usada para incubagao de tecidos
sub-campos da formag¢ao hipocampal (CA1-CA4)

comportamento maternal

cuidado parental

doublecortin

ambiente enriquecido

formacao hipocampal

do Inglés "Full maternal behavior", conjunto de comportamentos maternais
giro denteado

acido cloridrico

via de administra¢do intracerebroventricular

via de administragdo intraperitoneal

do Inglés "Intertrial Interval", intervalo entre as tentativas

do Inglés "Light-emmiting diode", diodo emissor de luz

memoria de referéncia

memoria operacional

do Inglés "medial preoptic area", area predptica medial do hipotalamo
multiparas; fémeas que passaram por duas ou mais gestacdes e periodos de

lactagdo



WM do inglés, "water maze", labirinto aquatico de Morris

NeuN "Neuronal Nuclei", marcador nuclear de neurénios maduros

NUL nuliparas; fémeas sem experiéncia maternal

PBS do Inglés "Phosphate buffered saline", solugao para manuten¢do do pH
PRIM primiparas; fémeas que passaram por uma gestagado e periodo de lactagao
PRIV privadas; fémeas que passaram por uma gestagdo e foram privadas de contato

com os filhotes
RAM do inglés, "radial arm maze", labirinto radial de oito bragos
SENS sensibilizadas; fémeas virgens que expressam comportamentos maternais pela

exposic¢ao a filhotes adotivos

SHR do inglés, "Spontaneously Hypertensive Rats", ratos espontaneamente
hipertensos
STD do Inglés, "Standard", gaiola moradia padrao de laboratorio

7SV zona subventricular
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Resumo

Resumo

O presente estudo avaliou (1) a memoria espacial de ratas Wistar expostas a diferentes
formas de experiéncia maternal [primiparidade (PRIM), sensibilizacdo maternal pela exposicao a
filhotes adotivos (SENS) e primiparidade com privagdo de contato com os filhotes por 6 horas
diarias (PRIV), em comparacdao com a nuliparidade (NUL)] em tarefas espaciais de memorias de
referéncia e operacional no labirinto aquatico de Morris. Os resultados revelaram auséncia de
diferengcas quando os animais sdo avaliados apds o desmame dos filhotes, enquanto que o
periodo de contato com os mesmos resultou em comportamentos relacionados a ansiedade em
ratas SENS. Adicionalmente, ratas PRIV exibiram melhor desempenho no teste de memoria
operacional, possivelmente devido a um efeito de enriquecimento ambiental pela exposicao
intermitente e continua aos filhotes durante o periodo de lactagdo. Ainda, comparou- se (2) o
desempenho de ratas PRIM e NUL das linhagens Wistar (W) e Sprague-Dawley (SDW) nas
mesmas tarefas comportamentais no labirinto aquatico. As ratas PRIM-SDW exibiram melhores
desempenhos em relacdo as NUL-SDW e também em relagdo as PRIM-W no teste de memoria
de referéncia, enquanto que no teste de memoria operacional, as ratas PRIM-SWD exibiram um
desempenho superior em relagdo as PRIM-W. Adicionalmente, ratas SWD, independentemente
da experiéncia maternal, exibiram estratégias de busca mais eficientes para cumprir a tarefa. Por
fim, (3) avaliou-se o desempenho de ratas PRIM e NUL da linhagem SWD expostas a um
ambiente enriquecido (AE) em comparacdo com ratas PRIM e NUL mantidas em gaiolas
comuns de laboratorio (STD) em tarefas de localizagdo e reconhecimento de objetos, bem como
as taxas de neurogénese hipocampal desses animais. Os resultados mostraram que as ratas
PRIM-AE foram mais sensiveis a alteragdo na disposicdo espacial de um objeto familiar em
comparacdo com as NUL-AE. Adicionalmente, as ratas NUL e STD exibiram mais
comportamentos relacionados com ansiedade e estresse. Os resultados anatdmicos mostraram
que a experiéncia maternal e a exposicdo ao AE por 45 dias ndo geraram alteracdes na
neurogénese hipocampal em ratas SWD. Estes resultados mostram que diferentes formas de
experiéncia maternal exercem alteragdes distintas sobre o comportamento de ratas, de forma
dependente do momento em que os animais sdo avaliados e da linhagem de ratas utilizadas.
Adicionalmente, mostram que o AE gera alteracdes de memodria espacial e produz efeitos

ansioliticos, particularmente em ratas PRIM.



Abstract

Abstract

Maternal experience in rats induces changes in brain and behavior. This study compared
(1) spatial memory performances of primiparous (PRIM), pup-induced maternal behaviors
(SENS), 6h/daily pup-deprived primiparous (DEP) and nuliparous (NUL) Wistar rats in the
reference and working memory versions of the Morris water maze task. No differences were
found when the animals were tested after pup's weaning/exposure. On the other hand,
lactation/pup exposure period induced anxiety-like behaviors in SENS rats when tested during
this period. In addition, DEP rats showed better performances in the working memory task,
which may be an "environmental enrichment effect" due the intermittent exposure to the
offspring during lactation. We also compared (2) spatial performances of PRIM and NUL rats
from 2 different strains, i.e., Wistar (W) and Sprague-Dawley (SDW) in the same tasks described
in the first experiment. The results showed better performances of PRIM-SDW groups relative to
both NUL-SWD and PRIM-W in the reference memory task, while PRIM-SWD outperformed
PRIM-W rats in the working memory task. Additionally, SWD rats, regardless their reproductive
status, showed better performance in relation to their search strategies to find the hidden
platform. Lastly, we (3) evaluated performances of PRIM and NUL Sprague-Dawley rats
exposed to an enriched environment (EE) compared to NUL and PRIM rats housed in standard
laboratory cages (STD) in an object placement and object recognition task. All groups were
injected with BrdU in order to assess hippocampal cell proliferation, differentiation/migration,
and cell survival in these animals. In the place object task, PRIM-AE rats exhibited better
performances compared to NUL-AE rats. In addition, NUL and STD rats showed more anxiety
and stress-related behaviors. The anatomical data showed no differences among all groups,
indicating that enriched environment in a regimen of 45 days exposure or maternal experience
had no influence on the hippocampal neurogenesis in Sprague-Dawley rats. Taken together,
these data show that different forms of maternal experience in rats induce different effects on
behavior, in a time and strain-dependent manner. Also, the results showed that exposure to an
enriched environment induced spatial memory alterations and anxyolitic effects, mainly in PRIM

rats.
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Introducdo Geral

Introducio geral
Bases evolutivas do cuidado maternal

O sucesso reprodutivo e a consequente sobrevivéncia de muitas espécies dependem
diretamente do grau de investimento realizado pelos pais. Esse investimento, expresso na forma
de cuidado parental (CP), pode ser definido como qualquer comportamento direcionado a um
coespecifico reprodutivamente imaturo que aumenta a probabilidade do mesmo atingir a
maturidade (Numan & Insel, 2003). Essencialmente, espécies altriciais dependem sine qua non
da atencdo parental para a garantia de suprimento nutricional, abrigo e protecdo contra
predadores. De forma geral, o CP inclui a construgdo de ninhos e tocas, cuidado com os filhotes
(ou ovos) dentro ou fora do corpo dos pais, abastecimento alimentar da prole antes e depois do
nascimento e o seu cuidado até mesmo apos a independéncia nutricional (Clutton-Brock, 1991).

Embora haja variacao no desempenho de cuidados parentais entre os diferentes grupos de
animais, o papel da fémea sobrepde-se ao do macho em muitos deles. Em cerca de 90% das
espécies de mamiferos, o cuidado ¢ uniparental, realizado pela fémea (Kleiman & Malcolm,
1981; Clutton-Brock, 1991) e o cuidado somente paternal ¢ completamente ausente (Kokko &
Jennions, 2008), embora em algumas espécies o pai possa contribuir em menor grau (Gubernick
& Teferi, 2000). J& em aves, a auséncia do periodo de gestacdo e lactacdo possivelmente
contribui para que o papel de ambos os pais seja equiparavel: em 81% das espécies, o cuidado ¢
biparental, em 8% envolve somente a f€mea e em 9% ocorre cuidado cooperativo, ou seja, além
dos pais, ha também ajuda de outros membros do grupo na criagdo da prole (Cockburn, 2006).
Em anfibios, apesar da auséncia de CP na maioria das espécies, algumas delas podem apresentar

cuidado maternal ou paternal e, mais raramente, biparental (Beck, 1998; Reynolds et al., 2002).



Introducdo Geral

Ha ainda uma correlacdo entre o desempenho de CPs e o modo de fertilizagdo. Usualmente, o
cuidado maternal estd associado a espécies que apresentam fertilizacdo interna e o cuidado
paternal a espécies que apresentam fertilizagcdo externa, tanto em anfibios, quanto em peixes
(Gross & Shine, 1981). Nas espécies de invertebrados que apresentam CP, a fémea assume o
papel principal e o cuidado biparental ¢ raro (Zeh & Smith, 1985). Por fim, a maioria das
espécies de répteis costuma esconder seus ovos e ndo desempenham cuidados parentais apos a
postura, porém nas espécies que o fazem, o cuidado ¢ realizado pela f€mea ou por ambos os pais
(Reynolds et al., 2002; Kokko & Jennions, 2008).

Com base nos dados mencionados anteriormente, ¢ inevitavel a discussdo sobre a razao
(ou razdes) que proporcionaram a selecdo de um comportamento essencial a sobrevivéncia da
progénie, notavelmente nas fémeas, uma vez que ambos os pais tém um interesse mutuo na
reproducdo, viz propagar os seus genes. De fato, ¢ possivel que durante a historia evolutiva dos
animais, principalmente dos mamiferos, certas pressdes seletivas tenham estimulado o
desenvolvimento de cuidados parentais de forma mais pronunciada nas fémeas. Uma explicacao
plausivel reside na andlise do nimero de gametas e no custo energético para produzi-los em
ambos os sexos. Clutton-Brock (1991) sugere que as fémeas investem mais no cuidado com os
filhotes porque apenas um 6vulo ¢ fecundado por vez e requer um alto investimento energético
ao longo do desenvolvimento embriondrio. Por outro lado, a capacidade de fertilizagdo no macho
¢ raramente limitada pela producdo de espermas, mas sim pelo nimero de inseminag¢des ou de
fémeas com quem ele consegue acasalar. De acordo com esse argumento, Williams (1996)
enfatiza os papéis distintos do macho e da fémea no processo reprodutivo, a partir do ato

copulatério:
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"A male mammal’s essential role may end with copulation, which involves a
negligible expenditure of energy and materials on his part, and only a momentary
lapse of attention from matters of direct concern to his safety and well-being. The
situation is markedly different for the female, for which copulation may mean a
commitment to a prolonged burden, in both the mechanical and physiological sense,
and its many attendant stresses and dangers. Consequently the male, having little to
lose in his primary reproductive role, shows an aggressive and immediate

willingness to mate with as many females as may be available" (Pag. 163).

Portanto, enquanto na grande maioria das espécies os esfor¢os reprodutivos do macho
estdo voltados para a competicdo por acasalamento, a fémea dirige sua atencdo para o bem estar
da prole, contribuindo decisivamente para a sua sobrevivéncia. O papel fundamental da genetriz
nessa etapa do processo reprodutivo ¢ enfatizado por uma linha de pensamento que atribui ao
surgimento do cuidado maternal um papel central na evolu¢do dos mamiferos e do encéfalo. O
defensor dessa ideia, o neuroanatomista Paul MacLean, sugeriu trés comportamentos como
fatores chaves na transi¢do dos ancestrais reptilianos terapsideos para os mamiferos (MacLean,
1996): o desenvolvimento de cuidados diretos dos filhotes pela fémea, a comunicagdo
audiovocal, que proporcionou o estreitamento do contato entre a mae e o filhote e possivelmente
contribuiu para o desenvolvimento da linguagem; e por fim, o comportamento de brincar, que
pode ter surgido como uma necessidade de minimizar a competi¢ao entre os filhotes no ninho.
Faz sentido, portanto, pensar que o sistema nervoso dos mamiferos tenha desenvolvido
mecanismos neurais aprimorados em paralelo ao desenvolvimento dos cuidados maternais, o que

permitiria a execucdo de comportamentos mais complexos em comparagdo com a postura de
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ovos e o abandono do ninho nos ancestrais reptilianos. Em apoio a sua teoria, MacLean propds
ainda que as maes conduziram a espécie humana a exibir dominancia no uso mao direita para
executar a maioria das fungdes. Segundo MacLean, essa lateralidade surgiu em virtude da
necessidade das maes em segurar os seus bebés com a mao esquerda, préximo ao corac¢ao, assim
suas batidas ajudariam a acalma-los; consequentemente, a mao direita era usada para executar
todas as outras fungdes. MacLean sugeriu que o fato de carregar o bebé com a mio esquerda
pode ter influenciado a expansdo anatdmica e funcional do hemisfério direito nas mulheres,
contribuindo para a formag¢dao de um encéfalo preparado para lidar com as multiplas demandas
impostas pelo periodo de cuidados com a prole (MacLean, 1999; Lambert, 2003). Refor¢cando a
importancia da influéncia maternal sobre a evolu¢do do encéfalo nos mamiferos, Keverne et al.
(1996) realizaram um experimento seminal mostrando o papel do genoma parental no
desenvolvimento de diferentes estruturas encefalicas. Utilizando camundongos quiméricos
androgenéticos (animais com o genoma paternal duplicado, i.e. ambas as copias alélicas
provenientes do pai) e partenogenéticos (animais com o genoma maternal duplicado, i.e. ambas
as coOpias alélicas provenientes da made), os autores investigaram a distribuicdo e o
desenvolvimento das células dissomicas provenientes de ambos os pais no encéfalo da progénie.
Os resultados mostraram que houve um acimulo das células de origem paternal em estruturas do
hipotadlamo, mas ndo no cortex; em contraste, as células de origem maternal se acumularam no
cortex, estriado e hipocampo, mas ndo no hipotdlamo. Adicionalmente, foi observado que os
encéfalos dos animais partenogenéticos apresentaram tamanhos maiores e dos animais
androgenéticos tamanhos menores em termos de medida absoluta e de forma mais pronunciada
em relacdo ao tamanho do corpo. Os autores sugerem que a heranga matrilineal contribui para o

desenvolvimento de estruturas relacionadas as fungdes cognitivas mais complexas, enquanto que
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o genoma patrilineal atua no desenvolvimento de 4areas envolvidas com comportamentos
motivacionais primarios.

O periodo de cuidados maternais coloca a f€mea diante de um conflito, onde ela deve ser
capaz de estabelecer prioridades, gerenciar o seu proprio sustento e o compartilhamento de seus
recursos energéticos com os filhotes (Hrdy, 2001). E possivel, portanto, que durante a historia
evolutiva dos animais, mecanismos neurais adaptativos tenham surgido nas fémeas para suprir as
demandas de um periodo energeticamente e comportamentalmente desafiador, onde a fémea
deve estar preparada para garantir que o seu investimento metabdlico e genético ndo seja

perdido.

Comportamento maternal em ratas

A transi¢do para a maternidade representa um irrefragdvel comprometimento em muitos
aspectos. Um organismo que antes era completamente devotado as suas proprias necessidades
agora deve redirecionar a sua aten¢do para o cuidado e bem estar do mais precioso produto do
seu investimento genético e metabolico, viz a prole. Em ratos de laboratério, a fémea exibe
comportamentos essenciais a sobrevivéncia dos seus filhotes antes mesmo que eles nascam. Por
exemplo, alguns dias antecedentes ao parto, a rata comega a amontoar o material usado para
revestir o assoalho da gaiola até formar um aglomerado de bordas compactas e com uma
depressdo no centro. Esse aglomerado servird como ninho onde a fémea repousard durante o
parto e que cumprird a importante funcdo de contribuir na termorregulagao dos filhotes (Leon &
Woodside, 1983; Lonstein & Morrel, 2007). Durante o parto, a rata cuidadosamente puxa os
filhotes emergentes do canal vaginal; entdo ela os remove do saco amnidtico e executa uma

cuidadosa limpeza corporal com o objetivo de remover o liquido amniotico; por fim, a rata
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rompe a ligacdo entre os filhotes, o corddao umbilical e a placenta (Hollaway et al., 1980;
Lonstein & Morrel, 2007), marcando o inicio de um periodo onde o repertdrio comportamental
aprimorado da fémea faré a diferenca entre a sobrevivéncia ou a morte da sua prole.
Essencialmente, os comportamentos maternais (CMs) que a genetriz exibe garantem a
nutricdo, termorregulacdo e protecdo dos filhotes. Em ratos, esses comportamentos podem ser
divididos em cuidados diretos ou ativos (Numan & Insel, 2003; Lonstein & Morrel, 2007), como
a remocao dos filhotes durante o parto e a limpeza corporal, mencionados anteriormente;
recuperacdo e agrupamento, i.e., a fémea cuidadosamente carrega os filhotes dispersos na gaiola
em sua boca e os coloca em grupo num Unico local, com o objetivo de manter uma temperatura
corporal constante entre eles. Ainda, a rata exibe um comportamento de agachar sobre a ninhada
em posicdo de cifose maternal (Stern & Lonstein, 2001; Stern & Keer, 2002), uma postura
caracterizada pela flexdo ascendente da coluna vertebral que serve a diversos propdsitos. Entre
eles, permite o acesso a regido das mamas pelos filhotes, facilitando o aleitamento; também
contribui para que a fémea execute uma limpeza corporal mais detalhada da sua ninhada,
particularmente da regido anogenital, que por sua vez exerce um papel fundamental na
estimulagdo da excrecdo ¢ no desenvolvimento emocional dos filhotes (Stern & Keer, 2002;
Numan & Insel, 2003; Lonstein & Morrel, 2007; Numan & Stolzenberg, 2008). Por outro lado,
os cuidados indiretos (Numan & Insel, 2003) consistem na constru¢do de ninhos e a agressao
contra intrusos, comportamentos que nao sdo dirigidos diretamente aos filhotes, mas contribuem
para protegé-los contra possiveis predadores ou qualquer ameaga iminente (Lonstein & Morrel,
2007). Coletivamente, esse conjunto de atividades que a fémea desempenha em beneficio da sua
prole ¢ tradicionalmente conhecido por comportamento maternal completo, ou "Full Maternal

Behavior" (FMB) (Stern & Lonstein, 2001; Numan & Insel, 2003; Lonstein & Morrel, 2007).
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Consequentemente, a coleta de dados relacionados a CMs especificos, e.g., laténcia para agrupar
os filhotes, ou em forma de FMB permite avaliar a responsividade da fémea as necessidades da
prole, sendo medidas tradicionalmente utilizadas em estudos sobre CM (Fleming & Rosenblatt,
1974; Pedersen et al., 1982; Brown et al., 1996; Bridges et al., 1997).

O CM em roedores ¢ estimulado por uma série de fatores e suas interagdes. Diferente de
uma rata nulipara (NUL), i.e.,, uma fémea sem qualquer tipo de experiéncia maternal, a rata
primipara (PRIM), i.e., uma fémea que vivencia sua primeira gestacdo e periodo de lactagdo,
prontamente acolhe os seus filhotes assim que eles nascem, sugerindo a existéncia de fatores
relacionados ao fim da gestagdo e periodo pds-parto que desencadeiam o desempenho de CMs ja
na primeira exposi¢do aos filhotes. Entre esses fatores, as alteracdes nos niveis dos hormonios
esteroides ovarianos estradiol (E,) e progesterona (P) e dos hipofisarios ocitocina (OX) e
prolactina (PRL) comumente observadas durante esse periodo exercem um papel central em
promover o inicio dos CMs em ratas (Terkel & Rosenblatt, 1968; Pedersen et al., 1982; Bridges,
1984; Bridges et al., 1985; Bridges et al., 1997). Em suporte ao papel hormonal na inducio do
CM, Terkel & Rosenblatt (1968) realizaram um estudo seminal, onde ratas virgens receberam
injegdes contendo sangue de ratas pds-parturientes dentro de 48 horas apds o parto e entdo foram
expostas a filhotes adotivos para avaliagdo do CM. Os resultados mostraram que as ratas que
receberam sangue das maes exibiram laténcias menores para agrupar os filhotes adotivos em
comparagdo com ratas virgens que receberam sangue de outras ratas virgens ou em comparagao
com ratas que receberam solug¢do salina, sugerindo que alguma substincia presente no sangue
das ratas pos-parturientes promovia o desempenho de CMs em ratas sem qualquer experiéncia
reprodutiva anterior. De fato, durante a primeira metade da gestacdo os niveis plasmaticos de E,

sdo baixos, aumentam por volta do dia 15 e se mantém elevados até o dia do parto, viz dia 22; em
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contraste, a P se mantém em niveis altos até ao redor do dia 15 e entdo comega a diminuir, com
uma queda abrupta apo6s o dia 20 (Numan & Insel, 2003), sugerindo que a indu¢do do CM em
ratas pode residir nas flutuagdes nos niveis desses hormonios. Consistentemente, diversos
estudos revelaram a importancia do E; e P na inducdo do CM em ratas, principalmente do E,
(Bridges, 1984; Rosenblatt et al., 1994; Rosenblatt & Ceus, 1998; Rosenblatt et al., 1998).
Adicionalmente, o CM maternal também pode ser induzido em ratas NUL pelo tratamento
sistémico ou intracerebroventricular (icv) com PRL (Bridges et al,. 1985; Bridges et al., 1990;
Bridges, 1994; Bridges et al., 1997), bem como pela administragcdo icv de OX (Pedersen et al.,
1982; Rubin et al., 1983; Fahrbach et al., 1984; Wamboldt & Insel, 1987). Assim, fica claro o
papel dos hormonios relacionados a gestagdo e ao periodo pds-parto no desencadeamento dos
CMs na rata, sugerindo a existéncia de uma relacdo com a circuitaria neural envolvida no CM.

A area preoptica medial (mPOA), localizada na porg¢do rostral do hipotadlamo, ¢ um dos
mais bem estudados sitios neurais relacionados ao CM. Essa relagdo ¢ apoiada por duas
principais linhas de evidéncias experimentais. A primeira mostra que lesdes na mPOA
prejudicam severamente o desempenho de CMs como constru¢do de ninhos, agrupamento e
limpeza corporal dos filhotes, mas sem afetar outras fungdes motoras ou cognitivas (Numan et
al., 1977; Jacobson et al., 1980; Fleming et al., 1983; Numan & Smith, 1984; Cohn & Gerall,
1989; Oxley & Fleming, 2000; Stack et al., 2002; Numan, 2006; Lee & Brown, 2007). A
segunda reside na analise da interacdo entre hormdnios e a mPOA, i.e., a administracdo de E;
(Numan et al., 1977; Fahrbach & Ptaff, 1986), PRL (Bridges et al., 1996; Bridges et al., 1997),
ou OX (Pedersen et al., 1982; Fahrbach et al., 1984) diretamente nessa area diminuem a laténcia
para a exibicdo de CMs em ratas NUL, sugerindo que a mPOA ¢ uma regido alvo para a a¢do dos

hormonios na indugdo do CM. Consistentemente, ha estudos mostrando que a mPOA possui um
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numero consideravel de receptores de estrogenos (Shughrue et al, 1997), progesterona (Numan et
al., 1999) e PRL (Bakowska & Morrel, 1997), o que torna essa regido nervosa sensivel as
flutuacdes hormonais comuns durante a gestagdo e periodo pds parto. A mPOA também se
mostra notavelmente plastica frente aos horménios E, e P, exibindo modificagdes na extensao
dos seus ramos dendriticos e também no formato e tamanho dos corpos celulares dos seus
neuronios durante o fim da gestagdo ou em virtude do tratamento com E,+P em ratas virgens
ovariectomizadas, com o objetivo de mimetizar as flutuacdes hormonais da gestacao (Keyser-
Marcus et al., 2001). Adicionalmente, a expressdo da proteina Fos pelos neurdnios da mPOA
tem um papel relevante na manutengdo do comportamento maternal (Numan & Numan, 1997;
Stack & Numan, 2000), uma vez que sofre modulag¢do pelo tempo de interacdo entre a mae e os
filhotes (Fleming & Walsh, 1994; Numan et al., 1998). Em apoio ao papel da proteina Fos sobre
o CM, Brown et al. (1996) mostraram que camundongos mutantes para inativa¢do do gene Fos B
foram incapazes de desempenhar CMs de forma adequada, comprometendo a sobrevivéncia dos
seus filhotes. Dessa forma, esse resultado sugere que o CM também ¢ influenciado por um
componente genético.

Entretanto, existe uma rota de acesso a circuitaria neural subjacente ao CM que ¢
independente de agdo hormonal, ou seja, ratas virgens podem exibir CMs sem a influéncia dos
eventos enddcrinos associados ao fim da gestacdo (Numan & Insel, 2003). Inicialmente, uma rata
NUL que ¢ exposta a filhotes adotivos tende a evita-los ou pode até mesmo cometer infanticidio
(Rosenblatt, 1967; Mennela & Moltz, 1989), porém entre 4 e 7 dias de coabitacdo, a fémea NUL
gradualmente comega a construir ninhos, agrupa os filhotes, repousa proximo a eles e realiza
limpeza corporal da ninhada de forma semelhante a uma fémea que passou pelo periodo de

gestacdo, um processo tradicionalmente conhecido como sensibilizagdo maternal (Rosenblatt,
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1967; Fleming & Rosenblatt, 1974; Fleming & Luebke, 1981; Numan & Insel, 2003).
Confirmando a ndo dependéncia da acdo de hormonios relacionados a gestagdo sobre o CM,
Rosenblatt (1967) submeteu grupos de ratos machos castrados ou intactos, bem como grupos de
fémeas NUL ovariectomizadas e hipofisectomizadas ou intactas ao processo de sensibilizacdo
maternal. Os resultados mostraram que depois de alguns dias, praticamente todos os animais
exibiram CMs tipicos, com pequenas diferencas na laténcia para sensibilizacdo entre os grupos.
Por outro lado, o tratamento hormonal que mimetiza os eventos enddcrinos relacionados ao fim
da gestagdo promove uma diminui¢do significativa na laténcia para a sensibilizagdo maternal em
ratas NUL (Numan et al., 1977; Pedersen et al., 1982; Fahrbach & Ptaft, 1986; Bridges et al.,
1996; Bridges et al., 1997), sugerindo que a a¢ao hormonal ¢ necessaria para promover o inicio
dos CMs logo apds o parto, mas ndo para a sua manutencdo ao longo do periodo pods-parto.
Embora sejam incapazes de lactar (Fleming & Luebke, 1981; Numan & Insel, 2003), ratas
sensibilizadas pelo contato com filhotes adotivos (SENS) exibem CMs praticamente
indistinguiveis aos de uma fémea poOs-parturiente, exceto por alguns aspectos particulares
relacionados a postura de agachamento sobre os filhotes, possivelmente pelo fato de ndo
possuirem mamas desenvolvidas e, portanto, ndo receberem a estimulacdo sensorial causada pela
succao (Rosenblatt, 1967; Numan & Insel, 2003). Exceto pela auséncia do estimulo causado pela
succdo, todas as outras formas de interagao somatossensorial entre uma rata NUL e os filhotes
adotivos parecem ser importantes para a manuten¢do do CMs observados em ratas sensibilizadas
(Stern & Mackinnon, 1976; Lonstein & Morrell, 2007), uma vez que a presenga de filhotes pode
ser considerada como um reforgo de alto valor sensorial e uma forma de enriquecimento

ambiental (Mattson et al., 2001, Kinsley et al., 2012).
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Portanto, 0 CM em ratas tem origem complexa e multifatorial. Nao somente o estado
humoral da genetriz ¢ capaz de modular o cuidado que ela dispensa a sua prole, mas também a
combinagdo entre as experiéncias sensoriais com os filhotes e as influéncias ambientais que por
sua vez, culminam com as alteragdes nervosas necessarias para um comportamento aprimorado e

essencial para a sobrevivéncia dos filhotes.

Experiéncia maternal e memoria espacial

A capacidade que os animais tém de deslocar-se no ambiente de forma eficiente depende
do conhecimento sobre rotas, trajetos percorridos e suas relagdes com estimulos do ambiente,
como sugeriu Edward C. Tolman em 1948 apds uma série de estudos nos quais investigou o
comportamento de ratos em labirintos:

" ... we believe that in the course of learning something like a field map of the
environment gets established in the rat's brain ... and it is this tentative map,
indicating routes and paths and environmental relationships, which finally
determines what responses, if any, the animal will finally release” (Tolman, 1948,

pag. 193).

O tipo de aprendizagem a qual Tolman fez mencao refere-se a capacidade que os animais
tém de formar um mapa cognitivo e usa-lo para navegar no ambiente. O modo de navegacao por
meio de um mapa cognitivo, de acordo com a teoria proposta por O'Keefe & Nadel (1978), ¢
composto por dois principais sistemas distintos: o primeiro, place system, ¢ um sistema de

memoria relacionado aos locais do ambiente no qual o animal vive e suas relagdes espaciais com
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objetos especificos, posicionados em locais também especificos desse ambiente. O segundo,
misplace system, esta relacionado com alteracdes em um local particular, envolvendo a presencga
de um novo objeto ou a auséncia de um objeto familiar. Segundo os autores, o uso do place
system permite que o animal possa avaliar a sua propria posicdo em um ambiente familiar e
deslocar-se de um local a outro independente de qualquer pista sensorial em particular, mas sim
por meio de célculos envolvendo um sistema de triangulagdo que utiliza pares de estimulos e o
seu proprio corpo como vértices. Ja o misplace system esta relacionado a atividade exploratéria
dos animais, que permite a constru¢do de mapas dos ambientes novos e a incorporagdo de novas
informagdes ou objetos aos mapas ja existentes.

No entanto, os animais podem deslocar-se no ambiente de outras formas além do uso de
mapas cognitivos. O'Keefe & Nadel (1978) propuseram a existéncia de um segundo modo de
navegag¢do por meio de uma sistema denominado taxon system, que ¢ baseado no uso de
estratégias egoceéntricas, i.e., o deslocamento baseado em rotagdes e movimentos do proprio
corpo do animal. O taxon system ¢ subdividido ainda em estratégias de guiamento e orientagao;
na primeira, o animal atribui valor a um objeto ou alguma forma de refor¢o e simplesmente
move-se em direcdo ou afasta-se por meio da redu¢do ou aumento da distancia entre o seu
proprio corpo e o alvo. Ja no uso da estratégia de orienta¢do, o animal utiliza uma pista do
ambiente e entdo orienta o seu deslocamento com base na rotacdo do seu eixo corporal em
relacdo a essa pista (O'Keefe & Nadel, 1978), por exemplo, adotando sempre uma dire¢do em
sentido horario ou anti-horario ao navegar por um labirinto radial até encontrar o refor¢o ao
acaso, o que caracteriza o uso de uma estratégia de orientacdo independente do uso de

mapeamento cognitivo (Yoerg & Kamil, 1982).
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O'Keefe & Nadel (1978) sugerem ainda importantes diferengas entre as formas de
navegagdo no ambiente por meio do uso de mapas cognitivos e estratégias de
guiamento/orientagdo. De acordo com os autores, a primeira forma confere maior flexibilidade
ao organismo, permite uma rapida adaptagdo as alteracdes no ambiente e a evocacdo de
informagdes especificas adquiridas em contextos também especificos, resultando numa forma de
deslocamento eficiente mesmo que poucas pistas familiares estejam disponiveis. Em contraste, a
segunda forma ¢ independente de informagdes contextuais, requer repeti¢do extensiva e envolve
a execu¢do de comportamentos estereotipados e pouco flexiveis. Olton (1983) ainda faz a
distingdo entre memorias espaciais de referéncia e operacional. A primeira esta relacionada com
a formagdo de uma memoria estavel, de longo prazo, que pode ser usada para guiar uma agdo em
varias tentativas de uma tarefa espacial. J4 a memoria operacional envolve a manipulagdo e
evocacdo de informagdes condicionadas a uma Unica tentativa, as quais podem ser usadas para
orientar uma acao prospectiva e, logo apds o seu uso podem ser descartadas (Olton & Papas,
1979; Olton, 1983).

Adicionalmente, O'Keefe & Nadel (1978) propuseram um modelo neural subjacente as
fungdes de memoria espacial que atribui um papel fundamental & formagdo hipocampal (FH)
para a formagdo do mapa cognitivo, mas ndo para o desempenho com base em estratégias de
guiamento e orientacdo. O envolvimento do hipocampo na constru¢do do mapa cognitivo ¢
apoiado essencialmente pela descoberta de células piramidais que disparam quando o animal
explora uma por¢ao particular do seu ambiente (O'Keefe & Dostrovsky, 1971), i.e., enquanto o
animal se desloca num ambiente familiar, células piramidais individuais no hipocampo entram
em atividade e parecem codificar as relagdes espaciais entre os pares de estimulos de cada local

do ambiente, permitindo a construcdo de uma espécie de "mapa neural" multi-modal,
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representando aquele ambiente (O'Keefe & Dostrovsky, 1971; O'Keefe & Nadel, 1978; Burgess
et al., 1994; Shapiro et al., 1997; Morris, 2000).

A FH ¢ uma estrutura que mantém uma organizacao citoarquitetonica similar em diversas
espécies de vertebrados (Figura 1A). Ela esté localizada bilateralmente no lobo temporal medial
e ¢ constituida coletivamente pela fascia dentata ou giro denteado (GD), subiculo, pré-subiculo,
parasubiculo, cortex entorrinal e o hipocampo propriamente dito, este ultimo composto pelos
subcampos CA1-CA4 (Figura 1B) (O'Keefe & Nadel, 1978; Swanson, 1983; Andersen et al.,
2007). Sugere-se que a notavel organizagao estrutural da FH em forma de lamelas bem definidas
confere a estrutura a capacidade de avaliar multiplas combinagdes entre os estimulos do
ambiente, considerando que a formag¢do do mapa cognitivo ¢ um sistema multi-modal (O'Keefe

& Nadel, 1978).

Monkey

Human

Figura 1. Secgdes coronais da formagao hipocampal (FH) de ratos, macacos ¢ humanos tratadas com a
coloracdo de Nissl, mostrando a similaridade na organizagdo citoarquitetonica dessa estrutura entre as
diferentes espécies (A). A FH ¢é formada pelo cortex entorrinal (EC), giro denteado (DG), subiculo (Sub),
pré-subiculo (Pre), parasubiculo (Para), e o hipocampo propriamente dito (subcampos CA1-CA4; CA=
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cornu ammonis), também ¢é possivel observar as conexdes entre as estruturas da FH por onde ocorre o
fluxo das informacdes que entram e saem pelo EC (B). (Figuras retiradas de Andersen et al., Em: The
hippocampus book, Oxford University Press, 2000).

De fato, o desempenho de tarefas que envolvem a constru¢do de um mapa cognitivo
requer a integridade da FH (Morris et al., 1982; Auer et al., 1989; McNaughton et al., 1989;
Morris et al., 1990; Gallagher & Holland, 1992; Xavier et al., 1999), embora os animais possam
adquirir, pelo uso de estratégias de guiamento/orientacdo, informagdes relevantes sobre as tarefas
mesmo apds extensas lesdes hipocampais (Eichenbaum et al, 1990; Xavier et al., 1999),
indicando que podem utilizar ambas as formas de navegacdo simultaneamente, mas dependem de
estratégias de guiamento/orientagdo quando o mapeamento cognitivo ndo € possivel em virtude
de danos ao hipocampo (Whishaw & Mittleman, 1986; O'Keefe & Nadel, 1978; Xavier et al.,
1999). O hipocampo e estruturas relacionadas também parecem essenciais para o desempenho de
tarefas de memoria operacional, mas ndo de tarefas envolvendo a aquisicdo de memorias de
referéncia (Olton, 1983).

Portanto, a memdria espacial em roedores ¢ uma fungdo que depende em grande parte da
integridade da FH, uma vez que essa estrutura contém uma representacdo do ambiente,
permitindo a navegacdo de forma eficiente mesmo em um habitat em constante mudanca.
Embora os animais possam deslocar-se de outras formas independentemente da participacao da
FH, esta ultima confere maior flexibilidade e permite que o animal esteja adaptado para lidar
com situagdes em que a otimizagdo do seu deslocamento seja essencial para sua sobrevivéncia.

Em uma fémea de mamifero, a maternidade gera uma série de adaptagdes em diversos
niveis, ndo s6 visando atender as necessidades da prole, mas também suprir o aumento da

demanda energética na genetriz. Como mencionado na secdo anterior, os cuidados maternais
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dirigidos diretamente a prole sdo essenciais a sua sobrevivéncia. No entanto, o aprimoramento de
comportamentos na fémea que ndo sdo diretamente relacionados aos filhotes também pode
resultar em beneficios de extrema importancia para a sobrevivéncia dos seus descendentes. Por
exemplo, num ambiente hostil e com fontes escassas de alimento, é importante que a fémea seja
hébil o bastante para forragear em locais distintos, percorrer trajetos otimizados € em um curto
espago de tempo, permitindo que ela possa voltar ao ninho rapidamente para garantir a protecao
dos filhotes contra possiveis predadores e com o minimo gasto energético (Kinsley et al., 1999;
Silva et al., 2012). O aprimoramento de tais habilidades implica em alteragdes cognitivas que até
recentemente ndo eram associadas a experiéncia maternal, particularmente alteragdes de
memoria espacial. De fato, nas Ultimas décadas, estudos com roedores em laboratorio vém
mostrando que a experiéncia maternal gera alteracdes de desempenho em tarefas que avaliam a
memoria espacial (Kinsley et al., 1999; Galea et al., 2000; Pawluski et al., 2006, Zimberknopf et
al., 2011).

Em um estudo pioneiro, Kinsley et al. (1999) submeteram ratas da linhagem Sprague-
Dawley multiparas (MULT, animais que vivenciaram duas ou mais gestacdes e periodos de
lactacdo) apds o desmame da ultima ninhada e NUL em idade equivalente a 16 dias de teste
numa versdo que avalia a memoria de referéncia no labirinto radial de oito bragos (radial arm
maze, RAM). Os resultados mostraram que as ratas MULT cometeram menos erros ao procurar
pelo alimento ja nos primeiros seis dias de teste ao passo que as NUL gradualmente alcangaram
o mesmo desempenho a partir do sétimo dia de treino na tarefa, indicando que a experiéncia
maternal torna as fémeas forrageadoras mais eficientes. Por outro lado Pawluski et al. (2006b)
mostraram que ratas PRIM da linhagem Long Evans, avaliadas a partir de 4 dias apds o

desmame dos filhotes cometeram menos erros em comparagao com ratas NUL ao escolherem os
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bragos reforgados nos testes do RAM, de forma independente da versdo avaliada, i.e., memorias
de referéncia ou operacional. Resultados similares também foram observados em ratas PRIM da
linhagem Sprague-Dawley avaliadas no mesmo teste comportamental a partir de 34 dias apds o
desmame dos filhotes (Pawluski et al., 2006a), indicando que a experiéncia maternal altera o
desempenho espacial no RAM num periodo longo apds a separagdo entre os filhotes e a genetriz.
Interessantemente, ratas NUL sensibilizadas pela exposi¢do continua a filhotes adotivos também
mostram um desempenho superior as ratas que nunca tiveram contato com filhotes, numa versao
seca do labirinto aquatico de Mortris (Kinsley et al., 1999; Lambert et al., 2005). Adicionalmente,
ratas maternalmente experientes da linhagem Fischer 344, também superaram as NUL em tarefas
que avaliam a memoria para familiaridade e disposicdo espacial de objetos (Macbeth et al.,
2008a,b). Essas alteracdes de desempenho espacial em ratas que passaram pela experiéncia
maternal também sdo observadas quando os animais sdo avaliados em idades mais avangadas
numa versdao seca do labirinto aquatico de Morris (Love et al., 2005), além disso, essas ratas
exibem um declinio de memoria espacial menos acentuado aos 24 meses de idade em
comparacdo com ratas NUL em idade equivalente (Gatewood et al., 2005), indicando que as
alteragdes nervosas proporcionadas pelos eventos que compdem a experi€ncia maternal
produzem beneficios duradouros a f€mea. No entanto, Bodensteiner et al. (2006) mostraram que
ratas Long Evans avaliadas no labirinto aquético de Morris durante a gestagdo e uma semana
apos o parto ndo diferiram de ratas NUL numa tarefa de memoria de referéncia, mas foram mais
rapidas ao aprender a nova localizagdo da plataforma numa versdo que avalia a memoria
operacional. Adicionalmente, Darnaudéry et al. (2007) mostraram que ratas Sprague-Dawley
PRIM exibiram prejuizo acentuado no teste de memoria de referéncia no labirinto aquatico nos

quatro primeiros dias apds o parto. Ainda, Zimberknopf et al. (2011) mostraram que ratas PRIM
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jovens da linhagen Wistar exibiram estratégias diferentes em relagdo as NUL ao desempenharem
as tarefas de memoria de referéncia e operacional no labirinto aquatico de Morris. Portanto, essa
discrepancia entre os resultados mencionados pode residir em parte nas condigdes experimentais
empregadas, na linhagem de ratas utilizadas e/ou pode refletir uma dependéncia do momento em
que os animais sdo avaliados (i.e., durante a gestacdo, logo apds o parto ou ainda apos o
desmame dos filhotes). Ratas que passaram pela experiéncia maternal mostram ainda redugdo da
ansiedade e estresse quando expostas a labirintos abertos e elevados, geralmente temidos por
roedores (Wartella et al., 2003; Love et al., 2005; Macbeth et al., 2008a), efeito que parece ser
dependente da interacdo fisica com os filhotes (Lonstein, 2005).

Uma vez que o hipocampo ¢ uma estrutura intimamente relacionada com a memoria
espacial (O'Keefe & Nadel, 1978, Xavier et al, 1999), ¢ possivel que as alteragdes de
desempenho observadas em virtude da experiéncia maternal estejam relacionadas a modificagdes
nessa estrutura. Em suporte a essa hipotese, Kinsley et al. (2006) compararam a densidade de
espinhas dendriticas no sub-campo CAl do hipocampo entre grupos independentes de ratas
nuliparas em diferentes fases do ciclo estral (NUL), ratas ao fim da gesta¢do (LP), lactantes
(LAC), ratas ovarietomizadas (OVZ) e ovariectomizadas tratadas com E; e P (OVZ+E; e P), este
ultimo grupo incluido na tentativa de mimetizar as flutuacdes desses hormonios que ocorrem
naturalmente durante a gestagdo. Os resultados mostraram que os grupos LP, LAC e OVZ+E; e
P exibiram maior densidade de espinhas dendriticas em relacdo aos demais grupos, porém nao
diferiram entre si, sugerindo que o hipocampo apresenta uma notéavel plasticidade frente as
flutuagdes hormonais que ocorrem durante a gestacdo e periodo pds-parto. Efeitos similares
também foram observados no sub-campo CAl e CA3 de ratas PRIM e MULT ap6s o desmame

dos filhotes (Pawluski & Galea, 2005). Ademais, Wooley & McEwen (1992) mostraram que o

18



Introducdo Geral

efeito do E, sobre a densidade das espinhas dendriticas do hipocampo ¢ regulado via um
mecanismo dependente de receptores de N-metil D-aspartato (NMDA). Ainda, Tomizawa et al.
(2003) mostraram que o hormdnio ocitocina promove aumento na duracdo da LTP tanto em
fatias de hipocampo tratadas em cultura quanto no hipocampo de ratas lactantes in vivo, sem
tratamento hormonal artificial.

Portanto, os estudos mencionados indicam que a fémea passa por alteragdes
comportamentais durante um periodo importante da sua vida reprodutiva, contribuindo para a
melhoria de um repertério comportamental essencial a sobrevivéncia dos filhotes e da propria
genetriz. As alteracdes de memoria espacial, em particular, podem ser o resultado das adaptagoes
plasticas observadas no hipocampo, uma estrutura que se mostra notavelmente sensivel as
flutuacdes hormonais oriundas do periodo de gestacdo e pos-parto, sugerindo que o encéfalo
materno ¢ beneficiado por mecanismos neurais adaptativos que contribuem para suprir as

demandas energéticas e comportamentais impostas pela maternidade.

Experiéncia maternal e neurogénese hipocampal adulta

A ideia inicial de que o encéfalo era incapaz de produzir novas células além do periodo
de desenvolvimento pré-natal comegou a mudar a partir de 1960. Uma série de estudos pioneiros
conduzidos por Joseph Altman mostrou que o nascimento de novas células ¢ um fendmeno que
ocorre continuamente ao longo da vida adulta, particularmente no cortex, hipocampo e bulbo
olfatério de ratos (Altman, 1962; Altman, 1963; Altman & Das, 1965; Altman, 1966; Altman &
Das, 1966; Altman, 1969). No entanto, os trabalhos de Altman foram incisivamente criticados
em virtude dos métodos utilizados para marcar as novas células, os quais ndo eram

completamente confidveis na época. A partir da década de 1980, com o surgimento do BrdU (5-
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bromodeoxiuridina), um andlogo sintético da timidina que se integra permanentemente a0 DNA
de células em divisdo, a neurogénese passou a ser estudada de forma mais ampla, o que levou a
descoberta de novas células nascendo em encéfalos adultos de varias espécies, incluindo aves
(Goldman & Nottebohm, 1983), roedores (van Praag et al., 1999), macacos (Kornack & Rakic,
1999) e humanos (Eriksson et al., 1999). A facilidade de uso do BrdU e a confiabilidade na sua
detec¢do por métodos imunohistoquimicos permitiram a confirmagdo definitiva de que a
neurogénese ocorre de forma mais pronunciada em duas regides encefilicas: a zona
subventricular (SVZ) localizada nas paredes dos ventriculos laterais (Galvao et al., 2008; Xing et
al., 2008; O'Keeffe et al., 2009) e o giro denteado (GD) da formagdo hipocampal (Kempermann
et al., 1997; Eriksson et al., 1998; van Praag et al., 2005). A ocorréncia da neurogénese nesta
ultima gera uma série de questdes intrigantes sobre o seu significado funcional. Uma vez que o
hipocampo ¢ tradicionalmente conhecido pelo seu envolvimento com a memoria, € possivel que
a adicdo de novos neurdnios nessa area contribua para o aprimoramento dessas funcoes,
particularmente de memorias do tipo espacial (van Praag et al, 2002; Madsen et al., 2003;
Wiskott et al., 2006; Aimone et al., 2011).

O uso de marcadores especificos tem sido uma estratégia experimental valiosa no estudo
da neurogénese, desde o nascimento de uma nova célula até a sua caracterizacdo fenotipica e
funcional. Em ratos, o ciclo celular ¢ de aproximadamente 24 horas (Cameron & Mckay, 2001) e
o BrdU ¢ incorporado as células em divisdo, particularmente na fase S da mitose por cerca de 5-6
horas apds a sua aplicacdo, embora esse tempo possa variar dependendo da dose inicial (Hayes &
Nowakoski, 2000; Magavi & Macklis, 2008). As células que sobrevivem, podem iniciar o
processo de crescimento e extensdo de axonios e ramificagdes dendriticas dos dias 4 a 15 apods o

nascimento (Hastings & Gould, 1999). Essa fase pode ser caracterizada pela marcagdo da
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Doublecortin  (DCX), uma proteina enddégena associada aos microtubulos, expressa
particularmente em neurdnios imaturos (Brown et al., 2003; Couillard-Després et al., 2005). A
partir de cerca de 2 semanas, 0s novos neurdnios expressam uma proteina nuclear chamada
"Neuronal Nuclei" (NeuN) que em co-expressio com o BrdU pode fornecer um indice de
maturagdo e sobrevivéncia celular (Mullen et al., 1992; Leuner et al., 2007; Furuta & Bridges,
2009; Epp et al, 2011). Com 4 semanas de vida, os novos neurOnios tornam-se
eletrofisiologicamente maduros; a partir de 4 meses, apresentam morfologia semelhante aos
neurdnios com maior tempo de vida e integram-se completamente a circuitaria neural pré-
existente (van Praag et al., 2002).

A neurogénese adulta ¢ modulada por uma série de fatores enddcrinos e ambientais. Por
exemplo, Eisch et al. (2000) mostraram que o tratamento cronico com morfina ou heroina reduz
significativamente a taxa de neurogénese na camada de células granulares do giro denteado de
ratos. Ademais, a elevacdo nos niveis plasmaticos de corticosterona em virtude de experiéncias
que geram estresse também pode prejudicar o nascimento de novas células no hipocampo
(Tanapat et al., 1998; Gould et al., 2000), possivelmente por meio de um mecanismo que envolve
a liberagdo e acumulo de glutamato (Stein-Behrens et al, 1994). Por outro lado, alguns
hormonios ovarianos exercem efeitos positivos sobre a neurogénese hipocampal adulta. Tanapat
et al. (1999) mostraram que ratas submetidas ao procedimento de ovariectomia, visando eliminar
a producdo de estrogenos, apresentam menor nimero de células em proliferacdo marcadas com
BrdU no hipocampo, um efeito que foi revertido pela reposicdo de estrogenos. Estendendo a
investigacdo sobre a influéncia dos estrogenos na neurogénese hipocampal adulta, Barha et al.
(2009) mostraram que a administragdo de diferentes formas de estrégeno aumenta

significativamente o nimero de novas células no GD de ratas jovens ovariectomizadas, porém de
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forma dependente da dose. Particularmente, o estrogeno 17-estradiol aumenta ndo so6 a
sobrevivéncia, mas também promove a ativagdo dos novos neurdnios gerados no hipocampo de
ratas (McClure et al., 2013). A progesterona também interfere no processo de neurogénese,
porém de forma dependente da acdo do estradiol (Tanapat et al., 2005; Galea, 2008). Além de
fatores enddgenos, o enriquecimento ambiental também exerce efeitos sobre a neurogénese
hipocampal adulta. Animais de laboratério mantidos em gaiolas que contém objetos de formas e
tamanhos variados, pequenos brinquedos e tlneis, exibem um aumento significativo no nimero
de novas células no GD em comparacdo com animais que vivem em gaiolas comuns de
laboratério (Kempermann et al.,, 1997). A exposicdo a um ambiente enriquecido (AE) é uma
fonte de estimulos bastante distinta em relacdo a um ambiente sensorialmente pobre pelo fato de
que os animais tém a oportunidade de explorar objetos diferentes e interagir socialmente com
outros animais, o que gera alteragdes marcantes também no comportamento desses animais
(Rosenzweig, 1966; Walsh, 1981; van Praag et al., 2000; Benaroya-Milshtein et al., 2004).

O encéfalo materno ¢ um rico modelo para o estudo da plasticidade natural do sistema
nervoso. As adaptacdes morfoldgicas e funcionais observadas no encéfalo de animais em
laboratério sugerem que as fémeas possuem mecanismos neurais adaptativos que contribuem
para o aperfeigoamento de comportamentos que sdo necessdrios para a sobrevivéncia da prole e
da propria mae (Wooley & McEwen, 1992; Kinsley et al., 1999; Keyser-Marcus et al., 2001;
Tomizawa et al., 2003; Macbeth et al., 2008). O hipocampo ¢ uma estrutura que se mostra
particularmente sensivel as alteragdes hormonais que ocorrem durante a gestagdo e periodo pos-
parto (Tomizawa et al., 2003; Pawluski & Galea, 2005; Kinsley et al., 2006), possivelmente pelo
fato de possuir um grande niumero de receptores de hormonios esteroides, particularmente de

glicocorticoides e estrogenos (McEwen, 1994; Weiland et al, 1997). Diante dessa notavel
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plasticidade do hipocampo em virtude da presenga desses hormonios, ¢ possivel que ocorram
alteragdes na producado, diferenciacdo e sobrevivéncia de novas células no GD em associagdo
com a experiéncia maternal, periodo em que ocorrem marcadas flutuagdes nos niveis de diversos
hormonios (Koranyi et al., 1977; Bridges et al., 1997; Bridges & Byrnes, 2006; Lonstein &
Morrel, 2007).

De fato, ha estudos mostrando que a experiéncia maternal em ratas altera
diferencialmente a proliferagdo e sobrevivéncia de novas células geradas no hipocampo. Por
exemplo, Darnaudéry et al. (2007) administraram dose tnica de BrdU em ratas NUL e PRIM 24
horas apos o parto e os encéfalos foram removidos 2 horas ou 14 dias apos a injecdo para a
avaliagdo da taxa de proliferacao e sobrevivéncia das novas células no GD, respectivamente. Os
resultados mostraram que no periodo logo apds o parto houve um decréscimo acentuado na
proliferagdo celular em comparagdo com as ratas NUL, enquanto que nenhuma alteracdo foi
observada na sobrevivéncia das células duas semanas depois. O estudo também sugere que esse
efeito pode ocorrer em parte por conta do decréscimo de estradiol e aumento nos niveis
plasmaticos de glicocorticéides apds o parto. Outro estudo mostrou que o decréscimo da
proliferagdo celular no GD ¢ resultante da presenca dos filhotes durante o periodo pos-parto
(Leuner et al., 2007). Nesse estudo, foi observado que a redu¢do na producao de novas células ¢
menor préoximo ao momento do desmame dos filhotes, quando a fémea ja ndo se mostra
responsiva ao cuidado permanente da prole. No mesmo estudo, os autores mostraram que a
elevacdo nos niveis de corticosterona também ¢ condicionada pela presenga dos filhotes, pois
quando estes sdo removidos as ratas apresentaram niveis normais deste hormonio.
Adicionalmente, o efeito negativo sobre a producdo de novas células ¢ completamente ausente

quando os filhotes sdo removidos da gaiola logo apds o nascimento (Leuner et al., 2007). Em um
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estudo de abordagem metodolégica similar, Pawluski & Galea (2007) mostraram que ratas
MULT e PRIM exibiram um menor nimero de células em divisdo marcadas por BrdU no GD 48
horas apds o nascimento dos filhotes, bem como uma reducdo na sobrevivéncia dessas células no
grupo PRIM 22 dias depois do parto. Além disso, ratas sensibilizadas pela exposi¢do a filhotes
adotivos exibiram um aumento acentuado na taxa de proliferagdo de novas células apds 24 horas
de exposicdo aos filhotes, enquanto que 22 dias de contato com 0s mesmos promoveu um
aumento na taxa de sobrevivéncia das novas células. O mesmo grupo de pesquisa também
mostrou que ratas em periodo de gestacdo ndo exibem alteragdes no numero de novas células
produzidas no GD em comparag@o com ratas NUL (Pawluski et al., 2010).

Portanto, os estudos descritos mostram que a plasticidade do encéfalo materno,
particularmente em relacdo a produgdo e sobrevivéncia de novos neur6nios no hipocampo ¢
regulada por uma série de fatores, incluindo diferentes formas de experi€ncia maternal,
flutuacdes nos niveis de certos hormdnios (particularmente os estrogenos e glicocorticoides) e a

exposic¢ao aos filhotes.
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Objetivos e justificativa para as abordagens adotadas

O presente trabalho teve como objetivo avaliar o impacto de diferentes formas de
experiéncia maternal sobre a memoria espacial e o reconhecimento de objetos. Adicionalmente,
pretendeu-se avaliar a plasticidade hipocampal nessas ratas diante da exposicdo a um ambiente
enriquecido, em termos de neurogénese hipocampal adulta.

O Capitulo I descreve experimentos envolvendo grupos de ratas nuliparas, primiparas,
primiparas privadas de contato com os filhotes temporaria e repetitivamente e sensibilizadas pela
exposicdo a filhotes adotivos, avaliadas em tarefas espaciais de memoria de referéncia e
operacional no labirinto aquatico de Morris. Foram realizados dois experimentos distintos, com o
objetivo de avaliar o desempenho dos animais em fun¢do do tempo decorrido apo6s o parto. O
Experimento 1 foi planejado de forma que os testes tivessem inicio uma semana ap6s o desmame
dos filhotes das ratas primiparas. J& no Experimento 2, grupos independentes, mas com 0s
mesmos historicos reprodutivos dos animais do Experimento 1, foram submetidos aos testes no
labirinto aquatico de forma idéntica ao Experimento 1, porém com inicio dos treinos cerca de 24
horas ap6s o nascimento dos filhotes das ratas primiparas. Considerou-se a hipotese de que
diferentes formas de experiéncia maternal produziriam alteragdes de desempenho distintas, no
entanto de forma mais pronunciada no periodo de lactacdo/cuidados com os filhotes.

O Capitulo II descreve experimentos envolvendo grupos de ratas primiparas e nuliparas
das linhagens Wistar e Sprague-Dawley submetidas aos testes de memorias de referéncia e
operacional no labirinto aquético de Morris, da mesma forma como descrito no Capitulo I, com
inicio dos treinos cerca de 24 horas apos o nascimento dos filhotes das ratas primiparas.

Considerando o fato de que a maior parte dos estudos que mostram melhora de desempenho em
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tarefas de memoria espacial utilizaram ratas da linhagem Sprague-Dawley (Kinsley et al., 1999;
Gatewood et al., 2005; Lambert et al., 2005; Pawluski et al., 2006b; Darnaudéry et al., 2007) e o
mesmo efeito ndo foi observado em ratas Wistar (Zimberknopf et al., 2011; Capitulo I deste
estudo), considerou-se a hipotese de que experi€éncia maternal exer¢a um efeito sobre a memoria
espacial de forma dependente da linhagem de ratas utilizadas.

O labirinto aquético de Morris foi escolhido para a realizagdo dos experimentos descritos
nos Capitulos I e II deste trabalho por ser uma ferramenta valiosa no estudo da memoria espacial,
pois permite, por meio de manipulagdes relativamente simples, que diferentes sistemas de
memoria sejam avaliados, com énfase no desempenho baseado na constru¢do de um mapa
cognitivo do ambiente (O'Keefe & Nadel, 1978, Morris, 1981; Xavier et al., 1999). Além disso,
o labirinto aquético fornece uma série de parametros que possibilitam uma analise robusta sobre
as estratégias que os animais utilizam para completar a tarefa (Xavier et al., 1999; Zimberknopf
et al., 2011).

Por fim, o Capitulo IIT descreve experimentos que testaram as hipoteses de que ratas
maternalmente experientes podem exibir (1) maior plasticidade em relagdo ao nascimento e
sobrevivéncia de novas células no hipocampo em virtude da exposi¢do a um ambiente de maior
complexidade, em associagdo com (2) um desempenho superior em tarefas de localiza¢do e
reconhecimento de objetos, em comparagdo com ratas nuliparas. Para isso, ratas primiparas e
nuliparas da linhagem Sprague-Dawley foram acondicionadas em ambiente enriquecido ou em
gaiolas comuns de laboratdrio por um periodo de 45 dias, a partir de 2 semanas apds o desmame
dos filhotes das ratas primiparas. Durante esse periodo, os animais foram tratados com BrdU

para marcacdo de células em divisdo no momento da exposicao aos diferentes ambientes. Apds
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esse periodo, os animais foram testados em tarefas de memoria de localizagdo e reconhecimento
de objetos, as quais se mostram sensiveis as alteragdes nervosas em virtude da experiéncia
maternal (Macbeth 2008a, b), além de permitirem avaliar um desempenho dependente e
relativamente independente da formagdo hipocampal (localizagdo e reconhecimento de objetos,
respectivamente) (Xavier et al., 1990; Mumby et al., 2002). Em seguida, os encéfalos foram
removidos e submetidos aos tratamentos imunohistoquimicos para visualizagdo das novas
células. O uso dos marcadores especificos para as proteinas Doublecortin (DCX) e "Neuronal
Nuclei" (NeuN) em associagdo com o BrdU permitiram a caracterizagdo fenotipica das novas
células, fornecendo indices de proliferacdo, diferenciagdo e maturacdo/sobrevivéncia celular,
procedimento que mostrou bons resultados em estudos prévios (Magavi et al., 2000; Couillard-

Despres et al., 2005).
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Capitulo I

Memoria espacial em ratas da linhagem Wistar expostas a experiéncia maternal
Ilton Santos da Silva' e Gilberto Fernando Xavier'

Palavras-chave: Experiéncia maternal, memoria espacial, hormonios, hipocampo.

Os eventos que compdem a experiéncia maternal, como a gestacdo, parto e o periodo de
lactacdo/cuidado com os filhotes modificam o encéfalo e o comportamento de ratas. Este estudo
teve como objetivo avaliar o desempenho de ratas Wistar em tarefas que avaliam memoria de
referéncia e memoria operacional, ambas espaciais, no labirinto aquético de Morris. No
Experimento 1, ratas primiparas (PRIM), sensibilizadas pela exposi¢do a filhotes adotivos
(SENS), ratas privadas de contato com os filhotes ap6s o nascimento por 6 horas didrias (PRIV)
e ratas nuliparas (NUL) foram avaliadas 7 dias ap6s o desmame/periodo de exposi¢do aos
filhotes (21 dias). No Experimento 2, grupos independentes de ratas foram expostas as mesmas
condic¢des reprodutivas, porém os testes foram iniciados cerca de 24 horas apds o nascimento dos
filhotes. No Experimento 1, os resultados mostraram que a experiéncia maternal ndo exerceu
qualquer efeito sobre a memoria espacial das ratas Wistar avaliadas 7 dias apds o
desmame/exposicao aos filhotes. No entanto, os resultados do Experimento 2 revelaram que o
periodo de contato com os filhotes resultou em alteragdes motivacionais para cumprir a tarefa em
ratas SENS, tanto na versdo que avalia a memoria de referéncia, quanto na que avalia a memoria
operacional, possivelmente por uma relagdo com estados de ansiedade e hiperatividade.
Adicionalmente, ratas PRIV exibiram melhor desempenho no teste de memoria operacional,
possivelmente devido a um efeito de enriquecimento ambiental pela exposicdo intermitente aos
filhotes durante o periodo de lactacdo. Estes resultados estendem os dados da literatura,
mostrando que diferentes formas de experiéncia maternal exercem alteracdes distintas sobre o
comportamento de ratas, porém, de forma dependente do momento em que os animais sdo

avaliados.
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Introducio

O periodo de gestacdo, parto e lactacdo envolve uma série de alteracdes no sistema
nervoso de uma fémea de mamifero. Essas alteragdes permitem que o corpo da fémea esteja
preparado para atender as novas demandas metabdlicas e comportamentais impostas pela
multiplicidade de eventos que compdem o fendmeno da reproducdo. Isto ¢, mecanismos
fisiologicos e comportamentais adicionais sdo requeridos para suprir as necessidades da fémea e
também da sua progénie. Por exemplo, fémeas de roedores exibem certos comportamentos
aprimorados apds o parto, como diminuicdo de ansiedade e medo, aperfeicoamento da
capacidade de caca e aumento de habilidades espaciais em virtude da experiéncia maternal
(Kinsley et al., 1999; Tomizawa et al., 2003; Love et al., 2005; Kinsley & Lambert, 2006). De
fato, a importancia evolutiva relacionada ao aperfeicoamento desses comportamentos se reflete
nos beneficios que a mie e os filhotes recebem. E possivel considerar, por exemplo, que a
diminui¢do do medo e da ansiedade permite que uma fémea de mamifero saia do seu ninho para
forragear, mesmo em ambientes hostis, onde ha a possibilidade de confronto com predadores. Ja
uma memoria espacial aprimorada possibilita que o animal percorra trajetos otimizados para
encontrar alimento e retorne ao seu ninho o mais rapido possivel, dessa forma, economizando
energia e tempo longe da vulneravel prole.

Kinsley et al. (1999) mostraram que ratas multiparas (MULT, animais que passaram por
duas gestacdes e periodos de lactagdo) da linhagem Sprague-Dawley cometeram menos erros que
as nuliparas (NUL, animais sem qualquer experiéncia maternal) ao desempenharem uma tarefa
espacial de busca por alimento no labirinto radial de oito bracos. Por outro lado, Pawluski et al.

(2006b) nao encontraram diferencas de desempenho entre ratas MULT e NUL da linhagem
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Sprague-Dawley na mesma tarefa comportamental, porém, as ratas primiparas (PRIM, animais
que passaram por uma gestacdo e periodo de lactagdo) mostraram um desempenho melhor que
qualquer outro grupo avaliado, indicando que a primeira experiéncia maternal exerce um efeito
positivo sobre a memoria espacial de ratas Sprague-Dawley. Outro estudo avaliou o desempenho
de ratas Long-Evans durante o periodo de gestacdo, mostrando que as ratas prenhes pela primeira
vez ndo diferiram das ratas NUL numa tarefa de memoria de referéncia no labirinto aquatico de
Morris, mas foram mais rapidas para encontrar a plataforma durante uma tarefa que avalia a
memoria operacional, considerando o desempenho dos animais ao longo dos dias e ndo das
tentativas dentro de cada sessdo (Bodensteiner et al., 2006). Zimberknopf et al, (2011)
mostraram que ratas PRIM da linhagem Wistar utilizam estratégias mais eficientes para
desempenhar a tarefa de memoria de referéncia no labirinto aquético de Morris quando
comparadas as NUL. Ainda durante o periodo de gestagdo, ratas da linhagem Sprague-Dawley
superaram as NUL numa tarefa que avalia a discriminagdo da disposi¢do espacial de objetos
familiares (Macbeth et al., 2008a). E interessante observar que em alguns estudos as ratas
expostas a experi€éncia maternal e que apresentam melhora de desempenho em tarefas espaciais
também exibem decréscimo nos niveis de ansiedade (Love et al., 2005; Macbeth et al., 2008b;
Zimberknopf et al., 2011), sugerindo uma relagdo proxima entre a experiéncia maternal, reducao
da ansiedade e a melhora na memoria espacial.

A exposicdo diaria a filhotes adotivos pode estimular o desenvolvimento de cuidados
maternais em ratas virgens e sem que elas tenham sofrido as alteragdes hormonais associadas a
gestacdo. Apods alguns dias de contato com os filhotes, ratas NUL exibem comportamentos

maternais tipicos, semelhantes aos exibidos por uma mae bioldgica, fendmeno que ¢ conhecido
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como sensibilizagdo maternal (Fleming & Rosenblatt, 1974). Apesar de ndo ocorrer lactagdo, as
alteracdes quimicas e comportamentais desencadeadas nas fémeas sensibilizadas sdo, em parte,
semelhantes aquelas que ocorrem numa fémea em periodo pos-parto. Por conta dessas
semelhancas, esse tipo de manipulagdo experimental tem sido utilizado em diversos estudos
sobre os efeitos da privacdo de contato com os filhotes e da sensibilizagdo maternal em ratas
NUL (Fleming & Rosenblatt, 1974; Stern, 1997; Bridges & Scanlan, 2005; Pawluski et al.,
2006b).

Alguns estudos mostraram que somente o contato com os filhotes também exerce
influéncia sobre a memoria espacial das ratas sensibilizadas. Por exemplo, ratas virgens da
linhagem Long-Evans, sensibilizadas pela exposicdo a filhotes adotivos (SENS), exibiram um
desempenho melhor que ratas NUL e semelhante ao de ratas PRIM numa tarefa espacial de
busca por alimento, numa versdo seca do labirinto de Morris (Kinsley et al., 1999). Melhora
semelhante foi observada em ratas SENS em compara¢do com ratas NUL e ratas primiparas
privadas de contato com os filhotes apds o nascimento (PRIV), numa variante da versdo seca do
labirinto de Morris (Lambert et al., 2005). Sugere-se que a estimulacdo sensorial proporcionada
pelos filhotes promova a liberagdo de pequenas quantidades de endorfina e ocitocina, os quais
por sua vez, podem promover a ativa¢do de areas importantes do sistema nervoso (Kinsley &
Lambert, 2006).

De fato, certas areas nervosas tém sua estrutura e funcionamento modificados em virtude
da experiéncia maternal. O hipocampo, uma regido encefélica conhecida pelo seu envolvimento
na memoria espacial, ¢ sensivel as flutuagdes hormonais oriundas do periodo de gestagdo e pos-

parto. Por exemplo, alteragdes nos niveis de estradiol podem estimular um aumento na densidade

31



Capitulo 1

de espinhas dendriticas no sub-campo CAl (Wooley & McEwen, 1992); o sub-campo CA3
também se mostra notavelmente pléstico, apresentando dendritos remodelados em virtude da
experiéncia maternal (Pawluski & Galea, 2005). Além disso, fémeas ao final da gestacdo e
durante o periodo de lactagdo exibem maior concentragdo de espinhas dendriticas no sub campo
CAl (Kinsley et al, 2006). Ratas MULT também apresentam maiores niveis do fator
neurotrofico derivado do encéfalo (BDNF) na regido CA1l do hipocampo quando comparadas as
NUL (Macbeth et al., 2008b). Adicionalmente, os receptores de N-metil-D-aspartato (NMDA)
sdo ativados quando os estrégenos atingem seus niveis mais altos, induzindo alteracdes
sinapticas (Adams et al., 2004). Estes e outros estudos mostram que o hipocampo materno ¢
exposto a uma série de transformagdes e exibe uma notéavel plasticidade frente as adaptagdes
fisiologicas que acompanham a experiéncia maternal. E possivel que essas propriedades plasticas
inerentes ao encéfalo materno sejam refletidas nas alteracdes cognitivas mencionadas
anteriormente, proporcionando a fémea um repertdrio comportamental diferenciado para lidar

com as novas demandas impostas pela reproducdo.

Objetivos

Este estudo teve como objetivo avaliar possiveis alteragdes de memoria espacial em ratas
da linhagem Wistar expostas a diferentes formas de experiéncia maternal, incluindo (1)
primiparidade, (2) sensibilizagdo maternal e (3) primiparidade associada a privagdo de contato
com os filhotes por determinados periodos de tempo, todas em comparacdo com (4) a
nuliparidade. Pretendeu-se também avaliar o desempenho desses animais considerando-se o

intervalo de tempo decorrido apds o parto. Para isso, animais que passaram pelas experiéncias
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maternais mencionadas acima foram avaliados em tarefas espaciais de memoria de referéncia e
memoria operacional por meio do labirinto aquatico de Morris, onde grupos independentes
foram avaliados durante e apds o periodo de lactacdo/exposicdo aos filhotes. As hipdteses
consideradas foram que diferentes formas de experiéncia maternal produziriam altera¢des
comportamentais distintas e essas alteracdes poderiam ser mais pronunciadas na fase em que a
fémea estd mais responsiva as necessidades da prole, ie., durante o periodo de

lactagdo/exposicao aos filhotes.

Justificativa para a abordagem adotada

As alteragdes comportamentais sdo distintas em fémeas com diferentes historicos
reprodutivos. Ao fim da gestacdo, uma fémea de roedor ja comeca a exibir comportamentos em
preparacdo para receber os filhotes, como a construgdo de ninhos; assim que os filhotes nascem,
eles sdo prontamente acolhidos pela fémea. Em contraste, ratas virgens que sdo expostas a
filhotes adotivos pela primeira vez, tendem a evita-los; porém, depois de alguns dias de
exposi¢do, as ratas sdo motivadas de tal forma que passam a desempenhar cuidados maternais
tipicos, comportamentos que até entdo nao faziam parte de seu repertorio (Fleming & Rosenblatt,
1974). Essas diferencas no estado motivacional em virtude da gestagdo e da exposicdo aos
filhotes levantam a possibilidade da ocorréncia de alteracdes cognitivas distintas entre ratas
primiparas, sensibilizadas e nuliparas, estas ultimas sem exposi¢ao a qualquer tipo de experiéncia
maternal. Consequentemente, surge o interesse em investigar se essas alteracdes poderiam se
estender a uma fémea primipara que foi diariamente privada de contato com os seus filhotes.

Adicionalmente, a avaliacdo dos animais em diferentes fases pds-parto permite investigar se as
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alteragcdes comportamentais sdo restritas ao periodo de lactagdo/contato com os filhotes ou se
elas se estendem além desse periodo, produzindo modificagdes mais permanentes no
comportamento dos animais.

O labirinto aquatico de Morris (Morris, 1981) foi a tarefa de escolha porque ela permite
avaliar fungdes de memoria dependentes do hipocampo, estrutura que ¢ particularmente sensivel
as flutuacdes hormonais decorrentes do periodo de gestacdo e lactacdo (Pawluski & Galea, 2005;
Kinsley et al., 2006). Além disso, a tarefa ¢ amplamente utilizada em estudos de estratégias de
localizagdo espacial em roedores (Morris, 1981; Xavier et al., 1999; D'Hooge & De Deyn, 2001;
Gerlai, 2001; Bodeinsteiner et al., 2006; Xavier & Costa, 2009). Para cumprir a tarefa que
envolve partir de diferentes pontos a cada tentativa, os animais precisam utilizar mapeamento
espacial, o qual sabidamente envolve a participagdo de estruturas da formagdo hipocampal

(O'Keefe & Nadel, 1978; Xavier & Costa, 2009).

Métodos
Animais

Neste estudo foram utilizadas 70 ratas da linhagem Wistar, com 90 dias de idade no
inicio das manipula¢des experimentais. Todos os animais foram provenientes do biotério central
do Instituto de Biociéncias da Universidade de Sdo Paulo e suas matrizes foram adquiridas no
Centro de Desenvolvimento de Modelos Experimentais para Medicina e Biologia, da
Universidade Federal de Sao Paulo (CEDEME/UNIFESP). Os animais foram acondicionados em
caixas opacas de polipropileno (41 x 34 x 16 cm), com quatro ratas por gaiola e livre acesso a

comida e agua. O biotério permaneceu em um ciclo claro/escuro de 12h cada (luzes acesas das
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07 as 19hs) e a temperatura foi mantida ao redor dos 21°C. Todos os procedimentos
experimentais foram aprovados pela Comissdo de Etica no uso de Animais Vertebrados em
Experimentacdo do Instituto de Biociéncias da Universidade de Sao Paulo (Protocolo 062/2008;

Anexo n’l).

Acasalamento

Aos 90 dias de idade, parte dos animais foi submetida ao acasalamento por sistema de
harém, onde um macho sexualmente experiente foi acondicionado juntamente com quatro
fémeas por cerca de sete dias. Apds esse periodo ou assim que a gestagdo foi constatada, as ratas
foram acondicionadas individualmente. Animais que ndo apresentaram gestagao visivel durante

um periodo maximo de 15 dias ndo foram incluidos nos grupos experimentais.

Sensibilizagdo Maternal e constitui¢ao dos Grupos Experimentais

Num periodo de 24 horas ap6s o nascimento, os filhotes foram sexados e a ninhada foi
padronizada em seis animais (3 machos e 3 fémeas) por fémea lactante. No grupo de ratas
Primiparas, os lactentes permaneceram com as maes bioldgicas desde o nascimento até o
desmame, aos 21 dias. No grupo que foi privado de contato com os filhotes, os mesmos foram
retirados da mae diariamente por seis horas e colocados juntamente com ratas virgens para
estimular o fendmeno de sensibilizacdo maternal nesse grupo. As ratas virgens foram expostas
aos filhotes adotivos por seis horas diarias, durante 21 dias para indug¢do dos CMs por
sensibilizagdo maternal. O andamento do processo foi monitorado por gravacdo em video para

garantir que todas as fémeas desenvolvessem CMs tipicos, tais como constru¢do de ninhos,
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busca e agrupamento dso filhotes, e agachamento sobre os mesmos (cifose maternal), além de
limpeza corporal. Todos os esforgos foram feitos para evitar manipulagdes durante o periodo de
interacdo mae-filhote. A exposicdo das ratas a esses procedimentos gerou o0s grupos

experimentais descritos resumidamente abaixo.

Experimento 1

- Grupo Nuliparas (NUL; ratas virgens, sem qualquer manipulagdo experimental e com a
mesma idade e condigdes de manutengdo que os demais grupos; n = 12);
- Grupo Primiparas (PRIM; animais que passaram por uma gestacdo e permaneceram com seus
filhotes até o desmame aos 21 dias; n = 12);
- Grupo Privadas (PRIV; ratas que passaram por uma gestacdo, porém foram privadas de
contato com os filhotes por seis horas didrias, também durante 21 dias; n=9); e
- Grupo Sensibilizadas (SENS; ratas virgens que foram expostas aos filhotes adotivos por seis
horas diarias, durante 21 dias; n =9).

Os testes comportamentais do Experimento 1 foram iniciados 7 dias ap6s o desmame dos
filhotes dos grupos PRIM e PRIV, e o mesmo intervalo de tempo apods ao ultimo dia de

exposicao aos filhotes adotivos no grupo SENS.

Experimento 2

Grupos independentes de animais, submetidos a procedimentos idénticos aos descritos no
Experimento 1 foram incluidos no Experimento 2, com a composi¢ado apresentada abaixo.

- Grupo NUL, n=10;
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- Grupo PRIM, n=7;
- Grupo PRIV, n=6;
- Grupo SENS, n=>5.
Os testes comportamentais do Experimento 2 foram iniciados cerca de 24 horas apds o
nascimento dos filhotes dos grupos PRIM e PRIV, coincidindo com o inicio do processo de

sensibiliza¢do maternal dos animais do grupo SENS.

Labirinto aquatico de Morris

O equipamento consiste de uma piscina circular, com didmetro de 200 cm e altura de 50
cm, construida em fibra de vidro (Figura 1). Suas paredes internas foram pintadas em preto
visando torna-las homogéneas. Diariamente, a piscina foi preenchida com agua até 25,5 cm e
uma plataforma movel de 9 cm de didmetro e 24 cm de altura foi posicionada a 1,5 cm abaixo do
nivel da 4gua servindo como ponto de escape para os animais. A plataforma foi construida em
acrilico e pintada na cor preta, tornando-a visualmente imperceptivel aos animais nadando na

superficie e assim forcando-os a utilizar somente pistas distais como auxilio para navegagao.
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Figura 1. Labirinto aquatico de Morris utilizado nos testes de memoria espacial (esquerda) e visualizacao
das areas imaginarias configuradas no programa para a analise descritiva dos dados (direita). Note que a

piscina foi dividida em 4 "quadrantes" e foram definidos 12 "contadores", isto €, areas medindo 27 cm de
didmetro, concéntricas a possiveis locais para a plataforma no teste de memoria operacional, os quais
auxiliaram na analise sobre a precisdo com que os animais buscam pela plataforma.

A sala em que o equipamento foi posicionado mede 3x3 m e recebe iluminagdo indireta
para evitar conflitos de captura de contraste pelo programa de registro comportamental. Varios
estimulos distais evidentes, em forma de figuras geométricas em cores e brilhos contrastantes
foram disponibilizados nas paredes da sala, com o objetivo de auxiliar os animais a navegarem
na piscina baseados nessas informagdes distais. Para o registro do comportamento dos animais,
uma camera de video conectada a um computador foi posicionada a 180 cm acima da piscina. As
informagdes enviadas ao computador foram processadas pelo programa Ethovision v. 3.1
(Noldus I.T., Wageningen, NL), que ¢ capaz de registrar e calcular parametros relacionados ao
deslocamento dos animais na arena. Para a analise descritiva dos dados, a arena foi dividida em
quatro quadrantes iguais formados por linhas imagindrias que se cruzam no centro da arena,

ligando o lado norte ao lado sul e lado leste ao oeste (Figura 1). Além disso, 12 outras areas
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imaginarias denominadas "contadores" foram usadas. Cada contador consiste em um circulo
concéntrico a localizagdo da plataforma e com didmetro trés vezes maior que esta (portanto, o
contador mede 27 cm de diametro). Adicionalmente, foram designados pontos de referéncia na
borda da piscina [usando as denominagdes norte (N), sul (S), leste (E), oeste (W), nordeste (NE),
sudeste (SE), noroeste (NO) e sudoeste (SO)], os quais serviram como pontos de partida para
liberagdo dos animais. Os pardmetros comportamentais coligidos pelo sistema de registro estdo
descritos nas se¢des seguintes, bem como o tempo e o niimero de tentativas especificos em cada

tipo de teste no labirinto aquatico.

Procedimentos

A cada tentativa de treino, os animais foram liberados de um dos oito pontos de partida
com o focinho voltado para a parede da piscina. O sistema de registro foi programado para ser
acionado 0,1 segundos apds o animal ser colocado na area que delimita a circunferéncia da
piscina. Assim que os animais encontravam e subiam na plataforma, o registro foi interrompido,
finalizando a tentativa. O programa finalizava o registro assim que o animal permanecesse na
exata area da plataforma por 2 segundos, caracterizando o cumprimento da tarefa, ou o tempo
maximo da tentativa, de 120 segundos, se esgotasse. Quando o animal ndo encontrava a
plataforma no tempo estabelecido, ele era conduzido para a mesma, onde permanecia por 20
segundos, com o objetivo de fornecer a informagao sobre a localizagdo da plataforma em relagao
as pistas da sala. Apds esse procedimento, os animais eram transferidos para as suas gaiolas-
moradia. Todos os experimentos (realizados entre 07 e 13h) foram conduzidos pelo mesmo

experimentador, o qual permaneceu no mesmo local da sala durante todos os testes. Os animais
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dos diferentes grupos foram testados em ordem aleatdria a cada dia; esse procedimento teve o
objetivo de minimizar qualquer possivel variacdo de desempenho relacionada com o horario em

que os animais foram testados (i.e., inicio da manha vs. fim da manha).

Teste de Memoria de Referéncia

No teste de memoria de referéncia, a plataforma permaneceu no mesmo local ao longo de
todo o treino (centro do quadrante noroeste, NO), realizado ao longo de varios dias. A cada
tentativa, os animais foram liberados aleatoriamente de pontos de partida distintos, porém
equidistantes da plataforma, com o objetivo de minimizar o uso de estratégias de guiamento e dar
énfase a estratégias de mapeamento espacial. Como a plataforma foi posicionada no mesmo local
ao longo de vérios dias de treino, essa tarefa permite avaliar a aquisicdo de uma memoria
espacial de longa duragdo sobre o local especifico em que se encontra a plataforma, aplicavel a
todas as tentativas e sessdes de treino.

No Experimento 1, os treinos foram iniciados uma semana apos o desmame dos filhotes.
O experimento de memoria de referéncia durou 12 dias consecutivos, com 2 tentativas diarias e
um intervalo entre-tentativas (do inglés, "intertrial interval", ITI) de 10 minutos entre elas. No
Experimento 2, os treinos comegaram cerca de 24 h apds o parto e duraram 8 dias consecutivos,
com 3 tentativas diarias e ITI igual a 10 minutos. Os pardmetros analisados no teste de memoria
de referéncia foram laténcia para encontrar a plataforma (tempo decorrido desde a liberagdo do
animal na piscina até que ele encontre a plataforma ou esgote-se o tempo maximo de 120 s),
trajeto percorrido (distdncia navegada pelo animal durante a tentativa), porcentagem de tempo no

quadrante (tempo despendido no quadrante imaginario em que a plataforma foi posicionada em
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relacdo ao tempo total na piscina) e velocidade de nado (parametro que fornece um indice sobre

o estado motivacional e atividade motora dos animais).

Avaliagdo da memoria de referéncia e extingdo da resposta adquirida (“Probe Test”)

No dia seguinte ao ultimo dia de treino no teste de memoria de referéncia, em ambos os
experimentos, os animais foram submetidos ao "Probe test". O teste consistiu em expor o animal
somente a uma tentativa de 180 segundos; porém, a plataforma foi removida com o objetivo de
avaliar a quantidade de tempo que os animais despendem procurando pela plataforma em sua
localizagdo prévia e a taxa de extingdo desse comportamento ao longo do tempo. Os parametros
avaliados foram a porcentagem de tempo despendido e o niimero de cruzamentos no contador
critico. Esses pardmetros fornecem uma medida sobre a precisdo da busca espacial por se tratar
de uma 4rea concéntrica a plataforma com 3 vezes o seu tamanho, i.e., quanto mais tempo os
animais passam nessa area, maior sua precisdo espacial. Com o decorrer do tempo, os animais
tendem a abandonar essa estratégia e buscar pela plataforma em outros setores da piscina,
fendmeno que caracteriza a extingdo do comportamento adquirido nos dias anteriores. Os
animais passaram por duas sessdes consecutivas sem a plataforma, uma por dia, com duracao
total de 180 segundos cada. O tempo de exploragdo da piscina sem a presenca da plataforma foi
dividido em "Blocos" consecutivos de 60 segundos cada, o que permite avaliar o comportamento

de extingdo da resposta aprendida ao longo da sessao.

Teste de memoria operacional
No dia seguinte a ultima sessdo do "Probe Test", deu-se inicio o teste de memoria

operacional, tanto no Experimento 1 como no Experimento 2. Diferentemente do teste de
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memoria de referéncia, durante o teste de memoria operacional, a plataforma foi posicionada em
um novo local a cada dia de treino, exigindo que os animais adquirissem diariamente uma nova
informacdo sobre a localizagdo da plataforma e mantivessem essa informacdo armazenada na
memoria operacional o tempo suficiente para cumprir a tarefa naquele determinado dia. Isto ¢, na
primeira tentativa de cada dia, os animais podem encontrar a plataforma escaneando a piscina ou,
com a ajuda do experimentador caso ndo a encontrem no tempo maximo disponivel de 120
segundos. Assim, nas tentativas subsequentes do mesmo dia, os animais podem se beneficiar da
informacdo adquirida na primeira tentativa para encontrarem a plataforma mais rapidamente. Os
pardmetros mensurados foram laténcia para encontrar a plataforma, trajeto percorrido,
porcentagem de tempo e frequéncia de cruzamentos no contador que continha a plataforma
naquele dia, porcentagem de tempo e frequéncia de cruzamentos no contador onde a plataforma
estava localizada no dia anterior e no local exato que delimitava a circunferéncia da plataforma
também no dia anterior. E interessante observar que os parametros relacionados ao padrio de
navegacao dos animais no dia anterior (4rea do contador e da plataforma) fornecem indices mais
precisos de busca e extingdo de uma resposta armazenada na memoria operacional ao longo de
24 horas.

O teste de memoria operacional foi dividido em duas fases consecutivas em ambos o0s
experimentos: nos seis primeiros dias, de 1 a 6 o ITI foi igual a 5 minutos e na fase seguinte, nos
dias 7 a 11, o ITI foi igual a 15 minutos. Para ambas as fases, foram realizadas 3 tentativas

diarias.
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Analise de dados

Todos os resultados comportamentais foram submetidos a andlise de variancia para
medidas repetidas (ANOVA) e quando necessario, foi empregado o teste post hoc de Tukey
HSD para comparacdes multiplas. As andlises foram realizadas com o auxilio do programa
Statistica v. 10 (StatSoft, Inc., 2011) e os resultados foram considerados significantes quando os
valores de p foram iguais ou menores que 0,05.

No teste de memoria de referéncia, foi realizada uma ANOVA separada para cada
parametro (laténcia, trajeto, porcentagem de tempo no quadrante da plataforma e velocidade de
nado), considerando-se os grupos com diferentes historicos reprodutivos (NUL, PRIM, PRIV,
SENS) como fator entre-sujeitos, e "Sessao" (12 dias no Experimento 1 e 8 dias no Experimento
2) e "Tentativa" (2 no Experimento 1 e 3 no Experimento 2) como fatores intra-sujeitos. Apenas
para efeitos de apresentacdo dos resultados envolvendo o teste de memoria de referéncia, foi
realizada uma média dos escores das tentativas por sessao.

No teste de avaliagdo e extingdo da resposta adquirida, cada tentativa diaria de 180
segundos foi dividida em 3 blocos consecutivos de 60 segundos cada. Os parametros
porcentagem de tempo e frequéncia de cruzamentos no local da plataforma foram analisados
separadamente, tendo como fatores entre-sujeitos os grupos experimentais e como fatores intra-
sujeitos "Sessdo" (2 dias) e "Bloco" (3 de 60 segundos cada), para ambos os experimentos.

Em relagdo aos escores obtidos no teste de memoria operacional, "Tentativa" e "Fase"
foram considerados fatores intra-sujeitos e os grupos como fatores entre-sujeitos. Com o objetivo
de comparar o desempenho dos animais ao longo das tentativas, levando em considerag¢ao o ITI,

as 11 sessdes do teste de memoria operacional foram divididas em 2 fases: a primeira, cujo ITI
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foi igual a 5 minutos, compreendeu os dias 2 a 6 (o primeiro dia foi excluido pois hd muita
variabilidade nas respostas), e a segunda fase, cujo ITI foi igual a 15 minutos, incluiu os dias 7 a
11, para ambos os experimentos. Isto ¢, para cada uma dessas fases, calculou-se as médias de
cada escore por tentativa incluindo-se nas mesmas os dados de todas as sessdes, de modo que a
evolucdo dos escores ao longo das tentativas expressou o funcionamento da memoria operacional

levando em consideragdo o ITI.

Resultados - Experimento 1 (avaliacio iniciada uma semana apos o desmame dos filhotes)
Memoria de referéncia

Durante o processo de sensibilizagdo maternal, foram observados eventos de rejeigdo e
agressao aos filhotes por parte de trés ratas expostas a filhotes adotivos. Essas ratas foram
excluidas dos experimentos.

A Figura 1.1 apresenta os resultados obtidos no teste de memoria de referéncia no
labirinto aquatico de Morris. A ANOVA revelou auséncia de diferencas significantes em relagao
ao fator Grupo para os parametros laténcia (Figura 1.1A), trajeto percorrido (Figura 1.1B),
porcentagem de tempo no quadrante da plataforma (Figura 1.1C) e velocidade de nado (Figura
1.1D), (F 333 = 0,58-1,51, p > 0,22). Em contraste, a ANOVA revelou efeitos significantes em
relacdo aos fatores Sessdo (F ;1415 = 34,72-58,61, p < 0,01) e Tentativa (F 135 =5,29-8,94, p <
0,03) para laténcia e trajeto percorrido. Nao houve interagdo entre os fatores Grupo e Sessdo (F
33418 = 0,49-1,49, p > 0,74) e Grupo, Sessdo e Tentativa (F 33413 = 1,33-1,70, p > 0,10) em

qualquer dos pardmetros analisados no teste de memoria de referéncia espacial.
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Figura 1.1 - Desempenho de ratas Wistar no teste de memoria de referéncia no labirinto aquatico de
Morris realizado ao longo de 12 sessdes de treino, expresso pelos pardmetros laténcia (A), trajeto
percorrido (B), porcentagem de tempo no quadrante da plataforma (C) e velocidade de nado (D),
considerando a experiéncia maternal dos animais dos diferentes grupos. Os dados estdo representados em
termos de média = EPM. Valores médios de duas tentativas por sessdo foram usados para representacdo
grafica dos dados.

Assim, os resultados mostram que a experiéncia maternal ndo resultou em alteragdes na

aquisi¢do e desempenho dos animais na tarefa de memoria de referéncia espacial no labirinto

aquatico de Morris; mostram ainda que todos os grupos foram capazes de aprender e
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desempenhar a tarefa de forma semelhante, melhorando seu desempenho ao longo das sessdes e
tentativas. Adicionalmente, a auséncia de diferengas no parametro velocidade de nado aponta

que a motivacgao para cumprir a tarefa foi semelhante entre os grupos.

Avaliagdo da memoria de referéncia e extingdo da resposta adquirida (“Probe Test”)

A ANOVA revelou auséncia de efeitos significantes relacionados ao fator Grupo tanto
em relacdo a porcentagem de tempo (Figura 1.2A) como na frequéncia de cruzamentos no
contador da plataforma (Figura 1.2B), (F 335 = 0,16-0,76, p > 0,51). Por outro lado, a ANOVA
revelou efeitos significantes em relagdo aos fatores Sessdo (F ;33 = 19,08-20,98, p < 0,001) e
Bloco (F 276 = 52,49-52,78, p < 0,001). Portanto, os resultados indicam que todos os grupos
exibiram taxas equivalentes de busca pelo local previamente refor¢ado e de extingdo do
comportamento de busca pela plataforma em sua localizagdo prévia, sendo, portanto, capazes de
adaptar seu comportamento as novas contingéncias de refor¢co da tarefa, procurando pela

plataforma em outros setores da piscina.
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Figura 1.2 - Desempenho de ratas Wistar no teste de avaliagdo e extingdo da resposta aprendida ("Probe
test") no labirinto aquatico de Morris, realizado ao longo de 2 sessdes, com uma tentativa diaria de 180
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segundos cada. O desempenho ¢é expresso pelos parametros porcentagem de tempo (A) e frequéncia de
cruzamentos (B) no contador da plataforma, considerando a experiéncia maternal dos animais dos
diferentes grupos. Para analise temporal do desempenho dos animais, cada tentativa foi dividida em 3
blocos consecutivos de 60 segundos cada. Os dados estdo representados em termos de média = EPM.

Portanto, esses resultados mostram que a experiéncia reprodutiva em fémeas ndo gera
alteracdes significativas no desempenho de uma tarefa que avalia memoria de referéncia espacial
e também ndo altera a taxa de extingdo do comportamento de busca pela plataforma no Probe

Test, assim como a flexibilidade comportamental diante da nova contingéncia de reforco.

Memoria operacional

A ANOVA revelou auséncia de diferengas significativas relacionadas ao fator Grupo em
relacdo aos parametros laténcia (Figura 1.3A), trajeto percorrido (Figura 1.3B), porcentagem de
tempo (Figura 1.3C) e frequéncia de cruzamentos no contador da plataforma (Figura 1.3D); (F
338 = 0,38-1,47, p > 0,23), indicando que a experi€éncia maternal ndo altera a memoria

operacional dessas fémeas.
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Figura 1.3 - Desempenho de ratas Wistar no teste de memoria operacional no labirinto aquatico de

Morris. Os animais foram avaliados ao longo de 10 sessdes consecutivas, sendo as cinco primeiras com
um ITI= 5 minutos (Fase 1) e as cinco ultimas com ITI= 15 minutos (Fase 2); cada sessdo consistiu de 3

tentativas. O desempenho dos animais ¢ expresso pelos parametros laténcia (A), trajeto percorrido (B),
porcentagem de tempo (C) e frequéncia de cruzamentos (D) no contador da plataforma em funcdo das
experiéncias maternais dos animais dos diferentes grupos. Para a analise do desempenho ao longo das

tentativas, foram calculadas médias de cada uma das 3 tentativas diarias em cada fase de treino, incluindo
todas as sessoes daquela fase. Os dados estio representados em termos de média = EPM.

A ANOVA revelou ainda diferengas significantes em relacdo ao fator Tentativa (F 576 =

106,11-211,53 p < 0,001) para os parametros laténcia, trajeto percorrido, porcentagem de tempo
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e frequéncia de cruzamentos no contador da plataforma, indicando o funcionamento da memoria
operacional. Ademais, a ANOVA revelou auséncia de interagdes significantes em relagdo aos
fatores Grupo e Fase (F 535=0,40-0,98, p > 0,70) e Grupo, Fase e Tentativa (F ¢76=0,19-1,33, p
> (,25), em qualquer dos parametros analisados, indicando que o desempenho dos animais dos
diferentes grupos ndo sofre interferéncia do tempo de intervalo entre as tentativas. Portanto,
todos os grupos foram capazes de aprender e completar a tarefa de forma semelhante,
melhorando seu desempenho ao longo das tentativas.

Adicionalmente, foi possivel avaliar (1) a memoria sobre a area onde a plataforma estava
posicionada no dia anterior, bem como (2) a taxa de extin¢do desse comportamento ao longo das
trés tentativas do teste de memoria operacional. Essas medidas estdo representadas pelos
parametros porcentagem de tempo (Figura 1.4A) e frequéncia de cruzamentos (Figura 1.4B) no
contador critico e porcentagem de tempo (Figura 1.4C) e frequéncia de cruzamentos (Figura

1.4D) no exato local da plataforma do dia anterior.
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C % Tempo no local da plataforma do dia anterior D Frequéncia de cruzamentos no local da plataforma do dia anterior
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Figura 1.4 - Desempenho de ratas Wistar no teste de memoria operacional no labirinto aquatico de
Morris. Os animais foram avaliados ao longo de 10 sessdes consecutivas, sendo as cinco primeiras com
um ITI = 5 minutos (Fase 1) e as cinco ultimas com ITI = 15 minutos (Fase 2); cada sessdo consistiu em 3
tentativas. O desempenho dos animais € expresso pelos parametros porcentagem de tempo (A) e
frequéncia de cruzamentos (B) no contador da plataforma do dia anterior, porcentagem de tempo (C) e
frequéncia de cruzamentos (D) no local exato da plataforma do dia anterior, em fungdo da experiéncia
maternal dos diferentes grupos. Para a analise do desempenho ao longo das tentativas, foram calculadas
médias de cada uma das trés tentativas didrias em cada fase de treino. Os dados estdo representados em
termos de média + EPM.

A ANOVA revelou auséncia de diferengas significantes em relagdo ao fator Grupo (F 333
= 0,27-1,25, p > 0,30), bem como auséncia de diferencas significantes na interacdo entre os
fatores Grupo e Tentativa (F 333 = 0,24-0,70, p > 0,54) em relagdo aos pardmetros porcentagem
de tempo e frequéncia de cruzamentos no contador assim como no local exato onde a plataforma
estava localizada no dia anterior, indicando que a experiéncia maternal ndo alterou a memoria
dos animais em relacdo a lembranga da localizacdo da plataforma na sessdo anterior, i.e., 24
horas antes.

Em conjunto, os resultados do Experimento 1 mostram que a experiéncia maternal em

ratas da linhagem Wistar ndo produz alteragdes de memoria espacial nas versdes envolvendo
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memoria de referéncia e memoria operacional no labirinto aquatico de Morris, quando os

animais sdo avaliados uma semana apds o desmame e separacao dos filhotes.

Resultados - Experimento 2 (avaliacio iniciada durante o periodo de cuidados maternais)
Memoria de referéncia

Neste experimento, os testes comportamentais foram iniciados cerca de 24 horas apos o
nascimento dos filhotes dos grupos PRIM e PRIV e no primeiro dia de exposi¢do aos filhotes
adotivos no grupo SENS. Da mesma forma que no Experimento 1, a plataforma permaneceu no
quadrante noroeste durante todo o treino. Os animais foram submetidos a 8 sessdes consecutivas
no teste de memoria de referéncia, com 3 tentativas diarias € um intervalo de 10 minutos entre
elas. O niumero de sessdes nesse teste foi reduzido com o objetivo de incluir todos os testes

comportamentais dentro do periodo de lactagdo e cuidados com os filhotes (21 dias). Os

resultados sdo apresentados na Figura 1.5.
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C %Tempo no quadrante da plataforma D Velocidade de nado
40 7 —e— Nuliparas 457 —e— Nuliparas
—o— Primiparas —e— Primiparas
—v— Privadas 40 4 —v— Privadas
30 4 Sensibilizadas — Sensibilizadas
<3
_ £
N L 354
~ Q
o =l
g <
20 - ‘5 304
5 g »
o
>
25
10 4

20

Sessoes (Dias) Sessoes (Dias)

Figura 1.5 - Desempenho de ratas Wistar no teste de memoria de referéncia no labirinto aquatico de
Morris ao longo de 8 sessdes de treino, expresso pelos parametros laténcia (A), trajeto percorrido (B),
porcentagem de tempo no quadrante da plataforma (C) e velocidade de nado (D) em fungdo da
experiéncia maternal dos diferentes grupos. Os dados estdo representados em termos de média + EPM.
Valores médios de duas tentativas por sessdo foram usados para representagdo grafica dos dados.

A ANOVA revelou auséncia de diferengas significantes em relagdo ao fator Grupo para
os parametros laténcia e porcentagem de tempo no quadrante da plataforma (Figuras 1.5A e
1.5C), (F 324 = 0,62-0,92, p > 0,44). Interessantemente, a ANOVA envolvendo o pardmetro
trajeto percorrido apresentou um efeito de Grupo marginalmente significativo (Figura 1.5B), (F
324 = 2,90, p = 0,05553). De fato, a inspecdo da Figura 1.5B sugere que o grupo SENS exibiu
uma taxa de aquisicdo da tarefa mais lenta em relacdo ao grupo NUL, particularmente nas
sessOes iniciais de treino. Adicionalmente, a ANOVA revelou a existéncia de um efeito
significante em relagdo ao fator Grupo envolvendo a velocidade de nado (Figura 1.5D), (F 324 =
5,17, p = 0,006). A analise post hoc indicou que o grupo SENS exibiu velocidades de nado
significantemente maiores em relagdo aos grupos NUL e PRIV (p = 0,006 e p = 0,013,

respectivamente) e quase significantemente maiores que a do grupo PRIM (p = 0,082). A

ANOVA revelou ainda interacao significante entre os fatores Grupo e Sessao (F 21165 = 2,23, p =
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0,002), indicando padrdes de velocidades diferentes ao longo das sessdes no grupo SENS quando
comparado aos demais grupos.

Portanto, os resultados do teste de memoria de referéncia indicam que ratas Wistar
sensibilizadas exibem marcadas alteracdes na velocidade de nado em relagdo aos demais grupos,
sugerindo que sua motivagdo para o desempenho da tarefa foi distinto. Esse aumento na
velocidade de nado pode denotar uma hiperatividade que, por sua vez, pode ter prejudicado seu
desempenho na tarefa, particularmente nas fases iniciais de treino, que correspondeu a fase de
exposicao aos filhotes adotivos. O aumento no trajeto percorrido também indica um prejuizo que

pode ter relacdo com o aumento da velocidade de nado.

Avaliagdo da memoria de referéncia e extingdo da resposta adquirida (“Probe Test”)

A ANOVA revelou auséncia de efeitos significantes relacionados ao fator Grupo no
parametro porcentagem de tempo no contador (F 324 = 1,02, p = 0,40), (Figura 1.6A) e um efeito
marginalmente significante no fator Grupo relacionado ao parametro frequéncia de cruzamentos
no contador (F 324 = 2,51, p = 0,08), (Figura 1.6B). De fato, a inspe¢do do grafico sugere que os
grupos PRIV e SENS exibiram um desempenho sutilmente melhor na lembranga do local onde a
plataforma estava posicionada durante o teste de memoria de referéncia. A ANOVA também
revelou uma interagdo significante entre os fatores Grupo e Bloco na frequéncia de cruzamentos
no contador (F 43 = 2,50, p = 0,03), (Figura 1.6B) e uma interacdo quase significante entre os
mesmos fatores no pardmetro porcentagem de tempo no contador (F 324 = 2,19, p = 0,059),
(Figura 1.6A). Esses resultados indicam que o desempenho dos grupos foi diferente ao longo do
tempo. A ANOVA revelou ainda efeito significante em relagdo aos fatores principais Sessao (F
124 =27,63-55,57, p < 0,001) e Bloco (F 243 =20,25-26,19, p < 0,001) tanto para a porcentagem
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de tempo como para a frequéncia de cruzamentos no contador que continha a plataforma,

indicando que os animais foram capazes de extinguir o comportamento de busca pela plataforma

em sua localizacdo prévia.
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Figura 1.6 - Desempenho de ratas Wistar no teste de avaliagdo e extingdo da resposta aprendida ("Probe
test") no labirinto aquatico de Morris. Os animais dos diferentes grupos foram avaliados ao longo de 2
sessOes, com uma tentativa diaria de 180 segundos, em que a plataforma foi removida da piscina. O
desempenho ¢ expresso pelos parametros porcentagem de tempo (A) e frequéncia de cruzamentos (B) no
contador da plataforma. Para analise temporal do desempenho dos animais, cada tentativa foi dividida em
3 blocos consecutivos de 60 segundos cada. Os dados estdo representados em termos de média £ EPM.

O teste de avaliacdo e exting@o da resposta adquirida mostrou um desempenho sutilmente
melhor dos grupos SENS e PRIV quanto a lembranca do local onde a plataforma estava

posicionada nos dias anteriores. Adicionalmente, os resultados mostraram que a extin¢do desse

comportamento ao longo do tempo foi diferente entre os grupos.

Memoria operacional

Assim como no Experimento 1, no teste de memoria operacional, a localizagdo da

plataforma foi alterada diariamente. Os resultados sdo apresentados na Figura 1.7.
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Figura 1.7 - Desempenho de ratas Wistar no teste de memoria operacional no labirinto aquatico de
Morris ao longo de 10 sessdes consecutivas, sendo as cinco primeiras com um ITI= 5 minutos (Fase 1) e
as cinco ultimas com ITI= 15 minutos (Fase 2); cada sessdo consistiu em 3 tentativas. O desempenho dos
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animais € expresso pelos pardmetros laténcia (A), trajeto percorrido (B), porcentagem de tempo (C),
frequéncia de cruzamentos (D) no contador da plataforma e velocidade de nado (E), em fun¢do de sua
experiéncia maternal. Para a analise do desempenho ao longo das tentativas, foram calculadas médias de
cada uma das 3 tentativas diarias em cada fase de treino. No parametro velocidade de nado, foram
calculadas médias de 3 tentativas em cada sessdo para representar o desempenho dos animais ao longo
dos dias. Os dados estdo representados em termos de média £ EPM.

A ANOVA revelou um efeito significante em rela¢do ao fator Grupo tanto para a laténcia
(F 324=4,20, p =0,015), (Figura 1.7A) como para o trajeto percorrido (F 324 = 4,98, p = 0,007),
(Figura 1.7B). Analises post hoc mostraram que o grupo PRIV exibiu laténcias menores que o
grupo NUL (p = 0,021), bem como trajetos menores do que os grupos SENS (p = 0,008) e NUL
(p = 0,023), indicando que a privacdo de contato com os filhotes por 6 horas didrias resultou
numa aquisicdo mais eficiente da tarefa. A ANOVA mostrou ainda auséncia de efeito
relacionado ao fator Grupo no parametro porcentagem de tempo no contador (F 324 = 1,24, p >
0,30), (Figura 1.7C) e um efeito marginalmente significante relacionado ao fator Grupo no
parametro frequéncia de cruzamentos no contador da plataforma (F 324 = 2,91, p = 0,055),
(Figura 1.7D). Neste ultimo, a inspe¢do do grafico sugere que o grupo PRIV exibiu um
desempenho diferente dos demais grupos. A ANOVA também revelou diferencas significantes
em relacdo ao fator Tentativa (F 45 = 7,79-266,02, p < 0,002) nos parametros laténcia, trajeto
percorrido, porcentagem de tempo e frequéncia de cruzamentos no contador da plataforma,
indicando melhora de desempenho ao longo das tentativas. Ademais, a auséncia de interacdes
significantes entre os fatores Grupo e Tentativa nos pardmetros trajeto percorrido e porcentagem
de tempo no contador da plataforma (F 643 = 1,03-1,72, p > 0,13) e Grupo e Fase nos parametros
laténcia, trajeto percorrido e frequéncia de cruzamentos no contador da plataforma (F 3,4 = 0,54-
2,01, p > 0,13), indica que o desempenho entre os diferentes grupos nao difere ao longo das

tentativas e nem em relacdo ao tempo de intervalo entre elas, nesses parametros. Entretanto, a
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ANOVA revelou uma interagdo significante entre os fatores Grupo e Tentativa no parametro
frequéncia de cruzamentos no contador da plataforma (F ¢43 = 8,62, p = 0,001). A anéalise post
hoc mostrou que o Grupo PRIV exibiu padrdes diferentes de precisdo na busca pela plataforma
na area do contador, quando comparado aos demais grupos. E interessante observar que a
ANOVA mostrou um efeito marginalmente significante relacionado a interagdo entre os fatores
Grupo e Tentativa no parametro laténcia (F 643 = 1,94, p = 0,092), sugerindo que o desempenho
dos grupos foi quase diferente ao longo das tentativas. Adicionalmente, a ANOVA revelou uma
interacdo significante entre os fatores Grupo e Fase no pardmetro porcentagem de tempo no
contador da plataforma (F 354 = 18,19, p = 0,001). Andlises post hoc mostraram que o grupo
PRIV exibiu um padrao de desempenho diferente dos demais grupos quando o ITI foi igual a 5
minutos.

Em relagdo ao parametro velocidade de nado (Figura 1.7E), a ANOVA revelou um efeito
relacionado ao fator Grupo (F 324 = 8,64, p < 0,001), mostrando que o grupo SENS exibiu
velocidades maiores que o grupo NUL (post hoc p < 0,001) e também maiores que o grupo PRIV
(post hoc p = 0,023). A andlise post hoc mostrou ainda que o grupo PRIM exibiu velocidades
maiores que o grupo NUL (p = 0,009). A ANOVA também revelou um efeito relacionado a
interacdo entre os fatores Grupo e Sessdo (F 1296 = 2,05, p = 0,027) e as andlises post hoc
indicaram que o grupo PRIV exibiu padroes de velocidade distintos em relagdo aos demais
grupos. Adicionalmente, um efeito significante em relagdo ao fator Tentativa (F 45 = 6,32, p =
0,003) mostrou que os animais aumentaram suas velocidades de nado ao longo das tentativas. A
ANOVA revelou ainda auséncia de significancia relacionada ao fator Fase (F 124 = 0,002, p =

0,96) e a interagdo entre os fatores Grupo e Tentativa (Fe4s = 1,40, p = 0,23) e Grupo e Fase (F
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324= 1,34, p =0,28), indicando que a velocidade de nado entre os diferentes grupos nao difere ao
longo das tentativas e nem sofre influéncia do intervalo de tempo entre elas.

A Figura 1.8 mostra os resultados que expressam o desempenho dos animais em relacdo a
lembranca da localizacdo da plataforma no dia anterior. A ANOVA revelou auséncia de
diferencas significantes relacionadas ao fator Grupo (F 324 = 0,13-0,95, p > 0,43), Fase (F ;24 =
0,01-1,07, p > 0,30) e a interacdo entre os fatores Grupo e Tentativa (F 645 = 0,37-1,25, p > 0,29)
e Grupo e Fase (F 324 = 0,54-1,75, p > 0,18) nos parametros porcentagem de tempo (Figura
1.8A), frequéncia de cruzamentos (Figura 1.8B) no contador da plataforma e porcentagem de
tempo (Figura 1.8C) e frequéncia de cruzamentos (Figura 1.8D) no local exato onde a plataforma
estava localizada no dia anterior, indicando que os animais de todos os grupos foram capazes de
lembrar o local onde a plataforma estava localizada no dia anterior (i.e., 24 h antes) e extinguir o

comportamento de busca nesse local ao longo do tempo.
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C % Tempo no local da pldtaforma do dia anterior D Frequéncia de cruzamentos no 15cal da plataforma do dia anterior
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Figura 1.8 - Desempenho de ratas Wistar no teste de memoria operacional no labirinto aquatico de
Morris. Os animais foram avaliados ao longo de 10 sessdes consecutivas, sendo as cinco primeiras com
um ITI= 5 minutos (Fase 1) e as cinco tltimas com ITI= 15 minutos (Fase 2); cada sessdo consistiu em 3
tentativas. O desempenho dos animais € expresso pelos parametros porcentagem de tempo (A) e
frequéncia de cruzamentos (B) no contador da plataforma do dia anterior, porcentagem de tempo (C) e
frequéncia de cruzamentos (D) no local exato da plataforma do dia anterior, em fungdo da experiéncia
maternal dos diferentes grupos. Para a andlise do desempenho ao longo das tentativas, foram calculadas
médias de cada uma das trés tentativas diarias em cada fase de treino. Os dados estdo representados em
termos de média + EPM.

Portanto os resultados do teste de memoria operacional mostram que ratas Wistar
primiparas, privadas de contato com seus filhotes por 6 horas diarias exibiram uma aquisi¢ao
mais eficiente, cumprindo a tarefa de forma mais rapida e percorrendo trajetos menores. Além
disso, ratas sensibilizadas pelo contato com filhotes adotivos exibiram velocidades de nado
maiores, indicando que sua motiva¢do durante a aquisi¢do da tarefa foi distinta em relacdo aos
demais grupos.

Em conjunto, os resultados do Experimento 2 mostram que diferentes formas de
experiéncia maternal influenciam o desempenho de ratas Wistar em tarefas de memoria espacial,

quando os animais sdo avaliados durante o periodo de lactacdo/exposicdo aos filhotes. De forma

mais especifica, a experiéncia maternal em ratas sensibilizadas, caracterizada pelo contato didrio
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por 6 horas com filhotes adotivos, resultou em alteragdes na velocidade de nado tanto no teste de
memoria de referéncia quanto no teste de memoria operacional, indicando que sua motivacao
para desempenhar a tarefa foi distinta, possivelmente por estar relacionada com elevacdo nos
niveis de ansiedade e hiperatividade que, por sua vez, podem ter levado a uma aquisicdo mais
lenta da tarefa. Adicionalmente, a exposi¢cdo intermitente aos filhotes em ratas primiparas

exerceu um efeito positivo no desempenho dos animais na tarefa de memoria operacional.

Discussio

Os resultados do Experimento 1 mostraram que a experiéncia maternal ndo gerou
alteracdes de desempenho em ratas da linhagem Wistar avaliadas 7 dias apos o
desmame/exposi¢do aos filhotes, tanto numa tarefa de memoria de referéncia quanto numa tarefa
de memoria operacional. A distingdo entre memoria de referéncia e operacional ¢ importante,
pois estas envolvem mecanismos neurais e psicologicos diferentes (Olton, 1983). A memoria
operacional esta relacionada a manipulacdo e evocagdo de informagdes condicionadas a uma
unica tentativa, as quais podem ser usadas para orientar uma acao prospectiva e, logo ap6os o seu
uso, podem ser descartadas (Olton & Papas, 1979). Ja a memoria de referéncia esté relacionada
com a formagdo de uma memoria estavel, de longo prazo, que pode ser usada para guiar uma
acdo em varias tentativas subsequentes (Olton & Papas, 1979).

Em contraste aos nossos resultados obtidos no Experimento 1, Kinsley et al., (1999)
relatou uma melhora significativa na memdria espacial de ratas Sprague-Dawley que passaram
pela experiéncia maternal. Num primeiro experimento, ratas MULT e NUL da linhagem
Sprague-Dawley foram avaliadas no labirinto radial de 8 bragos por 16 dias. Os resultados

mostraram que as ratas MULT fizeram mais escolhas corretas ao procurar pela recompensa nos
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primeiros 6 dias de teste. Num segundo experimento, ratas PRIM, SENS e NUL foram
submetidas a um teste de memoria de referéncia na versdo seca do labirinto de Morris. Os
resultados mostraram que as ratas PRIM e SENS foram mais rapidas para cumprir a tarefa em
comparacdo com as ratas NUL (Kinsley et al., 1999). No entanto, alguns fatores importantes
devem ser levados em consideragdo na interpretacao desses resultados. Olton (1979) alerta para o
fato de que roedores podem se deslocar em labirintos de diversas formas, sem necessariamente
fazer uso da memoria para cumprir a tarefa. No labirinto radial de 8 bragos, particularmente, os
animais podem guiar-se pelo uso de pistas internas ao labirinto, como o cheiro do alimento no
final dos bragos ou mesmo trilhas de odor deixadas em tentativas anteriores (Olton, 1983). O
autor ressalta ainda que para cumprir a tarefa no labirinto radial, os animais podem fazer uso de
estratégias, por exemplo, adotando um padrdo de sempre virar a direita quando retornam a
plataforma central apds uma escolha e entdo, entrando dois bragos depois daquele que esta
acabando de sair (Olton, 1983). Esse tipo de resposta denota um comportamento que ¢
conveniente num determinado momento para se atingir um objetivo (encontrar o alimento), mas
torna-se ineficaz quando ha alteragdes internas ao labirinto (pistas proximais). Em contaste,
labirintos amplos, abertos e elevados minimizam o uso de estratégias (Olton, 1983), como por
exemplo, deslocar-se com base em alguma pista proximal localizada no chdo ou internamente ao
labirinto ou ainda, deslocar-se em circulos adotando apenas uma dire¢do em sentido horario ou
anti-hordrio até encontrar o refor¢o ao acaso (Yoerg & Kamil, 1982). Quando o labirinto ¢
posicionado em um ambiente com varios estimulos discriminativos em forma de pistas distais,
ele enfatiza a aquisi¢do de uma memoria por meio de mapeamento espacial (O'Keefe &
Conway, 1978). Esse tipo de memoria ¢ adquirida de forma gradativa, apds algumas sessoes de

treino, proporcionando desempenhos mais eficientes em comparagdo com estratégias de
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guiamento, pois apoOs a sua aquisicdo os animais podem desempenhar a tarefa mesmo que poucas
pistas distais estejam disponiveis (O Keefe & Nadel, 1978).

O fato de os animais exibirem um desempenho melhor ja& no inicio do treino no
experimento de Kinsley et al. (1999), sugere que as ratas MULT estariam adotando estratégias
de forrageamento mais eficazes do que as NUL e ndo fazendo uso de memoria para desempenhar
a tarefa, pois se essa diferenga estivesse relacionada a processos de memoria, o desempenho
entre MULT e NUL seria inicialmente igual e tornar-se-ia melhor apenas depois de alguns dias
de treino, durante os quais construiriam as relacdes espaciais de forma mais eficaz,
proporcionando entdo o melhor desempenho. O labirinto aquético de Morris utilizado em nossos
experimentos ¢ amplo, medindo 200 cm de diametro, foi posicionado em uma sala com vérias
pistas distais salientes e nenhuma pista proximal foi disponibilizada para os animais (Figura 1).
Estes fatores restringem o uso de estratégias de guiamento e estimulam o uso do mapeamento
espacial (Olton, 1983), o que pode explicar a auséncia de diferencas no desempenho dos
diferentes grupos avaliados nesse experimento. Adicionalmente, os experimentos de Kinsley et
al. (1999) na versao seca do labirinto de Morris usaram a reducdo na laténcia como indicador de
melhora no desempenho espacial dos animais e ndo a distdncia percorrida. Pawluski & Galea
(2008) sugerem que a laténcia ndo ¢ o parametro mais indicado para expressar o desempenho em
tarefas de memoria espacial, pois estd intimamente relacionada com a atividade motora e ndo
com a memoria estritamente. Portanto, € possivel que as diferengas observadas em Kinsley et al.
(1999) sejam relacionadas a habilidade motora e/ou a estratégia de busca adotada pelas ratas que
passaram pela experiéncia maternal e ndo & memdria.

Similarmente aos nossos resultados obtidos no Experimento 1, Zimberknopf et al. (2011)

ndo encontraram diferengas na memoria espacial de ratas NUL e PRIM da linhagem Wistar
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avaliadas no labirinto aquatico de Morris. Grupos independentes de animais de ambas as
condigdes reprodutivas foram avaliados ao redor dos 3 meses (15 dias ap6s o desmame dos
filhotes) e 18 meses de idade (15 meses apds o desmame dos filhotes). Interessantemente, no
teste de memoria de referéncia as ratas PRIM aos 18 meses exibiram uma estratégia de busca
pela plataforma diferente quando comparadas com as NUL da mesma idade, escaneando a
piscina em sua por¢do mais central, enquanto que suas equivalentes NUL passaram mais tempo
nas porc¢des externas. Adicionalmente, as ratas PRIM jovens entraram mais vezes no contador do
dia anterior (4rea onde a plataforma estava posicionada 24 h antes) em relagdo as suas
equivalentes NUL, demonstrando um comportamento de perseveranga na busca pela plataforma
no teste de memoria operacional. Esses dados reforcam a ideia de que as ratas que passaram pela
experiéncia maternal utilizam estratégias mais eficazes que as nuliparas e ndo necessariamente
fazem uso de uma memoria aperfeigoada para cumprir a tarefa.

Outro fator importante que exerce efeito sobre a memoria espacial de ratas que
vivenciaram a experiéncia maternal ¢ o momento em que elas sdo avaliadas. Existem relatos de
melhora no desempenho espacial durante a gestagdo (Bodensteiner et al., 2006; Galea et al.,
2000). Por outro lado, um prejuizo acentuado ¢ observado nos quatro primeiros dias apos o parto
(Darnaudéry et al., 2007). Outros estudos mostram ainda que a melhora de desempenho s6 ¢
observada apos o desmame dos filhotes (34 dias depois: Pawluski et al., 2006b; 2 a 4 dias depois:
Pawluski et al., 2006a; 15 dias e 16 meses depois: Lemaire et al., 2006; 22 dias, 12 e 18 meses
depois: Gatewood et al., 2005). Em contraste, outros estudos mostram auséncia de diferengas na
memoria espacial entre NUL e PRIM quando avaliadas apds o desmame dos filhotes (Lambert et
al., 2005; Zimberknopf et al., 2011). A origem da disparidade entre os resultados mencionados

pode estar no fato de que estes estudos geralmente avaliam os mesmos animais em periodos
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diferentes ao longo da gestacdo, periodo pds-parto e poés-desmame dos filhotes. Assim, pode ser
que exista um efeito de treino relacionado & melhora no desempenho dos animais.

No Experimento 2 do presente estudo, grupos independentes de animais constituidos de
forma similar aos grupos do Experimento 1, foram expostos a testes cujo inicio se deu cerca de
24 horas ap0s o parto e se estenderam por todo o periodo de lactagdo/exposicao aos filhotes (21
dias). Os resultados do teste de memoria de referéncia mostraram que as fémeas SENS exibiram
trajetos maiores que as ratas NUL nas primeiras sessdes de treino. Interessantemente, essas
fémeas também apresentaram velocidades maiores que as NUL e PRIV e quase maiores que as
PRIM (p = 0,082) no teste de memoria de referéncia. Adicionalmente, o grupo SENS também
exibiu velocidades maiores que os grupos NUL e PRIV no teste de memoria operacional.
Embora Kinsley et al. (1999) e Lambert et al. (2005) tenham mostrado melhora de desempenho
espacial em ratas sensibilizadas pela exposi¢do continua a filhotes adotivos, estes estudos nao
investigaram o desempenho dos animais durante o periodo de contato com os filhotes. E
interessante observar que o desempenho inferior das ratas SENS em nosso estudo foi observado
particularmente no inicio do treino no teste de memoria de referéncia, coincidindo com o inicio
da exposicdo aos filhotes. Durante os primeiros dias em que uma rata virgem € exposta aos
filhotes adotivos, ela tende a evitd-los e ndo exibe comportamentos maternais de imediato,
talvez, devido ao conflito entre os comportamentos de retirada e aproximagdo dos filhotes
(Fleming & Rosenblatt, 1974; Numan & Insel, 2003). Durante esse periodo ocorre uma
acentuada elevagdo nos niveis de corticosterona e sua diminuicdo se d4 apds alguns dias de
exposicdo aos filhotes, quando as fémeas passam a exibir comportamentos maternais
semelhantes as primiparas (Koranyi et al., 1977). Portanto, parece plausivel que o prejuizo de

desempenho das fémeas SENS observado em nosso estudo seja devido aos efeitos do estresse e
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da ansiedade causados pelo inicio do processo de sensibilizagdo maternal, uma vez que o estresse
e a consequente elevacdo nos niveis de glicocorticdides sdo fatores reconhecidamente
prejudiciais na aquisicdo de tarefas de memoria espacial (McLay et al., 1998; de Quervain et al.,
1998), principalmente de uma tarefa de memoria de referéncia (Coburn-Litvak et al., 2003), de
forma consistente com os nossos resultados. Como a sensibilizagio maternal em fémeas
nuliparas ¢, primariamente, uma rota de acesso a circuitaria neural envolvida com o
comportamento maternal ndo dependente de agdo hormonal (Numan & Insel, 2003), ¢ possivel
hipotetizar que essas ratas ndo se beneficiam dos efeitos atenuantes dos hormdnios sobre o
estresse, geralmente observados em ratas que passaram pela experiéncia maternal completa,
incluindo a gestacdo e o periodo de contato com os filhotes (Wartella et al., 2003; Leuner &
Shors, 2006).

Ao contrario do que era esperado, nossos resultados mostraram que as ratas privadas de
contato com os filhotes por 6 horas diarias ao longo de 21 dias, exibiram um desempenho mais
eficiente na tarefa de memoria operacional, quando avaliadas durante o periodo de lactagdo. Em
contraste, Lambert et al. (2005) ndo encontram diferencas entre PRIV e ratas NUL numa tarefa
de memoria de referéncia na versao seca do labirinto de Morris. Por outro lado, Pawluski et al.
(2006a) mostraram que as ratas que passaram pela gesta¢do e tiveram seus filhotes removidos
dentro de 24 horas, exibiram um prejuizo de desempenho para cumprir tarefas de memoria de
referéncia e operacional no labirinto radial de oito bragos. Ambos os estudos avaliaram os as
fémeas apos o periodo correspondente ao desmame e fim da lactacdo. Os nossos achados em
relacdo ao melhor desempenho das ratas PRIV no teste de memoria operacional podem refletir
um efeito motivacional da introdugdo e retirada constante dos filhotes na gaiola das fémeas.

Visto que a presenca dos filhotes pode ser considerada como uma forma de enriquecimento

65



Capitulo 1

ambiental (Pawluski & Galea, 2008), ¢ possivel hipotetizar que a retirada dos filhotes a cada 18
horas e sua reintrodu¢do na gaiola da fémea lactante apos decorridas 6 horas, tenha servido como
uma fonte de estimulagdo, porém, minimizando a possibilidade de habituagdo a esse estimulo
como ocorre com uma fémea primipara, a qual passa 24 horas em contato com os filhotes.
Diferentemente das ratas SENS, as ratas PRIV foram expostas as alteracdes hormonais
decorrentes da gestacdo e periodo pos-parto em que foram avaliadas, as quais associadas a
exposicao intermitente aos filhotes podem ter levado as alteracdes nervosas que proporcionaram
o melhor desempenho no teste de memoria operacional. De fato, o hipocampo sofre alteragdes
morfologicas e funcionais em virtude das flutua¢des hormonais que ocorrem durante a gestagdo e
o periodo pods-parto (Wooley & McEwen, 1992; Tomizawa et al., 2003; Kinsley et al., 2006).
Particularmente, os hormonios esteroides estradiol e corticosterona sofrem marcadas alteragoes
em virtude da experi€ncia maternal (Stern et al., 1973; Rosenblatt et al., 1979) e estes exercem
efeitos sobre o desempenho espacial de roedores (Bowman et al., 2001; Dohanich, 2002). Ratas
exibem um aumento nos niveis de estradiol durante a gestacdo e uma diminui¢do ao longo do
periodo pos-parto (Rosenblatt et al., 1979; Hapon et al., 2003) enquanto que a corticosterona
aumenta ao fim da gestagdo e se eleva ainda mais durante o periodo pos-parto (Stern et al., 1973;
Atkinson & Waddell, 1995). Essas flutua¢des nos niveis dos hormonios que exercem influéncia
sobre a funcionalidade e anatomia de uma estrutura conhecida pelo seu envolvimento na
memoria espacial talvez possam explicar as diferencas no desempenho, geralmente observadas
em diferentes fases durante a experiéncia maternal. Além disso, ratas que passaram pela
experiéncia maternal ndo exibem as mesmas alteragdes na morfologia hipocampal quando

atingem idades mais avancadas (Love et al., 2005) em comparacdo com suas equivalentes mais
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jovens (Wooley & McEwen, 1992; Kinsley et al., 2006), sugerindo que essas adaptagdes neurais
podem ser reversiveis € ndo permanentes.

Outro fator que chama a ateng@o ¢ a linhagem das ratas que sdo utilizadas nos estudos
sobre a influéncia da experiéncia maternal sobre as fungdes de memdria espacial. Os estudos que
mostraram melhora significativa de desempenho em ratas expostas a algum tipo de experiéncia
maternal utilizaram as linhagens Sprague-Dawley (Kinsley et al., 1999; Gatewood et al., 2005;
Lambert et al., 2005; Pawluski et al., 2006b; Darnaudéry et al., 2007) e Long-Evans (Galea et al.,
2000; Bodensteiner et al., 2006; Pawluski et al., 2006a), enquanto que na linhagem Wistar ndo
foram observadas diferencas comportamentais similares relacionadas a experiéncia maternal
(Zimberknopf et al, 2011 e Experimento 1 deste estudo). Como essas linhagens exibem
desempenhos diferentes em tarefas espaciais (Higashida & Ogawa, 1987; Harker & Whishaw,
2002; Manahan-Vaughan & Schwegler, 2011), é possivel hipotetizar que os seus desempenhos
também podem diferir em funcdo da experi€éncia maternal, de forma linhagem-dependente.
Portanto, para responder essa questdo, seriam necessarios estudos comparando especificamente o
desempenho de ratas de diferentes linhagens que passaram pela mesma experiéncia maternal, na
mesma tarefa comportamental.

Em conjunto, os resultados descritos neste capitulo mostram que a experiéncia maternal
ndo gera alteragdes no desempenho espacial de ratas Wistar avaliadas 7 dias apds o desmame dos
filhotes. Em contraste, quando avaliadas durante o periodo de lactagcdo/exposi¢do aos filhotes,
fémeas sensibilizadas exibiram altera¢cdes motivacionais, tanto numa tarefa de memoria de
referéncia quanto numa tarefa de memoria operacional no labirinto aquético de Morris.
Adicionalmente, ratas que passaram pela gestagdo e foram privadas de contato com os seus

filhotes por 6 horas didrias apresentaram um melhor desempenho no teste de memoria
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operacional, sugerindo que as altera¢cdes hormonais decorrentes da gestacdo e periodo pds-parto
associadas a exposicao intermitente aos filhotes geraram alteragdes nervosas que resultaram num
desempenho melhor. Estes resultados estendem os dados da literatura, mostrando que diferentes
formas de experiéncia maternal produzem alteragdes de memoria espacial em ratas, porém, esse

efeito se mostrou dependente do periodo pds-parto em que os animais sdo avaliados.
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Capitulo II

Memoria espacial em ratas expostas a experiéncia maternal: uma comparacio entre as
linhagens Wistar e Sprague-Dawley

Ilton Santos da Silva' e Gilberto Fernando Xavier'

Palavras-chave: Experiéncia maternal, memoria espacial, Wistar, Sprague-Dawley.

A maternidade gera alteracdes comportamentais e fisiolégicas na fémea que contribuem
para que a prole e a genetriz sobrevivam. Estudos anteriores sugerem que a experiéncia maternal
em fémeas de linhagens diferentes gera efeitos comportamentais distintos em tarefas espaciais. O
presente estudo teve como objetivo comparar o desempenho de ratas primiparas (PRIM) e
nuliparas (NUL) das linhagens Sprague-Dawley e Wistar em tarefas espaciais nas versdes que
avaliam memorias de referéncia e operacional no labirinto aquatico de Morris. Os testes
comportamentais tiveram inicio cerca de 24 horas ap6s o nascimento dos filhotes. Os resultados
mostraram que as ratas PRIM da linhagem Sprague-Dawley exibiram melhores desempenhos em
relagdo as NUL da mesma linhagem e também em relagdo as ratas PRIM da linhagem Wistar,
expressos por meio da reducdo do comprimento do trajeto e das laténcias no teste de memoria de
referéncia. No teste de memoria operacional, as ratas PRIM da linhagem Sprague-Dawley
exibiram um desempenho superior em relacdo as PRIM da linhagem Wistar, expresso por meio
de comprimentos de trajetos menores. Adicionalmente, ratas da linhagem Sprague-Dawley,
independentemente da experiéncia maternal, exibiram estratégias de busca mais eficientes para
cumprir a tarefa, tanto no teste de memoéria de referéncia quanto no teste de memoria
operacional. Estes resultados mostram que a experiéncia maternal gera alteragdes de desempenho
em tarefas espaciais de forma dependente da linhagem, particularmente em relagcdo as ratas

Sprague-Dawley.
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Introducio

O encéfalo materno representa um rico modelo para o estudo da plasticidade e
flexibilidade natural do sistema nervoso frente as demandas impostas pela reprodugdo. Por
exemplo, a area predptica medial do hipotdlamo (mPOA), conhecida pelo seu envolvimento na
regulacdo do comportamento maternal (Numan, 1974; Wellman et al., 1997; Stafisso-Sandoz et
al.,, 1998; Numan & Stolzenberg, 2008), exibe modificagdes na extensdo dos seus ramos
dendriticos e também no formato e tamanho dos corpos celulares dos seus neurénios em virtude
da experiéncia maternal (Keyser-Marcus et al., 2001). O hipocampo exibe marcadas alteracdes
em sua anatomia e fun¢do devido as flutuagdes hormonais que sdo comuns durante o periodo de
gestacdo e pos-parto. Essas alteracdes incluem o aumento na concentracdo de espinhas
dendriticas (Pawluski & Galea, 2005; Kinsley et al., 2006) e nos niveis do fator neurotrofico
derivado do encéfalo (BDNF) (Macbeth et al., 2008) no sub-campo CAl, além de uma
facilitacdo sinaptica mediada por receptores N-metil D-aspartato (NMDA) entre as células
piramidais da mesma regido hipocampal (Wooley et al., 1997). Adicionalmente, fatias de
hipocampo tratadas em cultura com o hormonio ocitocina exibem aumento na duragdo da
potenciacdo de longo prazo (LTP) e esse efeito também foi observado em camundongos
lactantes, sem qualquer tratamento hormonal artificial (Tomizawa et al., 2003). Como o
hipocampo ¢ uma regido tradicionalmente conhecida pelo seu envolvimento em fungdes de
memoria espacial (O'Keefe & Nadel, 1978; Xavier et al., 1999; Xavier & Costa, 2009), ¢
possivel que as adaptagdes morfofuncionais mencionadas acima contribuam para as alteracdes de
memoria espacial observadas em ratas que passaram pela experiéncia maternal (Kinsley et al.,

1999; Love et al., 2005; Pawluski et al., 2006 a).
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A aprendizagem espacial em roedores, no entanto, sofre influéncia de uma série de
variaveis como o sexo do sujeito experimental, flutuacdes nos niveis de hormonios esteroides e
efeitos deletérios do estresse e envelhecimento (Gaulin et al., 1990; Galea et al., 1996; Bowman
et al., 2001; Gatewood et al., 2005; Witty et al., 2013). Porém, essa influéncia ndo se limita a
esses fatores e suas combinagdes. Muitos estudos mostram que diferentes linhagens de roedores,
incluindo camundongos (Wiss et al., 2000; Brown & Wong, 2007; Abramov et al., 2008) e ratos
(Higashida & Ogawa, 1987; van der Staay, 1999; Harker & Whishaw, 2002; Manahan-Vaughan
& Schwegler, 2011) apresentam diferencas na taxa de aprendizagem em tarefas espaciais. Essas
diferencas entre linhagens também sdo observadas na anatomia e fun¢do do hipocampo. Epp et
al. (2011) mostraram que ratos das linhagens Sprague-Dawley e Long-Evans diferem quanto a
taxa de neurogénese e ativacdo dos novos neurdnios em resposta ao treino numa tarefa espacial
no labirinto aquatico de Morris. Além disso, ratos Sprague-Dawley, "Spontaneously
Hypertensive Rats" (SHR), Fischer 344 e Wistar exibem marcadas diferengas eletrofisiologicas
no hipocampo e essas diferencas mostraram relacdo com o desempenho numa tarefa espacial no
labirinto aquatico de Morris (Diana et al., 1994).

Portanto, considerando a notédvel plasticidade do encéfalo materno e as alteragdes
comportamentais frente aos desafios que acompanham a gestacao e o periodo de cuidado com os
filhotes, ¢ possivel que as alteragdes de memoria observadas nessas fémeas também variem em
fun¢do da linhagem, uma vez que esta, por si s0, ¢ uma variavel a ser considerada em estudos de

memoria espacial.
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Objetivos

Este estudo teve como objetivo comparar a memoria espacial de ratas primiparas (PRIM,
animais que passaram por uma gestacdo e periodo de lactacdo) e nuliparas (NUL, animais sem
qualquer experiéncia maternal) das linhagens Wistar e Sprague-Dawley. Para isso, os grupos de
animais mencionados acima foram avaliados em tarefas espaciais de memoria de referéncia e
operacional por meio do labirinto aquatico de Morris, com inicio dos treinos cerca de 24 horas
apos o nascimento dos filhotes. A hipotese considerada foi que a experiéncia maternal produziria
alteragcdes comportamentais de forma dependente da linhagem, de forma mais pronunciada em

ratas da linhagem Sprague-Dawley.

Justificativa para a abordagem adotada

Os estudos que mostraram melhora significativa de desempenho em ratas expostas a
experiéncia maternal utilizaram em sua grande maioria animais da linhagem Sprague-Dawley
(Kinsley et al., 1999; Gatewood et al., 2005; Lambert et al., 2005; Pawluski et al., 2006b;
Darnaudéry et al., 2007) e, em menor extensdo, animais da linhagem Long Evans (Galea et al.,
2000; Bodensteiner et al., 2006; Pawluski et al., 2006a). Por outro lado, o mesmo efeito nao foi
observado em ratas da linhagem Wistar (Zimberknopf et al., 2011 e Experimento 1 deste estudo).
No entanto, até o presente momento, ndo hd estudos comparando o desempenho de ratas de
linhagens diferentes e maternalmente experientes, expostas concomitantemente a mesma tarefa
espacial. Como essas linhagens exibem desempenhos distintos (Higashida & Ogawa, 1987;
Harker & Whishaw, 2002; Manahan-Vaughan & Schwegler, 2011), ¢ possivel que os seus
desempenhos também possam diferir em fungdo da experiéncia maternal, de forma dependente

da linhagem. A escolha da primiparidade como condi¢do reprodutiva de estudo se deve ao fato
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de esta produzir alteragdes de memoria espacial mais pronunciadas em comparagdo com a
multiparidade (duas ou mais gestagdes e periodos de lactagdo), somente gestacdo ou
sensibilizacdo maternal em ratas da linhagem Sprague-Dawley (Pawluski et al., 2006b). A
utilizacdo do labirinto aquético de Morris como tarefa comportamental permite, por meio de
manipulagdes relativamente simples, que diferentes fungdes de memoria sejam avaliadas,
fornecendo uma série de parametros bastante informativos sobre o desempenho espacial dos

animais (Morris, 1981; Xavier et al., 1999).

Métodos
Animais

Neste estudo foram utilizadas 26 ratas da linhagem Wistar e 27 da linhagem Sprague-
Dawley, com 90 dias de idade no inicio das manipulacdes experimentais. As ratas Wistar foram
provenientes do biotério central do Instituto de Biociéncias da Universidade de Sao Paulo
(IB/USP) e suas matrizes foram adquiridas no Centro de Desenvolvimento de Modelos
Experimentais para Medicina e Biologia, da Universidade Federal de Sao Paulo
(CEDEME/UNIFESP). Os animais da linhagem Sprague-Dawley foram adquiridos no Centro
Multidisciplinar para Investigacdo Biologica da Universidade Estadual de Campinas
(CEMIB/UNICAMP). Estes ultimos permaneceram em periodo de aclimatacdo no biotério do
IB/USP por trés semanas antes de qualquer manipulagdo experimental. As condi¢cdes de

acondicionamento em biotério foram as mesmas descritas no Capitulo I.
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Acasalamento e constitui¢do dos Grupos Experimentais

Aos 90 dias de idade, parte dos animais de ambas as linhagens foi submetida ao
acasalamento por sistema de harém, da mesma forma como descrito no Capitulo 1. Apds o
nascimento dos filhotes, foram organizados os seguintes grupos:
- Grupo Nuliparas (NUL; ratas virgens, sem qualquer manipulagdo experimental e com a
mesma idade e condi¢cdes de manutencdo que os demais grupos; Wistar n=15, Sprague-Dawley
n=15);
- Grupo Primiparas (PRIM; animais que passaram por uma gestacdo e permaneceram com seus
filhotes até o desmame aos 21 dias; Wistar n=11, Sprague-Dawley n=12).

Os testes comportamentais foram iniciados cerca de 24 horas apds o nascimento dos

filhotes dos grupos de ratas primiparas.

Labirinto aquatico de Morris
O equipamento, bem como os procedimentos utilizados neste estudo foram idénticos aos

descritos no Capitulo I.

Teste de Memoria de Referéncia

O experimento de memoria de referéncia foi conduzido da mesma forma como descrito
no Capitulo I. O teste teve a duragdo de 12 dias consecutivos, com 2 tentativas didrias e um
intervalo (ITT) de 10 minutos entre elas. Os parametros analisados no teste de memoria de
referéncia foram: laténcia para encontrar a plataforma, trajeto percorrido, porcentagem de tempo

no quadrante da plataforma e velocidade de nado.
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Avaliagdo da memoria de referéncia e extingdo da resposta adquirida (“Probe Test”)

No dia seguinte ao ultimo dia de treino no teste de memoria de referéncia, deu-se inicio
ao "Probe test". A metodologia utilizada nessa fase foi a mesma descrita no Capitulo 1. Os
animais passaram por duas tentativas consecutivas, uma por dia, com duragdo total de 180
segundos cada. Os parametros avaliados foram a porcentagem de tempo despendido e o niimero

de cruzamentos no contador da plataforma.

Teste de memoria operacional

No dia seguinte a ultima sessdo do "Probe Test", deu-se inicio ao teste de memoria
operacional. O experimento foi divido em duas fases: a primeira ocorreu ainda dentro do periodo
de contato com os filhotes dos grupos PRIM (dias 15 a 20, totalizando 6 sessdes) e a segunda
teve inicio 7 dias apos o desmame (dias 28 a 33, 6 sessdes). Em ambas as fases, foram realizadas
3 tentativas didrias com um ITI igual a 5 minutos. Os parametros mensurados foram laténcia para
encontrar a plataforma, trajeto percorrido, porcentagem de tempo e frequéncia de cruzamentos
no contador da plataforma e por fim, porcentagem de tempo e frequéncia de cruzamentos no

contador onde a plataforma estava localizada no dia anterior.

Andalise de dados

A forma com que os dados comportamentais foram analisados foi a mesma descrita no
Capitulo I, exceto pela adi¢do de alguns fatores na analise, descritos a seguir.

No teste de memoria de referéncia, "Grupo" (NUL vs PRIM) e "Linhagem" (Wistar vs
Sprague-Dawley) foram considerados fatores entre-sujeitos e "Sessao" (12 dias) e "Tentativa" (2

diarias) fatores intra-sujeitos.
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No teste de avaliacdo e extingdo da resposta adquirida, os parametros porcentagem de
tempo e frequéncia de cruzamentos no local da plataforma foram analisados separadamente,
tendo os grupos experimentais e as linhagens como fatores entre-sujeitos e "Sessdo" (2 dias) e
"Bloco" (3 de 60 segundos, cada) como fatores intra-sujeitos.

No teste de memoria operacional, "Tentativa" (3 didrias) e "Fase" (2, durante e apds o
periodo de cuidados maternais) foram considerados fatores intra-sujeitos e os grupos e linhagens

como fatores entre-sujeitos.

Resultados
Memoria de referéncia

A Figura 2.1 mostra os resultados do teste de memoria de referéncia. A ANOVA revelou
auséncia de diferencas significantes relacionadas ao fator Grupo nos parametros laténcia e trajeto
percorrido (Figuras 2.1A e 2.1B, respectivamente), (F ;49 = 0,002-2,46, p > 0,12). No entanto,
em relagdo aos parametros porcentagem de tempo no quadrante da plataforma e velocidade de
nado (Figuras 2.1C e 2.1D, respectivamente), houve um efeito significante relacionado ao fator
Grupo (F 149 = 8,21-9,04, p < 0,007). Andlises post hoc mostraram que o grupo NUL passou
mais tempo no quadrante da plataforma (p = 0,004) e exibiu velocidades de nado maiores (p =
0,003).

A ANOVA também mostrou uma interacdo significante entre os fatores Grupo e
Linhagem em relagdo ao trajeto percorrido (F ;49= 5,01, p =0,029). O grupo PRIM da linhagem
Sprague-Dawley apresentou trajetos menores em relagdo ao grupo PRIM da linhagem Wistar
(post hoc, p = 0,004), indicando que a experiéncia maternal exerceu um efeito positivo no

desempenho dos animais Sprague-Dawley. Nao houve interacdo significante entre os fatores
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Grupo e Linhagem nos parametros laténcia, porcentagem de tempo no quadrante e velocidade de
nado (F 149 = 0,002-1,11, p > 0,29). Adicionalmente, a ANOVA revelou uma interacdo
significante entre os fatores Grupo e Sessdo em relagdo ao parametro velocidade de nado (F 11539
= 2,51, p = 0,004). A inspecdo da Figura 2.1D, indica que o grupo NUL exibiu velocidades de
nado distintas ao longo das sessdes. Também houve uma diferenga proxima a significancia entre
os fatores Grupo e Sessdo em relagdo a porcentagem de tempo no quadrante da plataforma
(Figura 2.1C), (F 11530 = 1,77, p = 0,055), sugerindo que desempenho do grupo NUL diferiu ao
longo das sessdes quanto ao tempo gasto no quadrante onde a plataforma foi posicionada. Nao
houve interacdes significantes entre os fatores Grupo e Sessdo em relacdo a laténcia e trajeto
percorrido (F 1;530=0,53-0,95, p > 0,48), bem como entre os fatores Grupo e Tentativa em todos

os parametros analisados no teste de memoria de referéncia (F 149= 0,06-2,48, p > 0,12).
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Figura 2.1 - Desempenho de ratas das linhagens Sprague-Dawley e Wistar no teste de memoria de
referéncia no labirinto aquatico de Morris ao longo de 12 sessdes de treino, expresso pelos parametros
laténcia (A), trajeto percorrido (B), porcentagem de tempo no quadrante da plataforma (C) e velocidade
de nado (D) em funcao da experiéncia maternal dos diferentes grupos. Os dados estdo representados em
termos de média £ EPM. Valores médios de duas tentativas por sessdo foram usados para representagao
grafica dos dados.

A ANOVA revelou um efeito significante em relagdo ao fator Linhagem, relacionado aos
parametros trajeto percorrido e velocidade de nado (F ;49 = 10,18-93,22, p < 0,003). As analises
post hoc mostraram que animais da linhagem Sprague-Dawley exibiram trajetos (p = 0,005) e
velocidades (p < 0,001) significantemente menores. Nao houve diferengas significantes
relacionados ao fator Linhagem envolvendo os pardmetros laténcia e porcentagem de tempo no
quadrante da plataforma (F ;49 = 1,20-1,85, p > 0,17). A ANOVA mostrou ainda uma interacao
significante entre os fatores Linhagem e Sessdo em relacdo aos parametros trajeto percorrido e
velocidade de nado (F 11539 = 2,43-9,30, p < 0,006), indicando que as linhagens exibiram padroes
de trajetos e velocidades diferentes ao longo das sessdes. Nao houve interagdo significativa entre
os fatores Grupo e Linhagem em relacdo aos parametros laténcia e porcentagem de tempo no

quadrante da plataforma (F ;5530 = 1,21-1,59, p > 0,096). Em contraste, a ANOVA mostrou

interagdes significantes envolvendo os fatores Linhagem e Tentativa em relagdo aos parametros
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laténcia e trajeto percorrido (Figuras 2.1A e 2.1B, respectivamente), (F 49 = 4,16-15,73, p <
0,048). Analises post hoc mostraram que os animais da linhagem Sprague-Dawley exibiram
laténcias e trajetos menores na primeira tentativa e, esse desempenho se manteve na segunda. Ja
os animais da linhagem Wistar, exibiram laténcias e trajetos maiores na primeira tentativa, mas
melhoraram significativamente na segunda (particularmente nas sessdes iniciais de treino),
igualando seu desempenho ao dos animais Sprague-Dawley. Nao houve interacdo significante
entre os fatores Linhagem e Tentativa em relacdo aos pardmetros porcentagem de tempo no
quadrante da plataforma e velocidade de nado (F ;49 = 0,92-2,25, p > 0,13). A ANOV A mostrou
ainda uma intera¢do significante entre os fatores Grupo, Linhagem e Sessdo em relacdo ao
parametro velocidade de nado (F 11539 = 1,81, p = 0,049). A Figura 2.1D mostra que,
diferentemente das ratas Wistar, os animais da linhagem Sprague-Dawley exibiram velocidades
decrescentes ao longo das sessdes, particularmente no grupo PRIM. Nao houve interagdes
significantes entre os fatores Grupo, Linhagem e Sessdo em relagdo aos parametros laténcia,
comprimento do trajeto e porcentagem de tempo no quadrante da plataforma (F 11539=1,19-1,53,
p>0,11). A ANOVA também revelou a existéncia de diferen¢as significantes na interacao entre
os fatores Grupo, Linhagem e Tentativa em relacdo aos parametros laténcia e trajeto percorrido
(Figuras 2.2A e 2.2B, respectivamente), (F 49 = 6,68-9,60, p < 0,02). Interessantemente, a
andlise de contrastes complementar a8 ANOVA envolvendo esses pardmetros, mostrou que o
grupo PRIM da linhagem Sprague-Dawley melhorou seu desempenho na segunda tentativa em
relagdo a primeira, o que ndo ocorreu no grupo NUL da mesma linhagem. J4 os animais Wistar
melhoraram o seu desempenho na segunda tentativa em relag@o a primeira, tanto no grupo PRIM
quanto no grupo NUL, indicando novamente que a experiéncia maternal exerce um efeito

positivo no desempenho dos animais somente da linhagem Sprague-Dawley (Figura 2.2). Nao

79



Capitulo 11

houve interacdo significativa entre os fatores Grupo, Linhagem e Tentativa nos parametros

porcentagem de tempo no quadrante e velocidade de nado (F ; 49=0,22-1,70, p > 0,19).
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Figura 2.2 - Desempenho de ratas das linhagens Sprague-Dawley e Wistar no teste de memoria de
referéncia no labirinto aquatico de Morris, expresso pelos pardmetros laténcia (A) e trajeto percorrido (B)
em fun¢do da experiéncia maternal dos diferentes grupos. Os dados estdo representados em termos de

média £ EPM. Valores médios das primeiras ¢ segundas tentativas das sessdes de 1 a4, 5a 8¢9 a 12
foram usados para representar desempenho dos animais ao longo das tentativas e blocos de sessdes.

Em conjunto, os resultados do teste de memoria de referéncia mostraram que ratas da
linhagem Sprague-Dawley avaliadas no inicio do periodo de lactagdo e cuidados maternais
exibiram um desempenho melhor na tarefa, caracterizado por trajetos menores para encontrar a
plataforma. Adicionalmente, mostraram que o desempenho superior desses animais ja nas
primeiras tentativas das sessdes iniciais de treino, tanto na laténcia, quanto no trajeto percorrido,
indica que a origem dessa melhora parece estar relacionada a estratégia que as ratas Sprague-
Dawley, particularmente as primiparas, utilizam para escanear a piscina e encontrar a plataforma.

Interessantemente, os resultados também mostraram que a experiéncia maternal

proporcionou um beneficio no desempenho de ratas Sprague-Dawley em comparagdo com ratas
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primiparas da linhagem Wistar (caracterizado por trajetos menores), indicando que a experiéncia
maternal produziu melhora no desempenho de forma dependente da linhagem. Além disso, entre
as ratas da linhagem Sprague-Dawley, as primiparas mostraram uma estratégia mais eficiente,
utilizando a informacdo adquirida na primeira tentativa para melhorar seu desempenho na
segunda, em termos de laténcia e trajeto percorrido até encontrar a plataforma. Tanto as ratas
primiparas quanto as nuliparas da linhagem Wistar exibiram comportamentos semelhantes entre
si, melhorando seus desempenhos na segunda tentativa.

Por fim, os resultados mostraram que ratas primiparas da linhagem Spague-Dawley
exibiram velocidades de nado cada vez menores ao longo das sessoes, indicando baixos niveis de
ansiedade e estados motivacionais distintos para cumprir a tarefa. Em contraste, ratas nuliparas
de ambas as linhagens exibiram velocidades maiores com o decorrer do treino, sugerindo que a

experiéncia maternal em ratas pode diminuir os niveis de ansiedade e hiperatividade em ratas.

Avaliagdo da memoria de referéncia e extingdo da resposta adquirida (“Probe Test”)

A Figura 2.3 mostra os resultados do teste de avaliacdo e extingdo da resposta adquirida.
A ANOVA revelou uma diferenca significante relacionada ao fator Grupo no pardmetro
frequéncia de cruzamentos no contador (Figura 2.3B), (F 149 = 6,77, p = 0,012). Andlises post
hoc mostraram que o grupo NUL cruzou mais vezes pela area onde a plataforma estava
localizada nos dias anteriores (p = 0,01). Também houve uma diferenca proxima a significancia
em relacdo ao fator Grupo, relativo a porcentagem de tempo no contador (Figura 2.3A), (F 149=
3,06, p = 0,08). De fato, a inspecao do grafico sugere que as ratas NUL também passaram mais
tempo na area do contador. A ANOVA mostrou ainda diferengas significantes relacionadas a

interagdo entre os fatores Grupo e Bloco relativos a ambos os parametros (F ;93 = 4,65-5,53, p <
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0,01). As analises de contraste mostraram que as ratas NUL despenderam mais tempo (p = 0,01)
e cruzaram mais vezes (p = 0,001) na area do contador durante os primeiros 60 segundos. Nao
houve interagdo significante entre os fatores Grupo e Sessdo em nenhum dos parametros (F ;49 =
0,001-0,002, p > 0,95).
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Figura 2.3 - Desempenho de ratas das linhagens Wistar e Sprague Dawley, primiparas e nuliparas, no
teste de avaliacdo e extingdo da resposta aprendida ("Probe test") no labirinto aquatico de Morris, em
fung@o de Blocos de 1 minuto cada, em cada uma das 2 sessdes de 180 minutos cada. O desempenho ¢
expresso pelos parametros porcentagem de tempo (A) e frequéncia de cruzamentos (B) no contador da
plataforma. Para analise temporal do desempenho dos animais, cada tentativa foi dividida em 3 blocos
consecutivos de 60 segundos cada. Os dados estdo representados em termos de média = EPM.

A ANOVA mostrou diferengas significantes relacionadas ao fator Linhagem em relagdo
ao parametro frequéncia de cruzamentos no contador (F ;49 = 5,56, p = 0,02). A analise post hoc
mostrou que animais da linhagem Wistar cruzaram mais vezes a area do contador (p = 0,01). Nao
houve diferenca significativa relacionada ao fator Grupo quanto a porcentagem de tempo na
mesma area (F 149 = 0,51, p = 0,47). A ANOVA revelou ainda uma interagdo significante entre
os fatores Linhagem e Bloco em relagdo ao parametro frequéncia de cruzamentos no contador (F
208 = 4,94, p < 0,009). A andlise de contrastes complementar 8 ANOV A mostrou que as ratas da
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Linhagem Wistar cruzaram mais vezes pela area do contador, particularmente durante os
primeiros 60 segundos (p = 0,004). Nao houve interagdo significante entre os fatores Linhagem e
Bloco em relagdo ao fator porcentagem de tempo no contador (F .93 = 1,63, p = 0,19). A
ANOVA mostrou ainda auséncia de interagdes significantes entre os fatores Grupo e Linhagem,
Linhagem e Sessdo ou Grupo, Linhagem e Sessdo (F 149 = 0,11-2,02, p > 0,16) e, Grupo,
Linhagem e Bloco em ambos os parametros analisados no Probe Test (F 95 = 1,67-1,76, p >
0,17). Por fim, o efeito significante relacionado aos fatores Sessdo (F 149 = 17,51-21,09, p <
0,001) e Bloco (F 293 = 8,70-9,72, p > 0,001) em ambos os parametros indica que todos os
grupos de ambas as linhagens foram capazes de extinguir o comportamento de busca pela
plataforma em sua localizagdo nos dias anteriores de um dia para o outro.

Portanto, os resultados do teste de avaliagdo e extingdo da resposta aprendida mostraram
que as ratas nuliparas foram mais precisas em lembrar o local onde a plataforma estava
posicionada nos dias anteriores, comportamento refletido pelo aumento do numero de
cruzamentos e de tempo despendido no contador, particularmente no inicio da tentativa.
Adicionalmente, os resultados mostraram que as ratas da linhagem Wistar, independentemente
da experiéncia reprodutiva, também foram mais precisas quanto a lembranga sobre o local da
plataforma, cruzando mais vezes pela area do contador no primeiro bloco da exposicado.
Entretanto, todos os grupos mostraram uma taxa semelhante de extingdo do comportamento

aprendido nos dias anteriores, ao longo do tempo.

Memoria operacional
Os resultados do teste de memoria operacional estdo apresentados na Figura 2.4. A

ANOVA revelou auséncia de diferencas significantes relacionadas ao fator Grupo (F ;49 = 0,02-
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1,15, p > 0,28) nos parametros laténcia (Figura 2.4A), trajeto percorrido (Figura 2.4B),
porcentagem (Figura 2.4C) e frequéncia (Figura 2.4D) de cruzamentos no contador da
plataforma, indicando que a experiéncia maternal ndo proporcionou alteracdes na memoria
operacional desses animais. Quanto ao fator Fase, a ANOVA revelou um efeito significante nos
parametros laténcia, porcentagem de tempo e frequéncia de cruzamentos no contador da
plataforma (F ;49 = 5,47-16,86, p < 0,03), indicando que o desempenho dos animais durante o
periodo de lactacdo/cuidados maternais e o periodo pds-desmame foi diferente. Nao houve
interacdo significante entre os fatores Grupo e Fase (F 49 = 0,15-1,03, p > 0,31) e Grupo e
Tentativa (F 595 = 0,29-1,21, p > 0,30) nos parametros laténcia, trajeto percorrido, porcentagem
de tempo e frequéncia de cruzamentos no contador da plataforma, indicando que o grupo PRIM
nao diferiu do grupo NUL nas duas fases pos-parto em que foram avaliadas e nem ao longo das
tentativas de treino. Interessantemente, a ANOVA mostrou uma interagdo significante entre os
fatores Grupo, Fase e Tentativa nos parametros laténcia (Figura 2.4A) e trajeto percorrido
(Figura 2.4B), (F 293 = 4,21-4,88, p < 0,02). A analise de contrastes complementar 3 ANOVA
revelou que as ratas PRIM diminuiram suas laténcias e trajetos na terceira tentativa da Fase 2 em
compara¢do com a mesma tentativa da Fase 1, indicando que a experiéncia maternal teve um
efeito positivo no desempenho dos animais quando estes sdo avaliados apds o periodo de
lactacdo e cuidados com os filhotes. Nao houve interacdo significante entre os fatores Grupo,
Fase e Tentativa nos paradmetros porcentagem de tempo e frequéncia de cruzamentos no contador

da plataforma (F 293=1,13-1,66, p > 0,19).
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Figura 2.4 - Desempenho de ratas das linhagens Wistar e Sprague-Dawley no teste de memoria
operacional no labirinto aquatico de Morris ao longo de 12 sessdes divididas em duas fases: na primeira,
os animais foram avaliados durante o periodo de lactacdo e cuidados maternais (dias 15 a 20) e a segunda,
7 dias apds o desmame dos filhotes (dias 28 a 33). Cada sessdo consistiu em 3 tentativas com um ITI de 5
minutos. O desempenho dos animais é expresso pelos parametros laténcia (A), trajeto percorrido (B),
porcentagem de tempo (C), frequéncia de cruzamentos (D) no contador da plataforma, em funcdo de sua
experiéncia maternal. Para a analise do desempenho ao longo das tentativas, foram calculadas médias de
cada uma das 3 tentativas didrias em cada fase de treino. Os dados estdo representados em termos de
média + EPM.

A ANOVA mostrou ainda diferencas significantes relacionadas ao fator Linhagem nos

parametros laténcia, porcentagem de tempo e frequéncia de cruzamentos no contador da
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plataforma (F ;49 = 8,66-25,88, p < 0,005). As andlises post hoc mostraram que as ratas da
linhagem Wistar exibiram laténcias menores, permaneceram mais tempo e cruzaram mais vezes
pela area do contador (p < 0,005). Nao houve diferenca significante relacionado ao fator
Linhagem no parametro trajeto percorrido (F ;49 = 1,80, p > 0,18), porém, houve uma interacao
significante entre os fatores Grupo e Linhagem (F 149 = 6,20, p = 0,016) no mesmo parametro.
As andlises de contraste mostraram que o grupo PRIM da linhagem Sprague-Dawley realizou
trajetos menores em comparagdo com o grupo PRIM da linhagem Wistar (p = 0,01), indicando
que a experiéncia maternal exerceu um efeito positivo no desempenho dos animais de maneira
linhagem-dependente. A ANOVA revelou ainda auséncia de interagdes significantes entre os
fatores Grupo e Linhagem nos pardmetros laténcia, porcentagem de tempo e frequéncia de
cruzamentos no contador da plataforma (F 49 = 0,44-1,13, p > 0,29). Interessantemente, a
ANOVA mostrou uma interacdo significante entre os fatores Linhagem e Fase no parametro
trajeto percorrido (F 149= 5,90, p = 0,018). As andlises post hoc mostraram que durante a Fase 1,
as ratas da linhagem Sprague-Dawley percorreram trajetos menores em comparagao com as ratas
Wistar (p = 0,03). Adicionalmente, as ratas Wistar melhoraram o seu desempenho da Fase 1 para
a Fase 2, igualando-se as ratas Sprague-Dawley, que por sua vez, mantiveram o mesmo
desempenho na Fase 2. Nao houve interagdo significante entre os fatores Linhagem e Fase nos
parametros laténcia, porcentagem de tempo e frequéncia de cruzamentos no contador da
plataforma (F ;49 = 0,002-2,34, p > 0,13). A ANOVA mostrou ainda uma interacdo significante
entre os fatores Linhagem e Tentativa nos parametros laténcia, trajeto percorrido e porcentagem
de tempo no contador da plataforma (F 93 = 6,64-29,49, p < 0,002), indicando que as ratas
Wistar apresentaram laténcias menores durante as segundas e terceiras tentativas, trajetos

maiores nas primeiras e por fim, passaram mais tempo na area do contador durante as segundas
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e terceiras tentativas (post hoc, p < 0,003). Houve também uma interagdo significante entre os
fatores Linhagem, Fase e Tentativa no parametro frequéncia de cruzamentos no contador da
plataforma (F 295 = 6,35, p < 0,002). As andlises post hoc mostraram que as ratas Wistar
cruzaram mais vezes que as Sprague-Dawley pela area do contador durante a segunda tentativa
da Fase 1 (p < 0,046) e durante a primeira da Fase 2 (p < 0,035). Nao houve interagdo
significante entre os fatores Grupo, Linhagem e Tentativa ou Grupo, Linhagem, Fase e Tentativa
nos parametros laténcia, trajeto percorrido, porcentagem de tempo e frequéncia de cruzamentos
no contador da plataforma (F ;93 = 0,007-1,49, p > 0,22). A ANOVA também mostrou auséncia
de interagdo significante entre os fatores Grupo, Linhagem e Fase (F ;49 =0,005-2,10, p > 0,15)
nos mesmos parametros, bem como auséncia de diferengas entre os fatores Linhagem, Fase e
Tentativa nos parametros laténcia, trajeto percorrido e porcentagem de tempo no contador da
plataforma (F 195 = 0,56-1,15, p > 0,31). Por fim, a diferenca significante no fator Tentativa (F
208 = 5,95-226,65, p < 0,004) indica que os animais foram capazes de aprender a tarefa,
melhorando seus desempenhos ao longo das tentativas.

A Figura 2.5 mostra os resultados dos parametros que expressam o desempenho dos
animais em relacdo a lembranca da localizagdo da plataforma no dia anterior. A ANOVA revelou
auséncia de diferencas significantes relacionadas aos fatores Grupo, Linhagem ou Fase (F ;49 =
0,001-1,49, p > 0,22), bem como a interagdo entre os fatores Grupo e Fase ou Grupo e Linhagem
(F 149 = 0,51-1,54, p > 0,20) ou Grupo, Linhagem e Fase (F ;49 = 0,12-0,26, p > 0,60), nos
parametros porcentagem de tempo (Figura 2.5A) e frequéncia de cruzamentos (Figura 2.5B) no
contador da plataforma do dia anterior, indicando que experiéncia maternal e a linhagem nao

exerceram influéncia no desempenho dos animais quanto a lembranga sobre localizagdo da
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plataforma no dia anterior, tanto durante o periodo de lactacao e cuidados maternais quanto apds

0 desmame dos filhotes.
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Figura 2.5 - Desempenho de ratas das linhagens Wistar e Sprague-Dawley no teste de memoria
operacional no labirinto aquatico de Morris. Os animais foram avaliados ao longo de 12 sessoes divididas
em duas fases: na primeira, os animais foram avaliados durante o periodo de lactacdo e cuidados
maternais (dias 15 a 20) e a segunda, 7 dias apds o desmame dos filhotes (dias 28 a 33). Cada sessdo
consistiu em 3 tentativas com um ITI de 5 minutos. O desempenho dos animais é expresso pelos
parametros porcentagem de tempo (A) e frequéncia de cruzamentos (B) no contador da plataforma do dia
anterior, em fun¢do da experiéncia maternal dos diferentes grupos. Para a analise do desempenho ao
longo das tentativas, foram calculadas médias de cada uma das trés tentativas didrias em cada fase de
treino. Os dados estdo representados em termos de média = EPM.

Em contraste, a ANOVA revelou uma interacao significante entre os fatores Grupo, Fase
e Tentativa no parametro porcentagem de tempo no contador do dia anterior (F 295 = 3,17, p =
0,046), indicando que as ratas PRIM melhoraram a sua taxa de extingdo do comportamento de
busca pela plataforma em sua posi¢do prévia da primeira para a segunda tentativa na Fase 1 (post
hoc, p < 0,001), enquanto que o mesmo ndo ocorreu na Fase 2. Adicionalmente, as ratas NUL

melhoraram sua taxa de extin¢do na Fase 2, reduzindo a porcentagem de tempo no contador da

segunda para a terceira tentativa (p = 0,03), diferentemente da Fase 1. Ainda, a ANOVA mostrou
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uma interacdo significante entre os fatores Linhagem e Fase (F | 40 = 4,45, p = 0,03) e Linhagem
e Tentativa (F 9 = 8,88, p < 0,001) no parametro frequéncia de cruzamentos no contador. As
analises post hoc mostraram que as ratas da linhagem Wistar cruzaram mais vezes na area do
contador do dia anterior na Fase 2 em relacdo a Fase 1 (p = 0,01), enquanto que as ratas Sprague-
Dawley ndo alteraram seu comportamento entre as diferentes fases pds-parto. As ratas Wistar
também cruzaram mais vezes pela drea do contador do dia anterior durante a primeira tentativa
em relacdo as Sprague-Dawley (p < 0,01). Nao houve interagdo significante entre os fatores
Grupo e Tentativa, Grupo Linhagem e Tentativa, Grupo, Linhagem, Fase e Tentativa ou
Linhagem, Fase e Tentativa em ambos os pardmetros porcentagem de tempo e frequéncia de
cruzamentos no contador do dia anterior (F 95 = 0,12-0,63, p > 0,31). Por fim, o efeito
significante no fator Tentativa em ambos os parametros (F ;93 = 39,19-141,32, p < 0,001) indica
que os animais foram capazes de extinguir o comportamento de busca pela plataforma em sua
localizag@o no dia anterior (i.e., 24 horas antes) e entdo procura-la em outras areas da piscina.
Em conjunto, os resultados do teste de memoria operacional mostraram que a experiéncia
maternal exerceu um efeito positivo no desempenho de ratas Sprague-Dawley em relagdo as
Wistar. Esse desempenho foi expresso por trajetos menores, refletindo uma estratégia mais eficaz
de busca pela plataforma. Por outro lado, os dados mostraram que as ratas Wistar,
independentemente da experiéncia maternal, exibiram um desempenho melhor, caracterizado por
laténcias e trajetos menores, além de maior precisdo de busca espacial, refletida no aumento do
tempo e no nimero de cruzamentos no contador da plataforma. Ademais, o periodo em que os
animais sdo avaliados exerceu influéncia em seus desempenhos. Ratas primiparas exibiram
laténcias sutilmente menores em tentativas especificas do periodo pds-desmame dos filhotes,

enquanto que animais da linhagem Sprague-Dawley exibiram trajetos menores comparadas a
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Wistar durante o periodo de lactagdo e cuidados com os filhotes. No entanto, todos os animais
foram capazes de aprender a tarefa, melhorando seus desempenhos ao longo das tentativas. Por
fim, as ratas primiparas exibiram uma taxa de extingdo do comportamento de busca pela
plataforma no dia anterior melhor durante o periodo de lactagdo e cuidados maternais. Além
disso, as ratas Wistar se mostraram mais precisas quanto a lembranca sobre a posicdo da
plataforma no dia anterior, cruzando mais vezes pela area onde a plataforma estava posicionada
24h antes. Os resultados mostraram ainda que todos os animais foram capazes de extinguir o
comportamento de busca pela plataforma em sua posi¢ao no dia anterior ao longo das tentativas,

em funcdo da alteragdo da contingéncia de reforco.

Discussio

Os resultados do presente estudo mostraram que a experiéncia maternal gerou alteragdes
na memoria espacial de forma dependente da linhagem, particularmente em ratas Sprague-
Dawley. Tais alteragdes foram observadas tanto numa tarefa de memoria de referéncia quanto
numa tarefa de memoria operacional no labirinto aquatico de Morris. Esses achados confirmam
hipoteses levantadas em estudos anteriores, os quais sugeriram que ratas expostas a experiéncia
maternal utilizam estratégias mais eficientes no desempenho de tarefas espaciais (Capitulo I
deste estudo; Zimberknopf et al., 2011). No entanto, o conjunto de resultados obtidos neste
estudo indica que a experiéncia maternal teve maior impacto sobre a memoria de ratas da
linhagem Sprague-Dawley.

No teste que avalia a memoéria de referéncia espacial, as ratas PRIM da linhagem
Sprague-Dawley exibiram desempenhos superiores em relagdo as NUL da mesma linhagem e

também em relacdo as ratas PRIM da linhagem Wistar. Esse desempenho superior foi expresso
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por trajetos e laténcias menores, além do maior aproveitamento da informag¢ao obtida na primeira
tentativa sobre a localizagdo da plataforma para melhorar o desempenho na segunda (Figura 2.1),
particularmente no inicio do treino. As ratas da PRIM da linhagem Sprague-Dawley também
exibiram velocidades de nado menores e decrescentes ao longo das sessdes, sugerindo
habituacdo e baixos niveis de ansiedade para cumprir a tarefa. Esses resultados se assemelham
aos obtidos por Kinsley et al. (1999), onde ratas MULT (multiparas; duas ou mais gestacdes e
periodos de lactagdo) da linhagem Sprague-Dawley superaram ratas NUL numa tarefa espacial
com duragdo de dezesseis dias no labirinto radial de oito bragos. E interessante observar que nos
experimentos de Kinsley et al. (1999) as fémeas maternalmente experientes cometeram menos
erros ao buscar pelo alimento ja no inicio do treino, ao passo que as NUL melhoraram
gradualmente e s6 alcancaram o mesmo desempenho que as MULT apos sete dias de treino. O
desempenho superior das ratas Sprague-Dawley que passaram pela experiéncia maternal
completa (gestacdo, lactacdo e cuidado com os filhotes) ja nos primeiros dias de treino, tanto nos
estudos de Kinsley et al. (1999) quanto no presente estudo, reforcam a ideia de que essas fémeas
utilizam estratégias de busca mais eficazes que as suas correspondentes sem experiéncia
maternal (ver a discussdo sobre o uso de estratégias de busca no Capitulo I). Ademais, outros
estudos também encontraram melhora de desempenho em ratas PRIM da linhagem Sprague-
Dawley em testes de memoria de referéncia numa versdo seca do labirinto de Morris (Kinsley et
al., 1999, Experimento 2; Gatewood et al., 2005; Lambert et al., 2005), estando de acordo com os
resultados obtidos no presente experimento.

No "Probe Test", em que a plataforma foi removida da piscina, os resultados mostraram
que as ratas NUL, independentemente da linhagem, cruzaram mais vezes no local onde a

plataforma foi posicionada durante o teste de memoria de referéncia, particularmente no primeiro
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bloco da exposicao. Embora ao longo do tempo, todos os grupos tenham mostrado extingdo do
comportamento de busca pela plataforma na area onde ela estava posicionada originalmente, as
ratas NUL exibiram um comportamento de perseveranga, cruzando mais vezes na area do
contador no inicio da exposi¢cdo. Esse resultado denota maior flexibilidade das ratas PRIM em
adequar seu comportamento a nova situagdo sem a presenga da plataforma. De fato, por meio de
uma tarefa de memoria operacional no labirinto aquatico de Morris, Bodensteiner et al. (2006)
mostraram que ratas PRIM foram menos perseverantes na busca pela plataforma no quadrante da
piscina onde ela foi posicionada no dia anterior e ainda foram mais rapidas para encontrar a
plataforma em sua nova localizacdo a cada semana de treino. Os autores do estudo sugerem que
as ratas PRIM exibem maior flexibilidade diante de uma nova situacdo. Uma vez que o estagio
do ciclo estral ndo exerce influéncia sobre o desempenho espacial de ratas virgens (Bodensteiner
et al., 2006; Pawluski et al., 2006a; Zimberknopf et al., 2011), ¢ possivel que o desempenho das
NUL observado no "Probe Test" seja devido ao fato de essas ratas apresentarem, num primeiro
momento, uma memaria mais precisa para a lembranca de um evento anterior, porém, menor
flexibilidade ao abandonar uma informag¢ao adquirida previamente e resolver um novo problema
espacial.

Assim como no teste de memoria de referéncia, o teste que avalia a memoria operacional
mostrou que as ratas PRIM da linhagem Sprague-Dawley exibiram um desempenho superior ao
das PRIM da linhagem Wistar, expresso por trajetos menores para encontrar a plataforma,
indicando que a experiéncia maternal teve um impacto maior sobre o comportamento de ratas
Sprague-Dawley. Ainda, as ratas PRIM, independentemente da linhagem, reduziram suas
laténcias e trajetos na terceira tentativa da Fase 2 em comparag¢do com a mesma tentativa da Fase

1, sugerindo que a experiéncia maternal exerceu um efeito positivo na memoria operacional das
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ratas avaliadas uma semana apos o desmame dos filhotes. Assim como no presente experimento,
Pawluski et al. (2006b) também mostraram, em ratas Sprague-Dawley, que a primeira
experiéncia maternal completa produz melhora de desempenho numa tarefa de memoria
operacional no labirinto radial de oito bragos. O mesmo efeito da experiéncia maternal sobre a
memoria operacional foi observado em ratas Sprague-Dawley submetidas ao teste na versdo seca
do labirinto de Morris (Gatewood et al., 2005). Por outro lado, ratas da linhagem Wistar expostas
a diferentes condig¢des reprodutivas e avaliadas em diferentes momentos apds o parto mostram
nenhuma ou uma sutil alteracdo de memoria operacional no labirinto aquatico de Morris
(Capitulo I deste estudo; Zimberknopf et al., 2011). Em roedores, a memdria operacional e a
flexibilidade comportamental diante de novas situa¢des envolve o funcionamento do cortex pré-
frontal (Kesner et al, 1996); este por sua vez, recebe aferéncias do hipocampo e amigdala,
podendo estar envolvido também com a memdria relacionada a eventos de relevancia emocional
(Ishikawa & Nakamura, 2003). Interessantemente, ha estudos mostrando que os neurdnios
piramidais do cortex pré-frontal sdo sensiveis a atua¢do dos hormonios ovarianos estrdégeno,
progesterona e estradiol (Bethea et al., 2002; Hao et al, 2007; Bohacek et al, 2008).
Adicionalmente, Paris et al. (2011) mostraram que niveis elevados de progesterona no cortex
pré-frontal de ratas foram associados com um melhor desempenho em tarefas espaciais. Portanto,
¢ possivel que o ambiente hormonal proporcionado pelos eventos que compdem a experiéncia
maternal induza um aumento na plasticidade das areas nervosas envolvidas com a memoria
operacional e o planejamento de novas agdes, o que explicaria as alteragdes comportamentais
observadas no presente estudo.

O conjunto de experimentos deste capitulo também mostrou que a linhagem ¢ uma

varidvel importante na investigagdo da memoria espacial em ratas com experiéncia maternal.
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Além de as ratas PRIM da linhagem Sprague-Dawley exibirem desempenhos superiores em
relacdo as suas equivalentes NUL e também em relagdo as PRIM da linhagem Wistar, as
linhagens por si s0 exibiram caracteristicas comportamentais distintas. Os resultados do teste de
memoria de referéncia mostraram que as ratas Sprague-Dawley, independentemente da
experiéncia maternal, exibiram trajetos e velocidades de nado menores na busca pela plataforma.
Além disso, as fémeas Sprague-Dawley exibiram trajetos e laténcias menores ja na primeira
tentativa, indicando que a suas estratégias de busca diferem das utilizadas pelas Wistar, que por
sua vez melhoram seus desempenhos somente na segunda tentativa. No teste que avalia a
memoria operacional as linhagens também exibiram desempenhos distintos, expresso pelo menor
trajeto nas primeiras tentativas do teste nas ratas Sprague-Dawley, ao passo que as Wistar
exibiram laténcias menores nas tentativas subsequentes e passaram mais tempo na area da
plataforma. Coerentemente com os resultados obtidos no presente experimento, Higashida &
Ogawa (1987) mostraram que ratos machos das linhagens Sprague-Dawley e Wistar diferem em
relacdo ao processo de aquisicao e desempenho de uma tarefa espacial no labirinto radial de oito
bragos. O estudo mostrou que os ratos da linhagem Wistar cometeram mais erros na escolha dos
bragos que continham o refor¢o e exibiram maior atividade motora. Por outro lado, esses ratos
mostraram laténcias menores para cumprir a tarefa dentro de cada tentativa, porém levaram mais
dias para atingir um desempenho assintotico. Os resultados do presente estudo se assemelham
aos obtidos por Higashida & Ogawa (1987) pelo fato de que, particularmente durante o "Probe
Test" e o teste de memoria operacional, as ratas Wistar exibiram laténcias menores,
principalmente nas segundas e terceiras tentativas, porém trajetos e laténcias maiores nas
primeiras. As ratas da linhagem Wistar também cruzaram mais vezes pela drea do contador e

ainda mostraram velocidades de nado maiores durante o teste de memoria de referéncia,
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indicando maior taxa de atividade motora. E possivel que as diferencas comportamentais
observadas entre as linhagens Wistar e Sprague-Dawley no presente estudo tenham como
substrato as caracteristicas neurofisiologicas distintas observadas no hipocampo de ambas as
linhagens. Diana et al. (1994) avaliaram ratos Sprague-Dawley e Wistar na versdo para memoria
de referéncia no labirinto aquatico de Morris e aferiram a porcentagem de inducdo da
potenciacdo pods-tetanica (PTP) e potenciacdo de longo prazo (LTP), apds um breve estimulo
elétrico de 100 Hz em fatias de hipocampo obtidas desses animais. Os resultados mostraram que
a indugdo de PTP foi notavelmente maior na regido do giro denteado das fatias obtidas de ratos
Sprague-Dawley, enquanto que nenhuma diferenga entre as linhagens foi observada na indugao
de LTP. Também nao foram detectadas diferencas eletrofisiologicas no sub-campo CAl nas
fatias de hipocampo. Interessantemente, os ratos Sprague-Dawley exibiram um melhor
desempenho na tarefa espacial, sugerindo uma possivel relacdo com a caracteristica elétrica
peculiar observada no giro denteado desses animais durante o experimento eletrofisioldgico.
Visto que o giro denteado ¢ uma via neural importante para a aquisi¢do e desempenho de uma
tarefa de memoria espacial (Xavier et al., 1999; Xavier & Costa, 2009), ndo seria surpreendente
que as diferengas comportamentais entre as linhagens, observadas no presente estudo, sejam
geradas em virtude das caracteristicas elétrofisiologicas distintas, presentes no giro denteado das
ratas Sprague-Dawley.

Em conjunto, os resultados deste capitulo mostraram que a experiéncia maternal
completa gera alteragdes de memoria espacial em ratas Sprague-Dawley avaliadas durante o
periodo de lactacdo e cuidados com os filhotes, de forma mais pronunciada numa tarefa que
avalia a memoria de referéncia no labirinto aquatico de Morris. A analise do desempenho desses

animais ao longo das tentativas mostrou que as ratas primiparas da linhagem Sprague-Dawley
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utilizam estratégias de busca pela plataforma mais eficazes em comparagdo com suas
equivalentes nuliparas e também em relagao as primiparas da linhagem Wistar, tanto numa tarefa
que avalia a memoria de referéncia quanto noutra que avalia a memoria operacional. Em adigao,
as linhagens por si s6 também mostraram comportamentos distintos ao cumprir ambas as tarefas
no labirinto aquatico. Enquanto as ratas Sprague-Dawley exibiram trajetos e velocidades de nado
menores, conferindo maior precisdo na estratégia de busca, as ratas Wistar apresentaram trajetos
e velocidades de nado maiores, além de cruzarem mais vezes pela area do contador onde a
plataforma foi posicionada. Estes resultados apoiam as hipdteses levantadas no Capitulo I deste
estudo, mostrando que as ratas maternalmente experientes utilizam estratégias de busca mais
eficientes, porém esse efeito ¢ dependente da linhagem de ratas utilizadas, particularmente em
relagdo a linhagem Sprague-Dawley. Essa eficiéncia comportamental representa uma notavel
plasticidade do encéfalo materno diante do fendmeno da reprodugdo, particularmente no periodo
critico em que a fémea deve estar apta para atender as demandas da vulneravel prole, gerenciar

os recursos disponiveis e garantir o seu proprio sustento.
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Capitulo III

Efeitos do enriquecimento ambiental sobre a memdria e neurogénese hipocampal adulta
em ratas Sprague-Dawley expostas a experiéncia maternal

Ilton Santos da Silva', Craig Howard Kinsley’, Katie Coren Freeman® e Gilberto Fernando
Xavier'

Palavras-chave: Experiéncia maternal, memoria, neurogénese, hipocampo.

A experiéncia maternal em ratas produz marcadas alteragdes plasticas no hipocampo,
uma estrutura envolvida em fungdes de memoria. Este estudo teve como objetivo avaliar o
desempenho de ratas primiparas (PRIM) e nuliparas (NUL) da linhagem Sprague-Dawley
expostas a um ambiente enriquecido (AE) por 45 dias, em compara¢do com ratas PRIMs e NULs
mantidas em gaiolas comuns de laboratério (STD), numa tarefa dependente e noutra
independente do hipocampo (localizagdo e reconhecimento de objetos, respectivamente), bem
como analisar taxas de proliferacdo, diferenciagdo e sobrevivéncia de células geradas no GD
desses animais. Os animais receberam doses didrias de BrdU (50mg/Kg, i.p.) em trés fases
distintas durante a exposi¢cdo aos diferentes ambientes e entdo foram avaliados nas tarefas de
localizagdo e reconhecimento de objetos. Os encéfalos foram submetidos ao processamento
imunohistoquimico para revelacdo de células marcadas por BrdU, DCX, e a coexpressdo de
BrdU+DCX e BrdU+NeuN. Os resultados mostraram que as ratas PRIM mantidas em AE foram
mais sensiveis a alteracdo na disposicao espacial de um objeto familiar na tarefa de localizagdo,
em comparagdo com as NUL do mesmo ambiente. Adicionalmente, as ratas NUL e STD
exibiram mais comportamentos relacionados com ansiedade e estresse, sugerindo que a
experiéncia maternal e o AE produzem efeitos ansioliticos. Os resultados anatdmicos mostraram
que a experiéncia maternal e a exposi¢do ao AE por 45 dias ndo geraram alteragdes nas taxas de
proliferagdo, diferenciacdo e sobrevivéncia das novas células geradas no hipocampo de ratas

Sprague-Dawley.
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Introducio

A neurogénese ¢ um fendmeno que ocorre continuamente no encéfalo de individuos
adultos, particularmente na zona subventricular (ZSV) e no giro denteado (GD) da formacao
hipocampal (Altman, 1962; Kempermann et al., 1997; van Praag et al.,, 1999; Gage, 2002).
Como o hipocampo ¢ uma estrutura reconhecidamente envolvida em fungdes de memoria
(O'Keefe & Nadel, 1978; Morris et al., 1982; Xavier et al., 1999), atualmente ha um grande
interesse sobre o significado funcional da produ¢do de novos neurdnios nessa area em particular
(Deng et al., 2009; Garthe et al., 2009; Kitamura et al., 2009; Aimone et al., 2011; Burghardt et
al., 2012; Winocur et al., 2012; Deng et al., 2013).

A exposicdo a ambientes enriquecidos estimula a geracdo de novos neurdnios no
hipocampo. Por exemplo, roedores adultos expostos a um ambiente de maior complexidade
associado com a oportunidade de interagdo social, exibem um aumento significante na taxa de
neurogénese no GD em comparagdo com animais mantidos em gaiolas comuns de laboratério
(Kempermann et al., 1997; Kempermann et al., 1998; Nilsson et al., 1999; van Praag et al,,
2000). Adicionalmente, fatores endocrinos também contribuem para a regulagdo da neurogénese
adulta, e.g., alteragdes nos niveis dos hormonios esteroides ovarianos estradiol (Tanapat et al.,
1999; Barha et al., 2009; McClure et al., 2013), progesterona (Tanapat et al., 2005; Galea, 2008)
e também do glicocorticdide adrenal corticosterona (Leuner et al., 2007; Brummelte & Galea,
2010). Como estes hormonios tém seus niveis alterados em virtude da experiéncia maternal, ndo
parece surpreendente a ocorréncia de alteracdes na taxa de neurogénese hipocampal em
decorréncia do periodo de gestacdo, lactacdao e cuidados com os filhotes, embora o conhecimento
sobre esse fendmeno seja limitado. Pawluski & Galea (2007) testaram essa hipdtese investigando

a taxa de proliferag¢do e sobrevivéncia de novas células no GD de ratas MULT (multiparas; duas
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ou mais gestacdoes e periodos de lactacdo), PRIM (primiparas; uma gestagdo e periodo de
lactacdo), NUL (nuliparas; sem experiéncia maternal) e SENS (sensibilizadas; ratas que exibem
comportamentos maternais em decorréncia da exposicdo a filhotes adotivos) da linhagem
Sprague-Dawley. As ratas receberam inje¢do unica de S5-bromodeoxiuridina (BrdU), um
marcador que ¢ integrado ao DNA de células em divisdo, cerca de 24 horas apds o
nascimento/exposi¢ao aos filhotes e os seus encéfalos foram removidos 24 horas ou 21 dias apos
o tratamento para quantificagdo das novas células. Os resultados mostraram que as ratas MULT e
PRIM exibiram um decréscimo acentuado no numero de células BrdU-postivas no periodo logo
apOs o parto e um decréscimo na taxa de sobrevivéncia celular no grupo PRIM em comparacao
com o0s demais grupos, expresso pela dupla marcagdo com o BrdU e "Neuronal Nuclei" (NeuN,
um marcador de neurdnios maduros) no GD dos animais que passaram por 22 dias de
lactacdo/exposicdo aos filhotes. Ademais, ratas SENS exibiram um aumento significante no
numero de células BrdU-positivas apds 24 horas de exposicdo aos filhotes adotivos, enquanto
que a exposi¢do aos filhotes por 22 dias gerou um aumento na taxa de sobrevivéncia celular em
ratas SENS. Por outro lado, Pawluski et al. (2010) mostraram que durante a gestagdo, nao ha
alteragdes no numero de células BrdU-positivas no GD em comparacdo com ratas NUL. No
entanto, esses animais exibiram um menor nimero de células em picnose (um estado de
degeneracdo nuclear que indica morte celular) no GD durante o inicio da gestagdo, em relagao as
NUL. Portanto, esses estudos mostram que a neurogénese hipocampal adulta sofre alteragdes em
virtude dos eventos que compdem a experiéncia maternal, de forma mais pronunciada no periodo
pos-parto. E possivel que esse fendmeno seja refletido em alteragdes de memoria, uma vez que a
plasticidade inerente ao encéfalo materno contribui para o aperfeigoamento de comportamentos

que visam suprir as necessidades da fémea e da sua prole.
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Objetivos

Este estudo teve como objetivos avaliar possiveis alteragdes nas taxas de proliferacao,
diferenciagdo e sobrevivéncia de novas células geradas no GD da formagao hipocampal de ratas
primiparas e nuliparas da linhagem Sprague-Dawley expostas a um ambiente enriquecido, em
comparacdo com grupos independentes de animais com o mesmo historico reprodutivo, porém,
acondicionados em gaiolas-padrdo de laboratério. Pretendeu-se também avaliar a memoria
desses animais por meio das tarefas de localizacdo e reconhecimento de objetos. Para isso, todos
os animais foram tratados com BrdU em fases distintas ao longo de 45 dias de exposi¢dao aos
diferentes ambientes e entdo, foram avaliados nas tarefas de localizagdo e reconhecimento de
objetos, respectivamente. Os encéfalos foram entdo tratados com marcadores especificos para
cada fase do processo de neurogénese, i.e., proliferacdo, diferenciagdo e sobrevivéncia das novas
células. As hipdteses consideradas foram que o encéfalo das ratas primiparas, devido a sua
notavel plasticidade, seria mais sensivel aos estimulos proporcionados pela exposicdo ao
ambiente enriquecido, exibindo maior taxa de neurogénese em comparacdo com os demais
grupos. Além disso, um desempenho superior desses animais nas tarefas de localizacdo e
reconhecimento de objetos foi considerado uma hipdtese plausivel, uma vez que a neurogénese
adulta ocorre em dareas relacionadas com o desempenho dessas tarefas, principalmente da tarefa

de localizagao de objetos.

Justificativa para a abordagem adotada
A geracdo de novos neurdnios no encéfalo adulto ¢ um processo que envolve
basicamente trés etapas: proliferacdo, diferenciacdo e maturagdo. A escolha de cada marcador e

suas combinagdes foi feita com base em sua especificidade na caracterizagdo do fendtipo celular
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tipicamente observado durante cada estagio da neurogénese, mencionado anteriormente. O BrdU
(5-bromodeoxiuridina) ¢ uma analogo halogenado da timidina que ¢ permanentemente integrado
ao material genético de células em divisdo (Magavi & Macklis, 2008). Quando administrado via
i.p., o BrdU ¢ incorporado as células em divisdo por cerca de 5-6 horas apds a sua aplicacao,
embora esse tempo possa variar dependendo da dose inicial (Hayes & Nowakoski, 2000; Magavi
& Macklis, 2008). Além disso, o BrdU ¢ facilmente detectado por métodos de
imunohistoquimica e a quantificacdo do niimero de células marcadas pelo mesmo fornece um
indice de proliferagdo celular (Kempermann et al, 1997; Magavi & Macklis, 2008). A
doublecortin (DCX) ¢ uma proteina enddgena associada aos microtiibulos que é expressa
especificamente em precursores neuronais i.e., neuronios jovens migratorios, entre os dias 1 e 14
de vida (Couillard-Despres et al., 2005; Galea et al., 2008). Dessa forma, sua deteccdo permite
identificar neurénios em estagios iniciais de diferenciacdo e a sua co-expressdo com o BrdU
fornece um indice de diferencia¢do das novas células em neurdnios jovens (Barha et al., 2011;
Epp et al., 2011). O "Neuronal Nuclei" (NeuN) é uma proteina nuclear expressa por neurdnios
maduros em vertebrados, a partir de cerca de 2 semanas de vida (Mullen et al., 1992; Galea et al.,
2008). Sua detec¢do por métodos de imunohistoquimica em co-expressdo com o BrdU ¢
comumente utilizada como indice de maturacdo e sobrevivéncia das células geradas na ocasido
do tratamento com o BrdU (Leuner et al., 2007; Furuta & Bridges, 2009; Epp et al., 2011).
Portanto, a utilizacdo da tripla marcagao do tecido nervoso com BrdU/DCX/NeuN foi escolhida
por caracterizar fendtipos celulares tipicos de cada etapa do processo de neurogénese, método
que ja mostrou bons resultados anteriormente (Magavi et al., 2000).

As tarefas comportamentais empregadas neste estudo, em suas mais diversas variagdes,

tém sido utilizadas com frequéncia em estudos sobre memorias de reconhecimento e localizacao
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espacial de objetos (Xavier et al., 1990; Dere et al., 2002; Mumby et al., 2002; Macbeth et al.,
2008). A tarefa de localizagdo permite investigar a memoéria dos animais sobre a disposi¢do
espacial de objetos, enquanto que a tarefa de reconhecimento fornece um indice sobre a memoria
para objetos familiares. No primeiro caso, os animais tendem a explorar por mais tempo um
objeto familiar posicionado em um local diferente, i.e., se em uma primeira tentativa os animais
sdo expostos a dois objetos idénticos e na segunda um dos objetos tem sua posicao alterada, os
animais passam a investigar por mais tempo o objeto em sua nova localizagdo. J& no segundo
caso, 0s animais sd3o expostos primeiramente a dois objetos idénticos, porém, numa exposicao
subsequente, um dos objetos € substituido por outro de cor e forma diferentes do original, mas
sem alteracdo de sua localizagdo; este tiltimo passa a ser um estimulo novo no ambiente, fazendo
com que os animais o explorem por mais tempo (Dere et al., 2007). Interessantemente, ratas que
passaram pela experiéncia maternal exibem um desempenho superior em comparagdo com as
nuliparas, tanto na tarefa dependente quanto na tarefa ndo dependente do hipocampo (localizagao
e reconhecimento de objetos, respectivamente) (Macbeth et al., 2008). Portanto, a escolha dessas
tarefas comportamentais se deve ao fato delas serem sensiveis ao desempenho de ratas
maternalmente experientes e também, por permitirem a avaliagdio de memorias dependentes e
nao dependentes do hipocampo por meio de manipulagcdes relativamente simples na

configuragdo dos objetos.

Métodos
Animais
Neste estudo foram utilizadas 48 ratas da linhagem Sprague-Dawley, com 90 dias de

idade no inicio dos experimentos, obtidas sob encomenda pré-condicionada para experiéncia
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reprodutiva (24 primiparas e 24 nuliparas; Charles River Laboratories, NC). Os animais
chegaram ao biotério do Gottwald Science Center (University of Richmond, EUA) uma semana
apos o desmame dos filhotes e permaneceram num periodo de aclimatacdo por uma semana
adicional. A sala do biotério onde os animais foram acondicionados permaneceu em temperatura
constante ao redor de 20 °C e com um ciclo claro/escuro de 12 horas cada (luzes das 6 as 18hs).
Os animais foram inicialmente colocados em gaiolas opacas de polipropileno, medindo 20 x 45 x
25cm com livre acesso a comida e agua. Todos os procedimentos experimentais empregados
nesse estudo foram aprovados pelo Institutional Animal Care and Use Comittee (IACUC,

University of Richmond).

Acondicionamento em ambiente enriquecido e constituicdo dos Grupos Experimentais

Duas gaiolas metalicas idénticas, medindo 91,4 x 60,9 x 99,0 cm foram usadas como
ambiente enriquecido (AE), o qual ¢ constituido por elementos descritos previamente na
literatura (Kempermann et al., 1997; van Praag et al.,, 1999). As gaiolas receberam tuneis e
diversos objetos de cores e formas variadas, os quais tiveram a sua distribuicdo e arranjo
alterados diariamente, com o objetivo de estimular a atividade exploratéria dos animais. As
gaiolas foram compostas por dois andares, sendo que o segundo poderia ser acessado por meio
de uma pequena escada metdlica que ligava os dois andares (Figura 3). Além dos objetos, os
animais foram acondicionados em grupo (12 animais por gaiola), com o objetivo de estimular

também comportamentos de interagdo social. Agua e comida foram disponibilizadas ad libitum.
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Figura 3 - Gaiola de enriquecimento ambiental, medindo 91,4 x 60,9 x 99,0 cm, a qual foi usada como
fonte de estimulo para o fenémeno de neurogénese adulta. A gaiola recebeu tlneis, brinquedos, bolas e
diversos outros objetos de cores e formas variadas como fonte de estimulo para o comportamento
exploratorio. Além disso, os animais tiveram a oportunidade de desempenhar comportamentos de
interagdo social, proporcionado pela presenca de outros animais (12 animais por gaiola).

Animais de controle foram acondicionados em gaiolas-padrao (ou "standard", STD) de
laboratério, medindo 20 x 45 x 25 cm. Foram colocados 3 animais por gaiola durante todo o
estudo. Agua e comida também foram disponibilizadas ad libitum.

Apo6s uma semana em periodo de aclimatagdo, os animais foram expostos as seguintes
condigdes experimentais: NUL-STD (ratas nuliparas acondicionadas em gaiolas-padrao de
laboratério, n=12); PRIM-STD (ratas primiparas acondicionadas em gaiolas-padrao de
laboratério, n=12); NUL-ENR (ratas nuliparas acondicionadas em ambiente enriquecido, n=12) e

PRIM-ENR (ratas primiparas acondicionadas em ambiente enriquecido, n=12).

104



Tratamento com BrdU

No primeiro dia de exposicdo ao AE, deu-se inicio ao tratamento com o 5-
bromodeoxiuridina (BrdU; Sigma-Aldrich Co.). Os animais de todos os grupos receberam doses
diarias da substancia, numa concentragdo de 50mg/Kg, i.p., diluido em solugdo salina 0,9%
(20mg/ml), diluida sempre poucos minutos antes do seu uso. A solucdo final era filtrada em
retentor de particulas de 0,45 um (Thermo Fisher Scientific Inc.) e mantida a 4° C até o momento
do uso. Todos os animais foram tratados em trés fases distintas durante a exposi¢do ao ambiente

enriquecido (Figura 3.1).

Exposigdo Tarefas de Perfusdo
ao AE LO e RO
| | | | | .
| | | | |
Dias 1-6 Intervalo 19-23 Intervalo 36-45 46-48 49-50
/ / /
Total de
injegoes 6 5 10

Figura 3.1 - Linha do tempo representando o esquema de tratamento com o 5-bromodeoxiuridina (BrdU).
Os animais de todos os grupos receberam injecdes didrias de BrdU, divididas em trés fases distintas: a
primeira iniciou-se no primeiro dia de exposi¢cao ao AE e envolveu 6 inje¢des (dias 1-6), a segunda
totalizou 5 injegdes (dias 19-23) e a terceira ocorreu nos ultimos 10 dias de exposigdo, totalizando 10
injecoes (dias 36-45). Nos dias subsequentes, os animais passaram pelas tarefas de reconhecimento (RO)
e localizagdo de objetos (LO), (dias 46-48) e finalmente, foram perfundidos e tiveram seus encéfalos
removidos (dias 49 e 50) para o processamento histologico.

A primeira fase de tratamento com BrdU teve seu inicio no primeiro dia de exposi¢cdo ao
AE e estendeu-se por 6 dias, totalizando 6 injegdes (dias 1 ao 6); a segunda envolveu 5 injecdes

(dias 19 ao 23) e a terceira, ocorreu nos ultimos 10 dias de exposi¢ao ao AE, totalizando 10
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injecdes (dias 36 ao 45). O emprego de trés fases distintas de tratamento com o BrdU teve como
objetivo marcar o maior nimero possivel de células novas geradas em virtude da exposi¢ao aos
diferentes ambientes e o intervalo entre elas, foi uma tentativa de minimizar o sofrimento dos
animais por conta das aplicagdes intraperitoneais e dos efeitos toxicos da droga. Apesar dessas
estratégias, um dos animais morreu no ultimo dia de tratamento, possivelmente em virtude dos

efeitos toxicos do BrdU.

Tarefas de localizagdo e reconhecimento de objetos - Equipamentos

No dia seguinte ao ultimo dia de tratamento com o BrdU, deu-se inicio aos testes de
localizagdo e reconhecimento de objetos. O equipamento utilizado na tarefa consiste de uma
arena circular, construida em aluminio, com didmetro de 180 cm e altura de 60 cm (Figura 3.2).
O assoalho da arena foi revestido por um preparado proveniente de espiga de milho ("corncob
bedding", o mesmo material usado para revestir as gaiolas-padrdo e enriquecidas). A arena foi
posicionada em uma sala medindo 3x3 m, com iluminac¢do indireta para evitar conflitos de
captura de contraste pelo programa de registro comportamental. Varios estimulos distais
evidentes, em forma de figuras geométricas em cores contrastantes foram disponibilizados nas
paredes da sala, com o objetivo de auxiliar os animais a navegarem na arena baseados nessas
informacgdes. Para o registro do comportamento dos animais, uma camera de video conectada a
um computador foi posicionada a cerca de 180 cm acima da arena. As informagdes enviadas ao
computador foram processadas pelo programa Ethovision v. 3.1 (Noldus I.T., Wageningen, NL),

que ¢ capaz de registrar e calcular pardmetros relacionados ao deslocamento dos animais.
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\ e B [ racking View

Figura 3.2 - Arena utilizada nos testes de localizagdo e reconhecimento de objetos (esquerda) e
visualizagdo das éareas imaginarias que foram configuradas no programa (direita), que permitiram
posteriormente a analise descritiva dos dados. Note que a arena foi dividida em quatro areas circulares,
onde os objetos foram posicionados (areas de exploragdo), permitindo mensurar parametros que
auxiliaram na analise sobre a exploragdo desses objetos.

Tarefas de localizag¢do e reconhecimento de objetos - Procedimentos

A cada tentativa de teste, os animais foram liberados de pontos equidistantes aos objetos,
com o focinho voltado para a parede da arena. O sistema de registro foi programado para ser
acionado 0,1 segundos apds o animal ser colocado na area que delimita a circunferéncia da
arena. Os animais tiveram a oportunidade de explorar os objetos por 5 minutos e assim que esse
tempo se esgotasse, o software foi programado para finalizar o registro do deslocamento dos
animais, finalizando aquela tentativa.

Inicialmente, os animais passaram por um periodo de habituacdo na arena, podendo
percorré-la livremente por 5 minutos, sem a presenga de qualquer objeto. Logo em seguida, deu-

se inicio aos testes, que incluiram trés exposi¢des (Figura 3.3), cada uma com duragdo de 5
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minutos € com um ITI também de 5 minutos. Na primeira exposi¢do (tentativa de amostra),
foram colocados dois objetos na arena, um no centro do quadrante noroeste (NO) e outro no
centro do quadrante nordeste (NE), (Figura 3.3, objetos A e B, respectivamente). Os objetos
eram idénticos, construidos em plastico, medindo cerca de 18 cm de largura e altura (Figura 3.4).
Na segunda exposi¢do (localizagdo de objetos, LO) o objeto B foi movido para o quadrante
sudoeste (SO), (objeto B*). Na terceira e ultima exposi¢do, o objeto que permaneceu no mesmo
local nas duas primeiras exposi¢cdes (objeto A), foi substituido por um novo (objeto C), de
dimensdes semelhantes, porém de cor e forma diferente (Figura 3.4), caracterizando a tentativa

de reconhecimento de objetos (RO).

Tentativa Localizagdo de Reconhecimento de
de amostra objetos objetos
(LO) (RO)
N
NO NE
5min 5min
— —
SO SE
S

Figura 3.3 - Esquema representando as trés etapas consecutivas dos testes de memoria de localizagdo
(LO) e reconhecimento de objetos (RO). Ap6s um periodo de habituacdo na arena, os animais foram
inicialmente expostos a dois objetos idénticos (objetos A e B; tentativa de amostra). Na segunda
exposi¢cdo, o objeto B foi movido para o quadrante SO (objeto B*; tentativa de localizagdo) e por fim, o
objeto A foi substituido por um diferente (objeto C; tentativa de reconhecimento). Cada exposigdo teve a
duragdo total de 5 minutos, com um intervalo (ITI) também de 5 minutos entre elas.
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Ratas de grupos experimentais diferentes foram testadas em sequéncia aleatoria na tarefa.
Esse procedimento teve o objetivo de controlar qualquer possivel variacdo de desempenho
relacionada com o horario em que os animais foram testados (i.e., inicio da manha vs. fim da
manhad). Apds os testes, os animais foram transferidos para as suas gaiolas-moradia. Todos os

experimentos (realizados entre 06h e 13h) foram conduzidos pelo mesmo pesquisador, o qual

permaneceu no mesmo local da sala durante todos os testes.

Figura 3.4 - Objetos utilizados nos testes de localizag@o e reconhecimento de objetos. A foto da esquerda
mostra os dois objetos idénticos que foram utilizados nas duas primeiras tentativas (tentativa de amostra e
tentativa de localizacdo). A foto da direita mostra o objeto diferente que foi inserido no ambiente na
terceira tentativa (tentativa de reconhecimento).

Para a andlise descritiva dos dados, foram desenhadas quatro areas circulares imagindrias,
concéntricas ao local onde os objetos foram posicionados, medindo cerca de trés vezes o seu
tamanho (i.e., cada area media 54 cm de diametro), (Figura 3.4). As areas foram desenhadas no
centro dos quadrantes noroeste (NO), nordeste (NE), sudoeste (SO) e sudeste (SE), sendo assim

designadas como "areas de exploracdo". O sistema de registro foi programado para coligir dados

relacionados a cada uma das quatro areas, independentemente da presenga de objetos.
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Os parametros comportamentais utilizados como indices de exploragdo incluiram
porcentagem de tempo e frequéncia de cruzamentos nas areas que continham os objetos. Esses
parametros fornecem medidas de atividade exploratdria dos dois objetos na tentativa de amostra.
Essas mesmas medidas referentes a nova area em que um dos objetos foi reposicionado durante a
tentativa de localizagdo, proporciona uma medida de memoria sobre a disposicdo espacial dos
objetos. Por fim, as mesmas medidas referentes a area onde um dos objetos familiares nao
alterado nas tentativas anteriores, foi substituido por um novo objeto durante a tentativa de
reconhecimento, proporciona uma medida da memoria sobre os objetos familiares. Também
foram mensurados o trajeto total percorrido e a velocidade média de deslocamento dos animais,
que fornecem indices de atividade motora, estados motivacionais e niveis de ansiedade dos

animais.

Histologia

No dia seguinte ao ultimo dia dos testes de LO e RO, deu-se inicio ao processamento
histologico dos encéfalos. Para isso, os animais foram profundamente anestesiados com
pentobarbital (100mg/Kg, i.p.) e submetidos a perfusdo intracardiaca com PBS 0,1M, seguido
por paraformaldeido a 4% (cerca de 200 ml de cada solugdo por animal). Os encéfalos foram
entdo removidos e armazenados em paraformaldeido a 4% por 24 horas. Na sequéncia, foram
transferidos para uma solucdo crioprotetora de sacarose a 30%, onde permaneceram por pelo
menos 48 horas numa temperatura de 4°C até o momento do fatiamento. Em seguida, um
criostato eletronico (HM 550, Thermo Fisher Scientific Inc.) foi utilizado para coletar sec¢des de

40um ao longo de toda a extensdo rostro-caudal do hipocampo, com um intervalo de 120 pum
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entre elas. As secgdes foram entdo armazenadas em PBS 0,1M a 4° C até o momento do

processamento imunohistoquimico.

Imunohistoquimica

Encéfalos de trés animais de cada grupo foram submetidos a tripla marcag¢do por BrdU,
Doublecortin (DCX) e NeuN (marcadores para células recém geradas, neurdnios jovens
migratorios e neurdnios completamente maduros, respectivamente). Varios estudos pilotos foram
realizados a fim de se testar o procedimento, além da confec¢do de laminas contendo controles
positivos e negativos para a avaliacdo da especificidade de todos os anticorpos utilizados neste
experimento. Estes ultimos consistiram em submeter séries separadas de sec¢des a todo o
processamento usual de imunohistoquimica, porém, com a omissdo do anticorpo primario
(controle negativo) ou secundério (controle positivo). Esse procedimento ¢ fundamental quando
se utiliza dupla ou tripla marcacdo, pois dessa forma, ¢ possivel identificar, se houve qualquer
resultado falso positivo oriundo de interagdes inespecificas dos anticorpos primarios com células
ou proteinas ndo-alvo e/ou entre os anticorpos secundarios e primarios nao-alvo ("cross-
reactivity").

Embora nenhuma interagdo inespecifica tenha sido detectada por meio dos controles, os
procedimentos foram realizados em passos sequenciais, com o objetivo de evitar qualquer
possivel reacdo cruzada. Ou seja, como os anticorpos primarios anti-BrdU e anti-NeuN utilizados
nesse estudo foram obtidos de espécies hospedeiras relacionadas (rato e camundongo,
respectivamente), optou-se por expor o tecido somente aos anticorpos para o BrdU num primeiro

passo e em seguida, apds a lavagem desses anticorpos, o mesmo procedimento foi realizado para
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os demais marcadores ("sequential staining technique"). Assim, a possibilidade da ocorréncia de
reagdo cruzada torna-se praticamente inexistente.

Todos os procedimentos de lavagem e incubagdo foram realizados expondo-se o tecido a
agitacdo constante e moderada em agitador de plataforma basculante, com o objetivo de atingir

todas as partes das secgdes e garantir a distribui¢do homogénea dos anticorpos em todo o tecido.

BrdU

Inicialmente, as sec¢des passaram por uma bateria de lavagens em PBS 0,1M (3x5min)
para remocdo da solucdo crioprotetora, seguida por uma lavagem em dH,O para retirada do
excesso de PBS, com o objetivo de evitar o tamponamento do HCl. As fatias foram entdo
incubadas em HCI 2M por 2 horas em temperatura ambiente e em seguida, foram lavadas
novamente em PBS 0,1M (4x8min) para reequilibrar o seu pH (7,35). O préximo passo envolveu
a incubagdo do tecido a 4° C por 1 hora em "blocking solution" (BS), composta por soro normal
de cabra 8% (NGS, Life Technologies Co.), albumina de soro bovino 0,3% (BSA, Sigma-
Aldrich Co.) e Triton X-100 a 0,3% (Sigma-Aldrich Co.). Em seguida, as fatias foram incubadas
a4 ° C por 24 horas em BS contendo o anticorpo primario anti-BrdU, proveniente de rato (1:100,
Accurate Chemical & Scientific Co.). Na sequéncia, o tecido passou novamente por uma série de
lavagens em PBS 0,IM (3x5min), seguido por incubagdo em BS contendo o anticorpo
secundario anti-rato proveniente de mula (1:250, Life Technologies Co.) por 2 horas e em
temperatura ambiente. Logo em seguida, deu-se inicio ao tratamento do tecido para os demais

marcadores.
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DCX/NeuN

Apo6s todos os passos do tratamento para o BrdU, o tecido passou novamente por
lavagens em PBS 0,1M (3x5min), seguido de incubagio por 24 horas a 4° C em BS contendo os
anticorpos primdrios anti-DCX proveniente de coelho (1:200, Cell Signaling Technology, Inc.) e
anti NeuN proveniente de camundongo (1:100, EMD Millipore Co.). Em seguida, as fatias foram
lavadas em PBS 0,1M (3x5min) e incubadas por 2 horas, sob temperatura ambiente, em BS
contendo os anticorpos secundarios anti-coelho, proveniente de mula e anti-camundongo,
proveniente de cabra (ambos 1:250, Life Technologies Co.). Por fim, as fatias foram novamente
lavadas em PBS 0,IM (3x5min), montadas em laminas de vidro gelatinizadas e fixadas em
solugdo anti-descoloracdo (Life Technologies Co.). As laminas foram armazenadas por ao menos

12 horas a 4° C antes do inicio do imageamento microscépico.

Identificagdo e quantifica¢do de fenotipos celulares

Apb6s o processamento imunohistoquimico, as laminas foram codificadas e um
experimentador que desconhecia os tratamentos empregados foi responsavel pelo imageamento e
quantificacdo dos diferentes fenotipos celulares. As micrografias foram coletadas e analisadas
com a ajuda de um microscépio de luz Axio Imager Z1 (Carl Zeiss, Alemanha) equipado com
uma fonte de luz Colibri.2 (Zeiss, Alemanha), composta por quatro médulos em LED, cada um
proporcionado a excitagdo de um comprimento de onda especifico. As imagens foram capturadas
sob objetiva de 40x e o programa Axiovision 4.6 (Carl Zeiss, Alemanha) foi utilizado para o
processamento e analise das micrografias. As imagens foram capturadas ao longo de toda a
extensdo da camada de células granulares, incluindo a zona subgranular e o hilo do giro

denteado. Séries de imagens foram capturadas através de todo o plano Z, com um intervalo de 1
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um entre elas, o que permitiu incluir a quantificagdo de células localizadas em diferentes planos
focais na mesma seccdo. Os filtros utilizados para visualiza¢do das células imunopositivas foram
o Alexa Fluor, 546nm (BrdU), Alexa Fluor, 489nm (DCX) e DAPI, 470nm (NeuN). As imagens
foram capturadas de forma multidimensional, ie., com a utilizagdo dos trés filtros
simultaneamente, o que permitiu posteriormente a combinag¢do entre eles para a andlise de
colocalizacdo dos diferentes fluoréforos.

Cada micrografia foi analisada individualmente para a quantificacdo do niimero total de
células marcadas por BrdU, que fornece um indice de prolifera¢ao celular; Doublecortin (DCX),
que marca neurdnios jovens migratdrios e, células marcadas por ambos os marcadores BrdU e
DCX, que fornece um indice sobre diferencia¢do neuronal; por fim, também foram quantificadas
as células marcadas por BrdU e NeuN, que fornecem um indice sobre maturacdo neuronal. As
células foram consideradas BrdU' quando estas apresentavam coloragdo intensa e exibiam
corpos celulares de forma arredondada ou oval (Figura 3.7A e B); em relacdo as células
marcadas por DCX, foram incluidas na quantificagdo somente aquelas que apresentavam intensa
coloragdo, ramificagdes visiveis e claramente conectadas ao corpo celular do neurdnio (Figura
3.8 A e B). Células marcadas por BrdU e que também exibiam uma coloracdo intensa por DCX
ao redor do seu corpo celular e este ultimo ligado a ramificagdes neuronais, foram consideradas
positivas para BrdU e DCX (Figura 3.9A, B e C). Por fim, foram consideradas positivas para
BrdU e NeuN as células que exibiam ambos os marcadores ocupando o mesmo espago no corpo
celular em diferentes planos focais (Figura 3.9.1A, B e C). Foram analisados trés animais por
grupo ¢ um hemisfério por encéfalo foi amostrado, de maneira alternada, assumindo-se que a

quantidade de novas células ¢ semelhante em ambos os lados.
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Andlise de dados

Os resultados comportamentais foram submetidos a analise de varidncia para medidas
repetidas (ANOVA) e quando necessario, foi empregado o teste post hoc de Tukey HSD para
comparagdes multiplas. As andlises foram realizadas com o auxilio do programa Statistica v. 10
(StatSoft, Inc., 2011). Nos testes de localizagdo e reconhecimento de objetos, foi realizada uma
ANOVA separada para cada um dos parametros (porcentagem de tempo e frequéncia de
cruzamentos na area dos objetos, trajeto percorrido e velocidade de deslocamento),
considerando-se "Grupo" (NUL vs PRIM) e "Ambiente" (ENR vs STD) como fatores entre-
sujeitos e "Objeto" (dois idénticos na tentativa de amostra, "A" e "B"; um deles com a posicao
alterada na tentativa de localizacao, ”B*”; e um objeto diferente na tentativa de reconhecimento,
"C") como fator intra-sujeitos.

O numero total de células imunopositivas para BrdU, DCX, BrdU/DCX e BrdU/NeuN foi
multiplicado por 2, com o objetivo de estimar o niimero total de novas células para ambos os
hemisférios, método ja utilizado em estudos anteriores (Woong-Goodrich et al., 2011). Além
disso, esses mesmos valores foram multiplicados por 4, considerando-se o intervalo em que as
fatias foram coletadas (uma a cada 4). O nimero total de células quantificadas foi entdo
submetido a ANOVA fatorial separada para cada um dos marcadores, tendo "Grupo" (NUL vs
PRIM) e "Ambiente" (ENR vs STD) como fatores entre-sujeitos. Todos os resultados da analise
estatistica foram considerados significantes somente quando os valores de p fossem iguais ou

menores que 0,05.
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Resultados
Localizagdo de objetos (LO)
Primeira tentativa (tentativa amostra)

A Figura 3.5 apresenta os resultados obtidos durante a primeira tentativa do teste. A
ANOVA revelou um efeito significante relacionado ao fator Grupo nos parametros frequéncia de
cruzamentos nas areas dos objetos (Figura 3.5B), trajeto percorrido (Figura 3.5C) e velocidade
de deslocamento (Figura 3.5D), (F 143 = 5,57-9,63, p < 0,02). As analises de contraste
complementares 8 ANOVA mostraram que as ratas do grupo NUL cruzaram mais vezes nas
areas correspondentes aos dois objetos idénticos (p = 0,01), percorreram distancias (p = 0,003) e
mostraram velocidades (p = 0,005) maiores durante a primeira exposi¢do, sugerindo que estes
animais exibiram estados motivacionais distintos quando expostos a tarefa. Nao houve diferenga
relacionada ao fator Grupo no parametro porcentagem de tempo nas areas dos objetos (Figura
3.5A), (F 143=0,33, p = 0,56). A ANOVA também mostrou um efeito significante relacionado
ao fator Ambiente no parametro frequéncia de cruzamentos na area dos objetos (F ;43=7,83,p =
0,007), indicando que animais do ambiente STD cruzaram mais vezes por essas areas (post hoc,
p = 0,007). Nao houve diferenga significante relacionada ao fator Ambiente nos pardmetros
porcentagem de tempo na area do objeto, trajeto percorrido e velocidade de deslocamento (F 43
= 0,07-2,50, p > 0,12), nem a interagdo entre os fatores Grupo ¢ Ambiente em qualquer dos

parametros analisados na tentativa de amostra (F ; 43 = 0,05-1,54, p > 0,22).
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Figura 3.5 - Desempenho de ratas nuliparas (Nul) e primiparas (Prim) da linhagem Sprague-Dawley
expostas ao ambiente enriquecido (ENR) ou padrdo de laboratorio (STD) na primeira exposicao (tentativa
amostra) dos testes de localizag@o e reconhecimento de objetos. Os animais foram expostos a dois objetos
idénticos (Objeto A e B) por 5 minutos e os parametros mensurados foram a porcentagem de tempo
despendido (A; * Grupo x Objeto, p < 0,001) e nimero de cruzamentos (B; *Grupo, p < 0,02; “Ambiente,
p = 0,007 ) na area de exploragdo dos objetos (uma area imaginaria concéntrica ao objeto, medindo trés
vezes o seu tamanho), trajeto percorrido (C; *Grupo, p < 0,02) e velocidade de deslocamento (D; *Grupo,
p < 0,02). Os dados estao representados em termos de média + EPM.

Surpreendentemente, a ANOVA revelou a existéncia de diferencas significantes
relacionadas ao fator Objeto nos pardmetros porcentagem de tempo (Figura 3.5A) e frequéncia
de cruzamentos na area do objeto (Figura 3.5B), (F 143 = 6,43-17,64, p < 0,02). Apesar de ambos

os objetos serem idénticos, as andlises post hoc mostraram que os animais despenderam mais
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tempo explorando o objeto A (p < 0,001), localizado no quadrante NO da arena (ver ilustragdo
sobre a posicdo dos objetos nas Figuras 3.2 e 3.3). Em contraste, a analise mostrou que os
animais cruzaram mais vezes pela area correspondente ao objeto B (p = 0,01), localizado no
quadrante NE. Adicionalmente, a ANOVA mostrou uma interacdo significante entre os fatores
Grupo e Objeto no pardmetro porcentagem de tempo na area do objeto (F ;43 = 14,08, p <0,001).
As analises post hoc indicaram que as ratas PRIM exploraram por mais tempo o objeto A (p <
0,001) e também o exploraram por mais tempo em comparagao com as ratas NUL (p = 0,03), as
quais por sua vez, apresentaram a mesma taxa de exploracdo para ambos os objetos (p = 0,99).
Houve ainda uma interacdao significante entre os fatores Ambiente e Objeto no parametro
frequéncia de cruzamentos na area do objeto (F ;43 = 5,28, p < 0,03), indicando que as ratas do
ambiente STD cruzaram mais vezes pela area do objeto B (p = 0,006), localizado no quadrante
NE da arena e também cruzaram mais vezes pelo local desse objeto em relagdo aos animais do
ambiente ENR (p = 0,002). A ANOVA revelou inexisténcia de intera¢des significantes entre os
fatores Grupo e Objeto no pardmetro frequéncia de cruzamentos na area do objeto; entre os
fatores Ambiente e Objeto no parametro porcentagem de tempo na area do objeto e por fim,
entre os fatores Grupo, Ambiente e Objeto nos parametros porcentagem de tempo e frequéncia
de cruzamentos na area do objeto (F ;43 = 0,05-1,76, p > 0,19).

Portanto, os resultados da tentativa de amostra revelaram que, embora os dois objetos
utilizados na primeira tentativa tenham sido idénticos, o local em que um deles foi posicionado
induziu maior permanéncia dos animais, particularmente das ratas primiparas. Esse fato pode
estar relacionado com a proximidade do objeto A em relagdo as paredes da sala de experimentos
(ver Figuras 3.2 e 3.3 da secdo de métodos), caracterizando um “canto”, que pode ter

representado um local mais seguro em relagdo aos demais setores da arena. Nesse caso, a ratas
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primiparas se mostraram mais cautelosas ao explorar a arena, permanecendo por mais tempo na
area do objeto localizado proximo a parede. Adicionalmente, as ratas nuliparas apresentaram
comportamentos tipicos relacionados com niveis elevados de ansiedade e hiperatividade em
roedores, como maior frequéncia de cruzamentos nas areas dos objetos, além de trajetos e
velocidades de deslocamento maiores, sugerindo que a experiéncia maternal pode ter reduzido os
niveis de ansiedade no grupo de ratas primiparas. Por fim, o maior nimero de cruzamentos nas
areas dos objetos pelas ratas do ambiente STD também pode denotar maior atividade locomotora
relacionada com ansiedade, sugerindo que o acondicionamento em ambiente enriquecido pode

ter proporcionado um efeito ansiolitico sobre o desempenho dos animais.

Localizagdo de objetos (LO)
Segunda tentativa (tentativa de localiza¢do)

Os resultados da tentativa de localizagdo de objetos estdo apresentados na Figura 3.6. A
ANOVA revelou um efeito significante relacionado ao fator Objeto nos parametros porcentagem
de tempo (Figura 3.6A) e frequéncia de cruzamentos (Figura 3.6B) na area do objeto (F ;43 =
7,51-11,518, p < 0,009), indicando, como esperado, que o0 mesmo objeto numa nova localizagao
captou maior atividade exploratoria dos animais (post hoc, p = 0,001). Nao houve diferencas
significantes relacionadas aos fatores Grupo, Ambiente e nem a interac¢ao entre os fatores Grupo
e Ambiente, Grupo e Objeto ou Ambiente e Objeto nos parametros porcentagem de tempo e
frequéncia de cruzamentos na area do objeto (F 143 =0,001-2,27, p > 0,13). Interessantemente, a
ANOVA revelou uma interagdo significante entre os fatores Grupo, Ambiente e Objeto no
parametro porcentagem de tempo na area do objeto (F 43 = 4,48, p = 0,040). As analises post

hoc mostraram que as ratas PRIM-ENR exploraram por mais tempo o objeto alterado em
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comparagdo com o ndo alterado (p = 0,007), enquanto que os animais NUL-ENR exploraram
igualmente ambos os objetos (p = 0,52). Ja em relagdo aos animais do ambiente STD, ocorreu
exatamente o quadro oposto: os animais STD-NUL exploraram por mais tempo o objeto que teve
sua posicdo alterada em relacdo ao ndo alterado (p = 0,007) e as ratas STD-PRIM exploraram
igualmente os dois objetos (p = 0,53). Esse resultado sugere que a experiéncia maternal
associada a exposi¢do ao ambiente enriquecido proporcionou uma melhora de memoria em
relagdo a taxa de exploracdo de um objeto posicionado em um local familiar, caracterizada pelo
decréscimo da taxa de exploracdo do objeto ndo alterado. Nao houve interagdo significante entre
os fatores Grupo, Ambiente e Objeto no parametro frequéncia de cruzamentos na area do objeto

(F 143= 1,46, p> 0,23).
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Figura 3.6 - Desempenho de ratas nuliparas (Nul) e primiparas (Prim) da linhagem Sprague-Dawley
expostas ao ambiente enriquecido (ENR) ou padrao de laboratério (STD) na segunda exposicao (tentativa
de localizacao) do teste de localizagdo de objetos. Os animais foram expostos a dois objetos idénticos por
5 minutos, tendo um deles sua localizagio alterada (Objeto B"). Os parametros mensurados foram a
porcentagem de tempo despendido (A; *Grupo x Ambiente x Objeto, p = 0,04) e numero de cruzamentos
(B) na area de explorag@o dos objetos (uma area imaginaria concéntrica ao objeto, medindo trés vezes o
seu tamanho), trajeto percorrido (C; *Grupo, p < 0,02) e velocidade de deslocamento (D; *Grupo, p <
0,02). Os dados estio representados em termos de média = EPM.

A ANOVA revelou ainda um efeito significante relacionado ao fator Grupo nos
parametros trajeto percorrido e velocidade de deslocamento (F ;43 = 5,93-5,98, p < 0,02). As

andlises post hoc mostraram que as ratas nuliparas exibiram trajetos e velocidades maiores (p =
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0,01), indicando niveis elevados de ansiedade e hiperatividade. Por fim, a ANOVA mostrou um
efeito marginalmente significante relacionado ao fator Ambiente no pardmetro trajeto percorrido
(F 143=3,17, p = 0,082), sugerindo que as ratas do ambiente STD percorreram trajetos maiores.
Nao houve efeito significante relacionado ao fator Ambiente no parametro velocidade de
deslocamento e a interagdo entre os fatores Grupo e Ambiente nos parametros trajeto percorrido
e velocidade de deslocamento (F ;43=0,13-0,89, p > 0,35).

Portanto, os resultados da segunda tentativa mostraram que, embora o objeto posicionado
em um novo local ndo tenha captado maior atividade exploratéria de um grupo experimental em
particular, as ratas primiparas expostas ao ambiente enriquecido se mostraram mais sensiveis a
alteracdo espacial dos objetos, reduzindo a taxa de exploragdo do objeto em posi¢do familiar em
comparacdo com o objeto posicionado em um novo local. Adicionalmente, assim como na
tentativa de amostra, as ratas nuliparas exibiram trajetos e velocidades de deslocamento maiores,
sugerindo estados motivacionais distintos, possivelmente relacionados com niveis alterados de

ansiedade e hiperatividade.

Reconhecimento de objetos (RO)
Terceira tentativa (tentativa de reconhecimento)

A Figura 3.7 apresenta os resultados da tentativa de reconhecimento de objetos. A
ANOVA revelou auséncia de diferencas significantes relacionadas aos fatores Objeto, Grupo,
Ambiente e a interacdo entre os fatores Grupo e Ambiente ou Grupo, Ambiente e Objeto nos
parametros porcentagem de tempo (Figura 3.7A) e frequéncia de cruzamentos (Figura 3.7B) na
area do objeto (F ;43 =0,002-1,59, p > 0,21), indicando que a experiéncia maternal e a exposi¢ao

ao ambiente enriquecido ndo alteraram a memoria dos animais para objetos familiares. Além
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disso, a auséncia de efeito significante no fator Objeto mostrou que o novo objeto inserido no
ambiente ndo foi capaz de captar maior atividade exploratoria dos animais. A ANOV A mostrou
ainda uma interacdo significante entre os fatores Ambiente e Objeto no parametro frequéncia de
cruzamentos na area do objeto (F ;43 = 4,52, p = 0,03). As analises post hoc mostraram que as
ratas do ambiente STD cruzaram mais vezes pela area do objeto novo (p = 0,03), sugerindo que
os animais do ambiente ENR exibiram habituacdo a presenga de novos objetos no ambiente.
Houve ainda uma intera¢do quase significante entre os fatores Grupo e Objeto (F ;43 = 3,40, p =
0,072) no parametro frequéncia de cruzamentos na area do objeto, sugerindo que as ratas NUL
investigaram mais vezes o objeto novo. Nao houve interagdo significante entre os fatores Grupo
e Objeto ou Ambiente e Objeto no parametro porcentagem de tempo na area do objeto (F 143 =

1,72-2,62,p>0,11).
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Figura 3.7 - Desempenho de ratas nuliparas (Nul) e primiparas (Prim) da linhagem Sprague-Dawley
expostas ao ambiente enriquecido (ENR) ou padrao de laboratdrio (STD) na terceira exposicdo (tentativa
de reconhecimento) do teste de reconhecimento de objetos. Os animais foram expostos a dois objetos por
5 minutos, sendo um deles substituido por um objeto distinto dos anteriores (Objeto C). Os parametros
mensurados foram a porcentagem de tempo despendido (A) e niimero de cruzamentos (B; “Ambiente x
Objeto, p =0, 03) na area de exploracdo dos objetos (uma area imaginaria concéntrica ao objeto, medindo
trés vezes o seu tamanho), trajeto percorrido (C; *Grupo, p = 0,03; #Ambiente, p = 0,02) e velocidade
de deslocamento (D). Os dados estao representados em termos de média + EPM.

A ANOVA também revelou um efeito significante relacionado aos fatores Grupo (F ;43 =
4,63, p = 0,03) e Ambiente (F ;43 = 5,27, p = 0,02) no parametro trajeto percorrido. As analises
post hoc mostraram que as ratas NUL percorreram trajetos maiores (p = 0,03); os animais do
ambiente STD também exibiram trajetos maiores (p = 0,02). Houve ainda um -efeito
marginalmente significante relacionado ao fator Grupo (F 143 = 3,96, p = 0,052) e ao fator
Ambiente (F ;43 = 2,85, p = 0,09) no parametro velocidade de deslocamento, sugerindo que as
ratas NUL e animais do ambiente STD exibiram velocidades maiores. Nao houve interacao
significante entre os fatores Grupo e Ambiente nos parametros trajeto percorrido e velocidade de

deslocamento (F ;43=1,65-2,09, p > 0,15).
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Em conjunto, os resultados da terceira tentativa mostraram que a experiéncia maternal e o
ambiente enriquecido ndo alteraram a memoria de reconhecimento de objetos familiares de ratas
Sprague-Dawley. Também mostraram que o novo objeto inserido no ambiente ndo foi capaz de
captar maior atividade exploratoria dos animais, o que pode explicar a auséncia de diferencas
significantes na taxa de exploracdo entre os diferentes grupos. De maneira consistente com as
tentativas anteriores, as ratas nuliparas, assim como as do ambiente STD, exibiram trajetos
maiores, indicando maior atividade locomotora, o que pode estar relacionado com elevados

niveis de ansiedade e hiperatividade.

Resultados Anatomicos
BrdU

Os resultados quantitativos, bem como as fotomicrografias representativas da
imunohistoquimica para o BrdU sdo mostrados na figura 3.8. A ANOVA revelou auséncia de
diferencas significativas no fator Grupo, Ambiente e na interagdo entre eles (F ;3= 0,09-0,16, p
> 0,69), indicando que o nimero total de novas células geradas no GD nio sofreu alteracdo em

virtude da experiéncia maternal e da exposi¢cdo ao ambiente enriquecido.
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C BrdU*
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Figura 3.8 - Fotomicrografias representativas de células BrdU" na camada granular do GD (A, B), bem
como o resultado quantitativo (C), expresso pela média + EPM do numero total estimado de células
BrdU" geradas durante o acondicionamento em ambientes distintos (enriquecido X padrdo) no GD de
ratas primiparas (PRIM) e nuliparas (NUL) da linhagem Sprague-Dawley.
DCX

Os resultados da imunohistoquimica para DCX sdo mostrados na Figura 3.9. A ANOVA
revelou auséncia de diferencas significativas nos fatores Grupo, Ambiente e na interacdo entre
eles (F 13=0,01-0,06, p > 0,79). Portanto, estes resultados mostram que o niimero de neurénios

em diferenciacdo ndo se altera por conta da experiéncia maternal e da exposi¢do ao ambiente

enriquecido.
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Figura 3.9 - Fotomicrografias representativas de células DCX na camada granular do GD (A, B), bem
como o resultado quantitativo (C), expresso pela média + EPM do numero total estimado de células
DCX" no GD de ratas primiparas (PRIM) e nuliparas (NUL) da linhagem Sprague-Dawley.
BrdU/DCX
Os resultados da andlise de colocalizagio dos marcadores para BrdU e DCX sdo
mostrados na Figura 3.9.1. A ANOVA mostrou auséncia de efeitos significantes de Grupo,
Ambiente e de interacdo entre os mesmos (F ;3= 0,01-0,33, p > 0,57). Esses resultados mostram
que a diferenciacdo das células recém-geradas em precursores neuronais nao ¢ alterada em

virtude da experiéncia maternal e da exposi¢cdo ao ambiente enriquecido.
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Figura 3.9.1 - Analise de colocalizagdo dos marcadores para BrdU e DCX no GD de ratas primiparas
(PRIM) e nuliparas (NUL) da linhagem Sprague-Dawley. As figuras mostram a mesma célula
expressando os marcadores para BrdU e DCX (A e B, respectivamente), o que resulta numa coloragao
dupla quando as imagens sdo combinadas (C; BrdU em vermelho e DCX em verde). O resultado

quantitativo (D) € expresso pela média + EPM do numero total estimado de células duplamente marcadas
por BrdU e DCX.

BrdU/NeuN

A Figura 3.9.2 mostra os resultados obtidos na analise de colocalizagdo dos marcadores
para BrdU e NeuN. A ANOVA apontou auséncia de efeitos de Grupo, Ambiente e de intera¢ao
entre eles (F ;3= 0,31-0,91, p > 0,36). Embora a analise visual dos dados mostre uma inclina¢ao

para um maior numero de células BrdU/NeuN positivas nas ratas primiparas expostas ao
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ambiente enriquecido (Figura 3.9.2D), sugestivo de que a experiéncia maternal proporciona
maior taxa de sobrevivéncia e maturagdo de novas células em virtude da exposi¢cdo ao ambiente
enriquecido, ndo houve interagdo significativa entre os fatores Grupo e Ambiente (p = 0,365), o

que pode estar relacionado com a grande variabilidade dos resultados (note a barra de erro na

Figura 3.9.2D).

BrdU+NeuN"

800 - Nyl
s Prim
600

400 1

200 4

Numero total estimado (média + epm)

Ambiente enriquecido Ambiente padrio

Figura 3.9.2 - Analise de colocalizagdo dos marcadores para BrdU e NeuN no GD de ratas primiparas
(PRIM) e nuliparas (NUL) da linhagem Sprague-Dawley. As figuras mostram a mesma célula
expressando os marcadores para BrdU e NeuN (A e B, respectivamente), o que resulta numa coloragao
dupla quando as imagens sd@o combinadas (C; BrdU em vermelho e NeuN em azul). O resultado
quantitativo (D) ¢ expresso pela média = EPM do niimero total estimado de células duplamente marcadas
por BrdU e NeuN.
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Discussio

Os resultados comportamentais do presente estudo mostraram que as ratas primiparas
expostas ao ambiente enriquecido (AE) exibiram uma memoria sobre a disposi¢do espacial de
objetos superior em comparagdo com as ratas nuliparas expostas as mesmas condi¢des
ambientais. Esse comportamento foi expresso pelo maior tempo de exploragdo do objeto cuja
localizagdo espacial foi alterada em comparagdo com o objeto cuja localizagdo espacial foi
mantida, enquanto que as ratas nuliparas exploraram igualmente ambos os objetos. Por outro
lado, a tentativa que avalia a memoria de reconhecimento para objetos familiares mostrou que as
ratas do ambiente STD, independentemente da experiéncia maternal, cruzaram mais vezes pela
area do objeto ndo familiar, introduzido na arena em substitui¢do ao objeto que ndo teve sua
localizagdo espacial alterada nas tentativas anteriores. Adicionalmente, as ratas NUL mostraram
uma tendéncia (p = 0,07) também para o maior nimero de cruzamentos pela mesma area. Esses
resultados indicam que a experiéncia maternal e a exposicdo ao AE exercem efeitos sobre o
desempenho de ratas Sprague-Dawley em tarefas que avaliam a memoria de localizacdo e
reconhecimento de objetos.

A disting¢do entre as tarefas de localizacdo e reconhecimento de objetos ¢ importante, pois
envolvem mecanismos neurais e psicologicos diferentes. A tarefa de localizagdo de objetos
consiste na alteragdo da disposi¢cdo espacial de um objeto familiar, explorado numa tentativa
anterior, enquanto que a tarefa de reconhecimento de objetos ¢ caracterizada pela insercao de um
objeto novo no ambiente em substituicdo a um dos objetos explorados numa tentativa anterior
(Dere et al., 2007). Em relagdo ao primeiro caso, diversos estudos mostram que o hipocampo tem
participacdo fundamental na formagdo de uma memoria adquirida com base em elementos

espaciais e contextuais, enquanto que no segundo, a memoria que permite discriminar a
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familiaridade de um objeto explorado anteriormente, ¢ mantida relativamente intacta quando o
hipocampo ¢ lesionado experimentalmente (Xavier et al., 1990; Mumby et al., 2002; Good et al.,
2007; Balderas et al, 2008; Manns & Eichenbaum, 2009; Langston & Wood, 2010). Os
resultados do presente estudo mostraram que as ratas PRIM expostas ao AE foram mais sensiveis
em relagdo a alteracdo espacial dos objetos em comparagdo com as NUL mantidas nas mesmas
condi¢des ambientais, sugerindo que a experiéncia maternal associada a exposi¢do a um
ambiente de maior complexidade gerou alteragdes no hipocampo dessas ratas que resultaram no
aprimoramento de um comportamento relacionado a essa estrutura nervosa. De fato, diversos
estudos sugerem que as adaptagdes anatdmicas e funcionais do hipocampo materno de ratas tém
relacdo com desempenhos superiores em tarefas espaciais (Kinsley et al., 1999; Tomizawa et al.,
2003; Gatewood et al., 2005; Pawluski & Galea, 2005).

Por meio de tarefas similares, Macbeth et al. (2008) mostraram que ratas MULT
superaram ratas NUL tanto numa tarefa ndo espacial, de reconhecimento de objetos, quanto
noutra espacial, de localizacdo de objetos, de forma mais pronunciada em comparacdo com 0s
resultados obtidos no presente experimento. No entanto, as condi¢des experimentais empregadas
nos estudos de Macbeth et al. (2008) diferem em muitos aspectos das utilizadas no presente
estudo. Nos experimentos de Macbeth et al. (2008), foram utilizadas ratas que passaram por mais
de uma gestacdo e periodos de lactacdo, condicdo reprodutiva em que alteragdes de memoria
espacial sdo obervadas de forma mais pronunciada, dependendo da tarefa empregada, como o
labirinto radial de oito bracos (Kinsley et al., 1999; Tomizawa et al., 2003) ou uma versio seca
do labirinto de Morris (Gatewood et al., 2005). Além disso, Macbeth et al. (2008) submeteram os
animais a 4 dias de exposicdo em cada fase da tarefa enquanto que no presente estudo, optou-se

pela versdo "one-trial" para cada versdo da tarefa, estratégia que ¢ suficiente para captar a
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atividade exploratoria e avaliar os dois tipos de memorias em roedores (Dere et al., 2007).
Alternativamente, ¢ possivel que o desempenho dos animais tenha sido influenciado pela
exposi¢do prévia ao AE. De fato, a primeira tentativa de exposi¢do ou tentativa amostra, revelou
um resultado inesperado; apesar de ambos os objetos utilizados nessa tentativa serem idénticos,
um deles captou maior atividade exploratéria dos animais, particularmente o objeto "A",
localizado no quadrante noroeste da arena, o mais proximo de uma das paredes da sala de
experimentos (ver Figura 3.2 na se¢do de métodos). Interessantemente, os resultados mostraram
que as ratas PRIM exploraram por mais tempo o objeto "A" e por mais tempo em relagdo as ratas
NUL, as quais exploraram ambos os objetos igualmente. E possivel que a proximidade do objeto
"A" em rela¢do a parede da sala de experimentos possa ter representado um local mais seguro
para esses animais, sugerindo que as PRIM exibiram maior cautela ao explorar um ambiente
aberto. Ainda, a tentativa de reconhecimento de objetos mostrou que as ratas do ambiente STD,
independente do histérico reprodutivo, cruzaram mais vezes pela drea do objeto novo, sugerindo
que estes animais foram mais sensiveis a substituicdo de um objeto familiar por outro diferente.
O fato de o AE incluir objetos variados, de tamanhos e formas diferentes pode ter alterado a
motivacdo dos animais mantidos nesse ambiente para explorar objetos diferentes pela habituagao
aos objetos da gaiola, o que pode explicar a atracdo pelo objeto novo somente nos animais
acondicionados em gaiolas comuns de laboratério.

Os resultados do presente experimento também mostraram que as ratas NUL,
independentemente do ambiente em que foram mantidas, bem como os animais acondicionados
em gaiolas comuns de laboratdrio, independentemente da condigdo reprodutiva, percorreram
distancias e exibiram velocidades de deslocamento maiores em todas as exposi¢des dos testes

comportamentais. Estes resultados indicam maior atividade motora nesses animais,
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possivelmente relacionado com niveis elevados de ansiedade e estresse. De acordo com os
resultados obtidos no presente experimento, diversos estudos mostram que a experiéncia
maternal diminui a ocorréncia de comportamentos relacionados com ansiedade e estresse
(Lonstein, 2005; Love et al, 2005; Byrnes & Bridges, 2006; Macbeth et al, 2008),
possivelmente pela redugdo nos niveis plasmaticos do hormonio adrenocorticotréfico (ACTH) e
cortisol (Windle et al., 1997; Shanks et al., 1999) e/ou menor ativagdo de areas relacionadas a
esses comportamentos, caracterizada pela reducdo na expressao da proteina c-fos (da Costa et al.,
1996; Wartella et al,, 2003). O AE ¢ uma fonte de estimulagdo sensorial formada pela
combinagdo entre a oportunidade de explorar objetos inanimados e interagir socialmente com
outros animais, o que gera alteragdes no encéfalo e no comportamento de roedores (Rosenzweig,
1966; Walsh, 1981; Benaroya-Milshtein et al., 2004). Um dos efeitos conhecidos da exposicao
ao AE ¢ a reducdo da ansiedade e estresse (Roy et al., 2001; Benaroya-Milshtein et al., 2004;
Friske & Gammie, 2005; Leal-Galicia et al., 2007; Hughes & Otto, 2013), o que pode explicar a
reducdo na atividade motora dos animais mantidos em AE em comparacdo com os animais
acondicionados em gaiolas comuns no presente experimento. Em suporte a esse resultado,
Sztainberg et al. (2010) mostraram uma reducdo na atividade motora de camundongos mantidos
em AE, porém, essa redu¢do ndo influenciou a capacidade exploratéria dos animais. Portanto,
esses resultados sugerem que a experiéncia maternal e o AE enriquecido exerceram efeitos
ansioliticos sobre o desempenho dos animais durante a exploragdo de um ambiente novo.

Os resultados anatomicos mostraram que a experiéncia maternal por si sd, ou associada a
exposicdo por 45 dias ao AE ndo proporcionou alteragdes nas taxas de proliferagao,
diferenciacdo e sobrevivéncia das novas células geradas no GD de ratas Sprague-Dawley.

Consistentemente com os resultados obtidos no presente estudo, Leuner et al. (2007) mostraram
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que ratas PRIM ndo diferiram das NUL quanto ao numero de células marcadas pelo BrdU,
quando avaliadas ap6s o desmame dos filhotes. No entanto, durante o periodo de lactagdo e
exposicao aos filhotes, foi observada uma redu¢do no nimero de novas células no GD das ratas
PRIM, resultado também encontrado por Pawluski & Galea (2007). Portanto, alteracdes nas
taxas de neurogénese hipocampal em ratas maternalmente experientes parecem depender do
periodo em que os animais sdo avaliados, sendo observadas particularmente durante o periodo de
lactacdo e exposicao aos filhotes. De fato, a inibi¢do do aumento nos niveis de corticosterona por
meio de adrenalectomia durante esse periodo foi efetiva na prevencdo do decréscimo na taxa de
proliferacdo celular no GD, indicando que o contato com os filhotes e a lactacdo elevam os
niveis do hormonio corticosterona, relacionado ao estresse, impactando de maneira negativa a
neurogénese hipocampal em ratas PRIM (Leuner et al., 2007). No entanto, até este momento, o
presente estudo foi o Unico a investigar os efeitos da experiéncia maternal associada a exposi¢ao
a um AE sobre a neurogénese hipocampal adulta, mostrando que os estimulos diferenciados
proporcionados por 45 dias de exposicdo ao AE ndo foram capazes de alterar a proliferacgao,
diferenciagdo e sobrevivéncia das novas células geradas no GD da formagdo hipocampal.

Em conjunto, os resultados do presente estudo mostraram que as ratas PRIM mantidas em
ambiente enriquecido mostraram maior sensibilidade a alteracdo espacial de um objeto familiar
numa tarefa dependente da integridade do hipocampo, em comparacdo com as NUL mantidas
nas mesmas condigdes ambientais, sugerindo que a experiéncia maternal associada ao
enriquecimento ambiental gerou alteragdes na capacidade dos animais de reagirem a alteragao
espacial, possivelmente relacionada com alteragdes hipocampais. Adicionalmente, ratas NUL,
bem como as ratas mantidas em gaiolas comuns de laboratorio exibiram comportamentos

relacionados com ansiedade e estresse, tais como aumento no trajeto percorrido e na velocidade
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de deslocamento durante as exposigdes as tarefas comportamentais, sugerindo que a experiéncia
maternal e a exposicdo ao AE produziram efeitos ansioliticos em ratas Sprague-Dawley. Por fim,
as alteracdes comportamentais mencionadas ndo mostraram relacdo com a neurogénese adulta,
uma vez que a experiéncia maternal e a exposicdo ao AE por 45 dias ndo foram capazes de
alterar as taxas de proliferagcdo, diferenciagdo e sobrevivéncia das novas células geradas no GD

desses animais.
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Discussiao Geral e Conclusdes

Os resultados descritos no Capitulo I do presente trabalho mostraram que a experiéncia
maternal em suas mais diferentes formas (primiraridade, primiparidade com privagdo de contato
com os filhotes e sensibilizacdo maternal) ndo geraram alteragdes de desempenho em ratas da
linhagem Wistar avaliadas uma semana apds o desmame/exposi¢ao aos filhotes em comparacao
com ratas nuliparas (NUL), tanto numa tarefa de memoria de referéncia quanto numa tarefa de
memoria operacional no labirinto aquatico de Morris. Em contraste, estudos prévios mostraram
melhora significativa na memoria espacial de ratas da linhagem Sprague-Dawley avaliadas no
labirinto radial de oito bragos apos a separagdo entre a genetriz e sua prole (Kinsley et al., 1999;
Pawluski et al., 2006). Por outro lado, ratas sensibilizadas pela exposi¢do diaria a filhotes
adotivos (SENS) e ratas primiparas privadas de contato com sua prole por 6 horas diarias (PRIV)
exibiram alteragdes de desempenho quando avaliadas durante o periodo de lactagdo/exposicao
aos filhotes. As ratas SENS exibiram um prejuizo para cumprir a tarefa de memoria de
referéncia, caracterizado pelas distancias maiores para encontrar a plataforma. Além disso, essas
ratas exibiram velocidades de nado maiores tanto no teste de memoria de referéncia, quanto no
teste de memoria operacional, indicando um comportamento relacionado a ansiedade e alteragdes
motivacionais. E possivel que o prejuizo para cumprir a tarefa e as alteracdes motivacionais
observadas nas ratas SENS estejam relacionados ao estresse gerado pela exposicdo inicial aos
filhotes adotivos, uma vez que durante o inicio do processo de sensibilizagdo maternal ha um
conflito entre o comportamento de evitagdo e aproximacdo da ninhada, sendo que na grande
maioria das vezes a rata tende a evitar os filhotes, chegando, em alguns casos, a cometer
infanticidio (Rosenblatt, 1967, Numan & Insel, 2003). Ja as ratas PRIV exibiram um

desempenho superior em relagdo aos demais grupos no teste de memoéria operacional, em
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contraste com os resultados obtidos por Pawluski et al. (2006), que mostraram um prejuizo de
memoria operacional em ratas PRIM que tiveram seus filhotes retirados definitivamente dentro
de 24 horas ap6s o nascimento. No entanto, no presente experimento, as fémeas foram expostas
intermitentemente ao contato com os filhotes, o que pode ser considerada uma forma de
enriquecimento ambiental (Pawluski & Galea, 2008) que associada as alteragdes hormonais
caracteristicas do final da gestacdo e periodo pos-parto pode ter proporcionado alteragdes
nervosas que resultaram em um desempenho superior na tarefa de memoria operacional.

A discrepancia entre os resultados observados nos estudos que utilizaram ratas da
linhagem Wistar (Zimberknopf et al., 2011; Capitulo I do presente trabalho) e os estudos que
mostram melhora significativa de memoria espacial em ratas da linhagem Sprague-Dawley
(Kinsley et al., 1999; Gatewood et al., 2005; Lambert et al., 2005; Darnaudéry et al., 2007)
geraram a hipotese de que o efeito da experiéncia maternal sobre a memoria espacial poderia ser
dependente da linhagem de ratas utilizadas. De fato, os resultados apresentados no Capitulo II do
presente trabalho mostraram que a experiéncia maternal gerou maior impacto sobre o
desempenho de ratas Sprague-Dawley em relacdo as ratas da linhagem Wistar, tanto numa tarefa
de memoria de referéncia quanto numa tarefa de memoria operacional, confirmando hipoteses
levantadas em estudos anteriores, sugerindo que ratas maternalmente experientes utilizam
estratégias mais eficientes para desempenhar uma tarefa espacial, porém de forma mais
pronunciada em ratas da linhagem Sprague-Dawley (Zimberknopf et al., 2011; Capitulo I do
presente trabalho). Adicionalmente, ratas PRIM da linhagem Sprague-Dawley exibiram
velocidades de nado menores ao cumprir a tarefa, sugerindo baixos niveis de ansiedade em
relacdo aos demais grupos avaliados. Consistentemente com esses resultados, estudos anteriores

mostraram que ratas maternalmente experientes exibem menores niveis de ansiedade em relagao
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as NUL (Wartella et al., 2003 Macbeth et al., 2008), efeito que ¢ dependente da interagdo fisica
com os filhotes em ratas pos-parturientes (Lonstein, 2005). Ademais, a linhagem por si sO
mostrou ser uma varidvel importante em estudos de memoria espacial, como observado nas
caracteristicas comportamentais distintas entre as linhagens Sprague-Dawley e Wistar neste
estudo. De forma independente da experiéncia maternal, ratas da linhagem Sprague-Dawley
exibiram trajetos menores nas primeiras tentativas tanto no teste de memoria de referéncia
quanto no teste de memoria operacional, sugerindo que sua estratégia de busca ¢ mais eficiente
em relagdo as ratas da linhagem Wistar. Por outro lado, estas tltimas melhoram
significativamente os seus desempenhos nas tentativas subsequentes, ao passo que as ratas
Sprague-Dawley mantiveram um desempenho similar ao longo das tentativas. Higashida &
Ogawa (1987) compararam o desempenho de ratos da linhagem Wistar e Sprague-Dawley em
tarefas espaciais no labirinto radial de oito bracos e mostraram importantes diferengas de
comportamento entre as duas linhagens. Os ratos da linhagem Wistar apresentaram maior
atividade locomotora e cumpriram a tarefa em um tempo menor, porém cometeram
significantemente mais erros na escolha dos bracos refor¢cados. Adicionalmente, ratos da
linhagem Wistar aprendem mais rapido que ratos da linhagem Sprague-Dawley uma tarefa de
esquiva quando um choque elétrico ¢ utilizado como estimulo incondicionado (Kuribara et al.,
1976). Sugere-se que as diferengas de desempenho espacial entre as linhagens Wistar e Sprague-
Dawley residam nas caracteristicas eletrofisioldgicas do hipocampo entre as duas linhagens. Em
apoio a essa hipdtese, Diana et al. (1994) compararam o desempenho espacial e a porcentagem
de inducdo da potenciacdo pos-tetanica (PTP) e potenciacdao de longo prazo (LTP), apos estimulo
elétrico de 100 Hz em fatias de hipocampo de ratos de ambas as linhagens. Os resultados

mostraram que a indug¢do de PTP foi significantemente maior no giro denteado das fatias obtidas
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de ratos Sprague-Dawley, enquanto que nenhuma diferenca entre as linhagens foi observada na
indu¢do de LTP. Interessantemente, os ratos Sprague-Dawley exibiram um melhor desempenho
na tarefa espacial, sugerindo que a caracteristica eletrofisiologica distinta observada no giro
denteado de ratos Sprague-Dawley pode ter relacio com a melhora na memdria espacial (Diana
et al., 1994).

Os resultados comportamentais apresentados no Capitulo III deste trabalho mostraram
que a exposi¢do a um ambiente enriquecido gerou uma alteracdo no desempenho de ratas PRIM
numa tarefa de localizagdo, mas ndo numa de reconhecimento de objetos, em comparacdo com
ratas NUL expostas as mesmas condi¢cdes ambientais. Adicionalmente, os resultados mostraram
que as ratas NUL e as ratas mantidas em gaiolas comuns de laboratorio percorreram distancias e
exibiram velocidades de deslocamento maiores em relagdo as demais condigdes reprodutivas e
de acondicionamento. Esses resultados sugerem que o ambiente enriquecido associado a
experiéncia maternal gerou alteragdes em estruturas relacionadas com a memoria para disposicao
espacial de objetos e também proporcionaram um efeito ansiolitico sobre o comportamento dos
animais. De fato, estudos anteriores sugerem que as alteragdes no hipocampo em virtude dos
eventos que compdem a experi€éncia maternal tenham relagdo com o desempenho espacial em
ratas (Kinsley et al., 1999; Tomizawa et al., 2003). Adicionalmente, a experiéncia maternal
proporciona reducdo de comportamentos relacionados a ansiedade e estresse em ratos (Lonstein,
2005; Love et al., 2005; Byrnes & Bridges, 2006; Macbeth et al., 2008), efeito que ¢ dependente
da interagcdo com os filhotes (Lonstein, 2005). Similarmente, o ambiente enriquecido ¢ um fator
que gera efeitos ansioliticos em ratos (Roy et al., 2001; Benaroya-Milshtein et al., 2004; Friske
& Gammie, 2005; Leal-Galicia et al., 2007; Hughes & Otto, 2013), possivelmente pelos efeitos

estimulatérios da interagdo social com outros animais € do aumento da atividade exploratoria em
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virtude da exposicdo a novos objetos. No entanto, até o presente momento, este &€ o primeiro
estudo a investigar os efeitos associados da experiéncia maternal e da exposi¢do a um ambiente
enriquecido sobre o comportamento e a neurogénese hipocampal de ratas.

Por fim, os resultados anatomicos descritos no Capitulo III revelaram auséncia de
diferencas nas taxas de proliferacdo, diferenciagdo e maturacdo/sobrevivéncia de novas células
geradas no giro denteado do hipocampo de ratas Sprague-Dawley, em virtude da experiéncia
maternal e/ou exposi¢do a um ambiente enriquecido por 45 dias. Consistentemente com esses
resultados, estudos prévios mostraram que experi€éncia maternal por si s6 ndo gera alteracdes na
neurogénese hipocampal adulta quando as fémeas sdo avaliadas apds o desmame dos filhotes,
mas exerce um efeito supressor sobre a proliferacdo celular durante o periodo de lactagdo,
possivelmente pelo aumento nos niveis do hormonio corticosterona durante esse periodo (Leuner
et al., 2007). Confirmando esse efeito, Pawluski & Galea (2007) mostraram uma redugdo
acentuada no nimero de novas células no giro denteado de ratas em periodo de lactacdo. Dessa
forma ¢ possivel que a variagdo na neurogénese hipocampal em ratas maternalmente experientes
seja um efeito dependente do momento em que os animais sao avaliados.

No conjunto, os experimentos que compdem o presente trabalho mostraram que
diferentes formas de experiéncia maternal geram alteracdes distintas sobre a memoria espacial de
ratas, porém de forma dependente do momento em que os animais sdo avaliados e da linhagem
utilizada, sendo observadas altera¢cdes mais pronunciadas em ratas da linhagem Sprague-Dawley.
Por fim, a experiéncia maternal associada a exposi¢do a um ambiente enriquecido exerceram
efeitos sutis sobre a memoria para disposi¢do espacial de objetos, mas mostraram efeitos
ansioliticos significativos sobre o comportamento dos animais. Adicionalmente, a neurogénese

hipocampal adulta ndo ¢ alterada em virtude da experiéncia maternal de forma isolada ou em
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associacdo com a exposicdo a um ambiente de maior complexidade. Esses resultados
acrescentam e reforgam a literatura da area, mostrando que o encéfalo materno ¢ modulado por
uma série de fatores internos e externos, os quais contribuem para as adaptagdes nervosas

necessarias para garantir a sobrevivéncia da prole e da propria genetriz.
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Anexo - Parecer do comité de ética em experimentacdo animal do IB
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OF.CEA/IB/034/2008
Ref. 2008.1.412.41.3
Sao Paulo, 01 de agosto de 2008. -

Prezado Senhor

Dirijo-me a V. Sa. para informar que a Comissio de Etica em Uso de Animais
Vertebrados em Experimentagdo do IB, em reunido realizada no dia 31/07/2008,
APROVOU o Projeto “A experiéncia maternal em ratas altera fungdes de memoria?” -
Protocolo 062/2008, de sua responsabilidade.

Atenciosamente.

%‘zw .’
Profa. Dra. Eleonora Trajano

Coordenadora da Comissio de FEtica em uso de Animais

Vertebrados em Experimentagdo do IB

Ilmo. Sr.
Prof. Dr. GILBERTO FERNANDO XAVIER
Departamento de Fisiologia do IBUSP.
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