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RESUMO 

O ambiente é formado pelo conjunto de situações que rodeiam o indivíduo e possui 

influência sobre todos os organismos. Um ambiente estressor possui influências 

negativas sobre um indivíduo, mas um ambiente enriquecido (AE) possui influências 

positivas. Em animais, o AE é definido como uma combinação de estímulos 

complexos inanimados e sociais capazes de melhorar as funções motoras, 

cognitivas e sensoriais. O AE é composto por diferentes objetos, com diferentes 

formas, tamanhos, cores, texturas, entre outros. A novidade ambiental, atividade 

física voluntária e o convívio social também fazem parte do AE. O AE é capaz de 

promover melhora visual, sensorial, cognitiva e motora. Já foram observados efeitos 

induzidos pelo AE, como melhora cognitiva, aumento da plasticidade sináptica, 

neurogênese hipocampal em adultos, modulação da expressão gênica e alterações 

nos níveis de neurotransmissores e fatores neurotróficos. No entanto, vários 

paradigmas de AE são encontrados na literatura, e essa variedade de protocolos 

gera uma série de resultados controversos sobre os efeitos induzidos pelo AE. O 

tempo é um importante fator que influencia os efeitos que o AE é capaz de causar. 

Diante deste contexto, o objetivo do presente trabalho foi avaliar as alterações 

cognitivas e moleculares observadas em camundongos expostos ao AE ou ao 

ambiente padrão (AP) por 30 ou 60 dias, a fim de verificar se o tempo de exposição 

afeta os parâmetros avaliados. Para isso foram realizados testes cognitivos de 

reconhecimento de objetos e social, de interação social, e ensaios moleculares de 

componentes pertencentes a sistemas neurotransmissores e fatores neurotróficos, 

que participam dos processos de cognição, na região do córtex cerebral, sendo eles 

os sistemas colinérgico, glutamatérgico e endocanabinóide, e os fatores 

neurotróficos BDNF e GDNF. O AE de 30 ou 60 dias não induziu efeitos nas 

memórias avaliadas, porém ambos os tempos de exposição aumentaram a interação 

social dos camundongos. O AE por 30 dias provocou o a diminuição da expressão 

gênica de α7, M1, mGluR5, e o aumento na expressão gênica da MAGL, no córtex 

total. O AE por 60 dias diminuiu a expressão gênica de M1 e de DAGL, mas 

aumentou a expressão gênica de CHAT e FAAH. Ambos os tempos de exposição 

aumentaram a expressão protéica de BDNF. Nesse contexto, o presente estudo 

demonstra que diferentes tempos de exposição ao AE podem induzir respostas 

variadas aos parâmetros cognitivos e moleculares avaliados. Estudos mais 

detalhados como o presente, são importantes na determinação de quais protocolos 



de enriquecimento ambiental são ideais para a prevenção e/ou tratamento de vários 

processos neurodegenerativos como doenças de Parkinson, Huntington, Alzheimer, 

abuso de drogas entre outros. 

 

Palavras-chave: Ambiente enriquecido; memória; interação social; sistema 

colinérgico; sistema glutamatérgico; sistema endocanabinóide.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



ABSTRACT 

 

The environment is formed by a set of situations around the individual and has 

influence on all organisms. A stressor environment has negative influences in a 

subject, but an enriched environment (EE) has positive influences. In animals, the AE 

is defined as a combination of inanimate and social complex stimuli that can improve 

motor, cognitive and sensory functions. The EE is composed of different objects of 

different shapes, sizes, colors, textures, among others. Environmental novelty, 

voluntary physical activity and social interaction are also part of EE. The EE is 

capable of promoting increased visual, sensory, cognitive and motor functions. 

Cognitive improvement, increased synaptic plasticity, adult hippocampal 

neurogenesis, modulation of gene expression and changes in levels of 

neurotransmitters and neurotrophic factors are EE-induced alterations already 

described. However, several EE paradigms are found in the literature, and this 

variety of protocols produces a range of controversial results on the effects induced 

by EE. Time is an important factor that influences the effects induced by the EE. In 

this context, the aim of this study was to evaluate the cognitive and molecular 

changes observed in mice exposed to EE or SE (stardard environment) for 30 or 60 

days, to check if the exposure time affects those parameters. We performed object 

recognition and social memory tests, social interaction test, and evaluated 

components belonging to cholinergic and glutamatergic neurotransmitter systems, 

endocannabinoid system and neurotrophic factors, such as BDNF and GDNF, which 

are all associated to cognitive processes in the cortex. The EE exposure for 30 or 60 

days did not induce effects on object recognition and social memories, but both 

exposure times increased social interaction in mice. The EE for 30 days causes a 

decreased gene expression of α7, M1, mGluR5 receptors, and an increase in the 

gene expression of MAGL. The EE for 60 days decreased the gene expression of M1 

and DAGL, but increased the gene expression of ChAT and FAAH. Both exposure 

times increased the protein expression of BDNF. In this context, this study 

demonstrates that different exposure times to EE can induce different responses to 

cognitive and molecular parameters evaluated. It also suggests that more studies 

regarding the different effects of time exposure to EE must be conducted in order to 

define the different protocols that could be used in the prevention and/ou treatment of 



neurodegenerative diseases´s such as Parkinson´s disease, Huntington´s disease, 

Alzheimer disease, drug addiction, among others. 

 

Keywords: Enriched environment; memory; social interaction; cholinergic system; 

glutamatergic system; endocannabinoid system.
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1 INTRODUÇÃO 

 

 A interação dos organismos com os seus ambientes foi observada, 

primeiramente em 1802, pelo naturalista Lamarck, o qual verificou que os 

organismos eram forçados a se adaptarem às mudanças ocorridas no ambiente que 

viviam, através de alterações comportamentais e estruturais (LAMARCK, 1802, apud 

SOLINAS et al, 2010). Algum tempo depois, em 1859, Charles Darwin mostrou que 

coelhos selvagens que viviam livres possuíam cérebros maiores que coelhos que 

viviam em gaiolas, demonstrando, também, que o ambiente tinha consequências 

diretas na anatomia e comportamento das espécies (DARWIN, 1859, apud 

SOLINAS et al, 2010). A partir da hipótese de que a experiência de vida era capaz 

de causar modificações no cérebro e a consequente adaptação comportamental, no 

final do século 19, Santiago Ramon y Cajal formulou a hipótese que o aprendizado 

obtido pela experiência de vida está relacionado à plasticidade sináptica (RAMON Y 

CAJAL,1894, apud SOLINAS et al, 2010). 

 O ambiente inclui todos os fatores que cercam a vida do indivíduo. Em 

humanos pode-se considerar o local de moradia, lugares que frequentam, condições 

sócio-econômicas, relações sociais, etc. (JESSOR e JESSOR, 1980; KODJO e 

KLEIN, 2002). Um ambiente estressor leva a experiências de vida negativas, 

podendo gerar estresse, depressão, déficit cognitivo e alta vulnerabilidade às 

drogas. Experiências de vida positivas são proporcionadas pelo ambiente 

enriquecido (AE) (DE BELLIS, 2002; SINHA, 2001). 

Em animais, o AE é considerado o local de habitação que possui uma 

combinação de estímulos complexos inanimados e sociais (ROSENZWEIG E 

BENNETT, 1969), que proporcionam uma variedade de estímulos sensoriais, 

motores e cognitivos (NITHIANANTHARAJAH e HANNAN, 2006) (Figura 1). Em 

laboratório, o ambiente é considerado enriquecido quando é complexo e variável. 

Dessa forma, o AE é formado por caixas grandes, contendo diversos objetos, de 

diferentes cores, formas, texturas e tamanhos, que são trocados periodicamente e 

mudados de posição, gerando sempre uma novidade ambiental comparado ao 

ambiente padrão, para estimular a curiosidade e exploração do animal, e permitir a 

formação de mapas espaciais pelo animal (ROSENZWEIG et al, 1978; 

ROSENZWEIG e BENNETT, 1996; VAN PRAAG et al, 2000; 
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NITHIANANTHARAJAH e HANNAN, 2006; LAVIOLA et al, 2008). Esse ambiente 

possui túneis, brinquedos, casinhas e rodas giratórias para prática voluntária de 

exercício físico (VAN PRAAG et al, 2000; NITHIANANTHARAJAH e HANNAN, 

2006). 

 O primeiro paradigma experimental do AE foi realizado por Donald Hebb em 

1947, onde verificou que ratos que viviam livremente em sua casa possuíam uma 

memória melhor que ratos que viviam em gaiolas no laboratório (HEBB, 1947). 

Desde então, vários estudos vem sendo realizados a fim de elucidar os efeitos 

causados pelo AE em processos cognitivos ou não (RAMPON et al, 2000; VAN 

PRAAG et al, 2000; BEZARD et al, 2003; NITHIANANTHARAJAH e HANNAN, 2006; 

SOLINAS et al, 2008; 2010; VIOLA et al, 2010; EL RAWAS et al, 2011; GUSMÃO et 

al, 2012; PANG e HANNAN, 2013; LIMA et al, 2014). 

 Alguns dos efeitos provocados pelo AE em roedores do tipo selvagem 

incluem a melhora cognitiva, o aumento da plasticidade sináptica, a neurogênese 

hipocampal em adultos, a modulação da expressão gênica e alterações nos níveis 

de neurotransmissores e fatores neurotróficos (FALKENBERG et al, 1992; ICKES et 

al, 2000; PANG e HANNAN, 2013). 

 Muitos estudos demonstram que o AE pode induzir efeitos diferentes tanto no 

comportamento, como nos mecanismos moleculares dos roedores (PARK et al, 

1992; LU et al, 1997; KEMPERMANN et al. 1998; RAMPON et al. 2000; VAN 

PRAAG et al., 2000; TANG et al. 2001; MELENDEZ, et al, 2004; BRUEL-

JUNGERMAN et al. 2005; MANAHAN-VAUGHAN e BRAUNEWELL, 2005; 

HATTORI et al. 2007; HUANG, et al. 2007; LLORENS-MARTÍN et al. 2007; XU et al. 

2009; MESA-GRESA, et al, 2013). Entretanto, existe uma gama de resultados 

contraditórios, e isso se deve às variações nos protocolos de enriquecimento 

(HULLINGER, et al, 2015). Apesar dos vários estudos já realizados com AE, ainda 

não se tem um consenso sobre qual paradigma experimental é o ideal para atingir 

os efeitos benéficos do AE no cérebro e no comportamento dos animais 

(NITHIANANTHARAJAH e HANNAN, 2006). 
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Figura 1 - Desenho esquemático do AE e das áreas afetadas pela estimulação sensorial, motora e cognitiva. O 

aumento dos estímulos sensoriais e visual ativa as áreas do córtex sematossensorial e visual. O aumento da 

estimulação cognitiva, com a formação de mapas espaciais e da novidade, ativa as regiões do hipocampo e 

córtex. O aumento da atividade motora, natural exploratória e através do exercício físico voluntário, ativa a 

região do córtex motor e cerebelo (NITHIANANTHARAJAH e HANNAN, 2006). 

 

1.1 Alterações cognitivas induzidas pelo AE  

 Estudos anteriores demonstram as alterações induzidas pelo AE em diversos 

parâmetros cognitivos, como melhora na memória (KEMPERMANN et al, 1998; 

RAMPON et al, 2000; TANG et al, 2001; BRUEL-JUNGERMAN et al, 2005, HUANG 

et al, 2007), efeitos tipo-ansiolítico (BENAROYA-MILSHTEIN et al, 2004; GALANI et 

al, 2007) e tipo-antidepressivo (HATTORI et al, 2007; LLORENS-MARTÍN et al, 

2007; XU et al, 2009), e no aumento da interação social (VAN PRAAG et al, 2000; 

MESA-GRESA et al, 2013).  

 

1.1.1 Memória 

1.1.1.1 Classificação dos tipos de memória  

 Para que uma memória seja formada, primeiro tem-se que aprender a 

informação.  

 Aprendizado pode ser considerado o processo de aquisição e elaboração da 

informação que modificará um comportamento subsequente (COLCIAGO et al, 

2015). Só é possível gravar uma informação, se ela for aprendida (IZQUIERDO, 

2011). O aprendizado transforma as experiências vividas em memória (KANDEL et 

al, 2000). 
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 A memória pode ser dita como a habilidade de lembrar experiências passadas 

(COLCIAGO et al, 2015). Significa a aquisição, consolidação e evocação de 

informações (IZQUIERDO, 2011). 

 Existem vários tipos de memória, e distingui-las de acordo com o tempo que 

duram ou de acordo com o seu conteúdo são exemplos de como podem ser 

classificadas.  

 A classificação de acordo com o tempo leva em consideração o tempo que a 

memória permanece disponível para ser evocada após a aquisição. Observando o 

tempo de duração, as memórias podem ser dividas em: memória de trabalho, 

memória de curta duração (MCD) e memória de longa duração (MLD) (IZQUIERDO, 

2011; COLCIAGO et al, 2015) 

 A memória de trabalho é muito breve. É mantida por poucos segundos ou 

minutos, e serve para processar as informações que são necessárias em um 

determinado momento, por exemplo, quando conservamos um número de telefone 

tempo suficiente para discá-lo e logo depois é esquecido. Esse tipo de memória é 

processada fundamentalmente pelo córtex pré-frontal (GOLDMAN-RAKIC, 1996; 

IZQUIERDO, 2011). A memória de trabalho é considerada um sistema gerenciador 

central, que vai manter a informação online, ou seja, mantém a informação viva por 

tempo suficiente para poder entrar na memória de curta ou longa duração 

(GOLDMAN-RAKIC, 1996; IZQUIERDO, 2011).  

 A memória de curta duração (MCD) pode ser evocada por alguns minutos até 

aproximadamente 6 horas depois da aquisição. Na MCD não ocorre a síntese de 

novas proteínas, apenas modificações de proteínas pré-existentes. Ela mantém a 

informação “viva” até que seja consolidada e formada a memória de longa duração 

(SQUIRE e KANDEL, 2003; IZQUIERDO, 1998, 2011) 

 A memória de longa duração (MLD) pode ser denominada como aquela que 

pode ser evocada por um tempo maior que 6 horas, pois é o tempo que a 

informação leva para ser consolidada (MCGAUGH, 2000; IZQUIERDO et al, 2006). 

Podem durar dias ou anos, até por toda vida. Na formação da MLD, ocorre a síntese 

de novas proteínas (SQUIRE e KANDEL, 2003; IZQUIERDO, 1998, 2011). 

 A MCD e a MLD são processadas nas mesmas regiões do hipocampo e 

córtex, porém através de mecanismos distintos. A MLD não depende da formação 

da MCD, pois são processos paralelos, e isso pode ser demonstrado através de 
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estudos que suprimem a MCD sem causar prejuízos na MLD (IZQUIERDO, et al, 

1998, 1999; IZQUIERDO, 2011).  

 As memórias também podem ser divididas em declarativas (explícitas) e não-

declarativas (implícitas ou procedurais), de acordo com o seu conteúdo (SQUIRE, 

1992; IZQUIERDO, 2011). 

 As memórias declarativas são as que registram fatos, eventos ou 

conhecimentos. São as memórias que se pode declarar que existem e como foram 

adquiridas. Entre elas, as que se referem a eventos são denominadas episódicas, e 

as de conhecimentos gerais são denominadas semânticas (SQUIRE, 1992; 

IZQUIERDO, 2011). Pode ser adquirida através de curtos períodos de exposição à 

informação a ser aprendida (WINTERS et al, 2008). 

 As memórias não-declarativas são as memórias de habilidades motoras e 

sensoriais, como andar de bicicleta e nadar, por exemplo. Não é possível declarar a 

existência da memória, apenas demonstrar que ela existe (SQUIRE, 1992; 

IZQUIERDO, 2011). Esse tipo de memória requer uma extensiva fase de aquisição 

(WINTERS et al, 2008).  

 Ambas as memórias são processadas em regiões do hipocampo e córtex. 

Podem ser também armazenadas na amígdala, quando possuírem um componente 

emocional (IZQUIERDO, 2011). 

 

1.1.1.2 Memória x AE 

 Diversos estudos demonstram os efeitos do AE nos variados tipos de 

memória de roedores (TANG et al, 2001; PEÑA et al, 2006; KAZLAUCKAS et al, 

2011; BIRCH et al, 2013; LEGER et al, 2014; BAYAT et al, 2015; HULLINGER et al, 

2015; NOVCOVIK et al, 2015). 

 O teste do labirinto em Y (Y-maze) demonstrou que o AE melhora a memória 

de trabalho de ratos (BIRCH et al, 2013). A melhora da memória de trabalho também 

já foi avaliada por Bayat e colaboradores (2015), em que verificaram que o AE 

melhorou a memória espacial operacional em ratos submetidos a um modelo de 

isquemia cerebral. 

 Um estudo prévio verificou que o AE melhora a memória de discriminação 

social de curta duração em ratos (PEÑA et al, 2006). Kazlauckas e colaboradores 

(2011) verificaram melhora na memória de reconhecimento de objetos de curta e 
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longa duração, e na memória aversiva de curta e longa duração em camundongos 

mantidos no AE. 

 A melhora nas memórias de reconhecimento de objetos e aversiva de longa 

duração em camundongos mantidos no AE também já foi observado em outro 

estudo (LEGER et al, 2014). 

 Outros trabalhos demonstram a melhora na memória de reconhecimento de 

objetos de longa duração induzido pelo AE em camundongos (TANG et al, 2001; 

NOVCOVIK et al, 2015) e em ratos (HULLINGER et al, 2015). 

 

1.1.2 Interação Social x AE 

 A interação social é a investigação realizada durante um encontro social entre 

animais co-específicos, e o contato entre os animais pode ser mensurado pelo 

tempo de investigação social (MESA-GRESA et al, 2013). Durante esse encontro 

social, os animais podem apresentar um comportamento exploratório, que é dito 

como comportamento social, que inclui a sociabilidade, definida pela investigação e 

o contato social entre os animais, ou comportamento agressivo (CHISTYAKOV et al, 

2010; MESA-GRESA et al, 2013). O AE é capaz de promover uma maior interação 

social entre os animais (VAN PRAAG et al, 2000).  

 Já foi demonstrado que camundongos mantidos no AE apresentaram uma 

maior interação social que os animais mantidos no AP (MESA-GRESA et al, 2013). 

 

1.2 Alterações nos sistemas neurotransmissores induzidas pelo 

AE 

 Tendo como ponto de partida as alterações comportamentais induzidas pelo 

AE, vários estudos vêm investigando os efeitos do AE nos sistemas 

neurotransmissores (LU et al, 1997; WARBURTON et al, 2003; MELENDEZ et al, 

2004; MANAHAN-VAUGHAN e BRAUNEWELL, 2005; DEL ARCO et al, 2006; 

RAWAS et al, 2011; LIMA  et al, 2014). 

 As memórias são moduladas por diferentes sistemas neurotransmissores, 

dentre eles os sistemas colinérgico (PARK et al, 1992; BERARDI et al, 2007; DEL 

ARCO et al, 2007) e glutamatérgico (FOSTER et al, 1996; RAMPON et al, 2000; 
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BREDY, 2004; NAKA, 2005; LI et al, 2007; HU, et al, 2013) e pelo sistema 

neuromodulador endocanabinóide (WILSON e NICOLL, 2001; RAWAS, 2011; 

KATONA e FREUND, 2012). 

 

1.2.1 Sistema colinérgico 

 A acetilcolina (ACh) é um dos principais neurotransmissores envolvidos na 

cognição e memória (WOOLF e BUTCHER, 2010). 

 A ACh é sintetizada no citoplasma de neurônios colinérgicos, a partir dos 

precursores acetil coenzima-A e colina, através de uma reação do tipo acetilação 

catalizada pela enzima Colina-O-Acetil-Transferase (ChAT). Realizada a biossíntese, 

a ACh é armazenada em vesículas sinápticas pelo transportador vesicular de 

acetilcolina (VAChT). Após a exocitose, a ACh pode se ligar à receptores presentes 

nos neurônios pré e pós-sinápticos. A ação da ACh é interrompida quando a enzima 

Acetilcolinesterase (AChE), presente na fenda sináptica, hidrolisa a ACh em acetato 

e colina. A colina pode ser recaptada para o neurônio pré-sináptico através do 

transportador de colina de alta afinidade (ChT1) (FUJII et al, 2008; MARTINS-SILVA 

2008; VENTURA et al, 2010) (Figura 2). 

 O neurotransmissor ACh se liga a duas classes de receptores: os receptores 

nicotínicos, que possuem ação ionotrópica, e os receptores muscarínicos, de ação 

metabotrópica (KANDEL, et al, 2000). Os receptores nicotínicos são formados por 

várias subunidades e estão presentes em vários tecidos, como músculos e cérebro. 

Os receptores nicotínicos presentes no cérebro são formados pelas subunidades α2-

10 e β2-4 (MILLAR e GOTTI, 2009). A subunidade α7 está presente nas regiões do 

córtex, hipocampo e tálamo (VENTURA et al, 2010). Os receptores muscarínicos 

são acoplados à proteína G e possuem cinco subtipos: M1, M2, M3, M4 e M5. O 

subtipo M1 pode ser encontrado em regiões do córtex, hipocampo e amígdala 

(LEVEY et al, 1994; VENTURA et al, 2010).  
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Figura 2 - Desenho esquemático da neurotransmissão colinérgica. A ACh é sintetisada pela ChAT e 

armazenada em vesículas sinápticas pelo transportador VAChT. Após a exocitose a ACh pode interagir com 

os receptores pós-sinápticos nicotínicos ou muscarinícos. Após a neurotrasnmissão, a ACh é degradada pela 

AChE e a colina é recaptada pelo transportador ChT1(MARTINS-SILVA, 2008). 

 

 Estudos demonstram a participação do sistema colinérgico na memória e a 

influência do AE.  

 Animais tratados com escopolamina, um antagonista colinérgico que bloqueia 

os receptores muscarínicos, demonstram prejuízo na memória espacial e memória 

de reconhecimento (WARBURTON et al, 2003; LIMA et al, 2014). Quando 

submetidos ao AE, os efeitos aminésicos da escopolamina são reduzidos na 

memória espacial de referência (LIMA et al, 2014). 

 Outro estudo demonstra que animais mantidos no AE apresentaram melhor 

memória espacial e tiveram a atividade da ChAT aumentada, sugerindo aumento na 

síntese de ACh nas regiões do córtex e hipocampo (PARK et al, 1992). 

 Já foi verificado que um estímulo estressor é capaz de aumentar os níveis 

extracelulares de ACh (DAZZI et al, 2001). Animais submetidos a um modelo de 

estresse, mantidos no AE, apresentaram uma redução na liberação de ACh no 

córtex pré-frontal (DEL ARCO et al, 2006). 

 

1.2.2 Sistema glutamatérgico 

 O glutamato (Glu) é um neurotransmissor excitatório e é o mais abundante no 

sistema nervoso central (SNC). Exerce papel fundamental nos processos 
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comportamentais como cognição e plasticidade neural (IZQUIERDO, 1994; 

PRYBYLOWSKI e WENTHOLD, 2004).  

 O Glu pode ser sintetizado principalmente a partir do precursor glutamina. Ao 

final da neurotransmissão, o Glu presente na fenda sináptica é captado pelas células 

da glia através do transportador de aminoácido excitatório (TAE) de alta afinidade. 

Ainda na glia, ele é convertido em glutamina pela ação da enzima glutamina 

sintetase. A glutamina liberada para o meio extracelular é transferida por 

transportadores específicos para o interior do neurônio pré-sináptico, onde é 

reconvertida em Glu pela ação da enzima glutaminase (MOUSSA et al, 2007). A 

maior parte do Glu sintetizado é armazenada em vesículas sinápticas através de 

transportadores vesiculares de Glu, onde pode armazenar concentrações até dez 

vezes maiores que as encontradas no citosol dos terminais pré-sinápticos (NICHOLS 

e ATWELL, 1990). Após sua liberação, o Glu pode se ligar no neurônio pós-sináptico 

através dos receptores ionotrópicos e metabotrópicos. (Figura 3). 

 Os receptores ionotrópicos (iGluRs) podem ser subdivididos em N-metil-D-

aspartato (NMDA), ácido-amino-3-hidroxi-5-metil-isoxazol-4-propiônico (AMPA) e 

cainato (KA) (BOWIE, 2008). Os receptores AMPA estão amplamente distribuídos 

pelo SNC, com predomínio em regiões hipocampais. Os receptores NMDA também 

se encontram presentes em todo SNC (OZAWA et al, 1998).   

 Os receptores metabotrópicos (mGluRs) estão distribuidos pelo SNC. Os 

mGluRs são acoplados à proteína G e são constituídos  por 8 subtipos: mGluR1-8 

(OZAWA et al, 1998). Os receptores mGluR5 desempenham papel importante nos 

processos de aprendizado e memória (CONN e PIN, 1997).  

 Estudos prévios demonstram os efeitos do AE sobre genes relacionados a 

formação de memória, plasticidade sináptica e síntese de proteínas, incluindo os 

receptores mGluR1-5 (MELENDEZ et al, 2004). O papel do receptor mGluR5 na 

memória já está bem estabelecido. Camundongos deficientes de mGluR5 mostraram 

prejuízo na memória espacial (LU et al, 1997) e aplicações diárias do antagonista de 

mGluR5 2-metil-6-(feniletil)-piridina (MPEP) causaram prejuizos nas memórias de 

trabalho e referência em ratos (MANAHAN-VAUGHAN e BRAUNEWELL, 2005). 

 Diversos estudos evidenciam as alterações provocadas pelo AE no sistema 

glutamatérgico, como, por exemplo, o aumento da ligação do Glu ao receptor AMPA 

(FOSTER et al, 1996), o aumento da expressão de genes relacionados ao receptor 

NMDA (RAMPON et al, 2000), o aumento da expressão de subunidades dos 
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receptores AMPA e NMDA em animais com cuidado maternal reduzido (BREDY, 

2004), e aumento da expressão das subunidades GluR2 e GluR4 do receptor AMPA 

na região do hipocampo (NAKA, 2005). 

 

  

Figura 8 - Desenho esquemático da neurotransmissão glutamatérgica. O Glu é sintetisado pela glutaminase 

no neurônio pré-sináptico. Após a síntese, pode ser estocado em vesículas sinápticas através do TVGlu, ou 

liberado na fenda sináptica, podendo interagir com os receptores ionotrópicos e metabótrópicos presentes 

no neurônio pós-sináptico. Cessada a neurotransmissão, o Glu é captado pelas células da glia através do TAE, 

e reconvertido a glutamina pela glutamina sintetase (RUGGIERO et al, 2011). 

 

1.2.3 Sistema endocanabinóide 

 O sistema endocanabinóide pode ser dito como um sistema neuromodulatório 

da liberação e ação dos neurotransmissores (DI MARZO et al, 1998). É formado 

pelos canabinóides endógenos, receptores canabinóides e pelas enzimas de síntese 

e degradação (Figura 4). Os canabinóides endógenos exercem, através da ligação 

com seus receptores, importantes ações sobre o SNC, como a regulação de funções 

cognitivas e das emoções em circuitos neuronais do córtex, hipocampo e amígdala 

(DE PETROCELLIS et al, 2004; DI MARZO et al, 2004). 

 Os principais canabinóides endógenos são a anandamida (N-araquidonoil 

etanolamina, AEA) e o 2-araquidonoil glicerol (2-AG). Ambos são agonistas dos 

receptores canabinóides CB1 E CB2 (DE PETROCELLIS et al, 2004). 

 Os receptores CB1 estão entre os receptores acoplados à proteína G mais 

abundantes do SNC, embora também possam ser encontrados no sistema nervoso 
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periférico (DI MARZO et al, 2004).  Os receptores CB2 se localizam em estruturas 

relacionadas à modulação do sistema imune e hematopoiese (COTA et al, 2003).  

 A biossíntese dos endocanabinóides ocorre no terminal pós-sináptico e é 

derivada do ácido araquidônico. A N-acilfosfatidiletanolamida-fosfolipase D seletiva 

(NAPE-PLD) é a enzima que catalisa a biossíntese da AEA, e a sn-1-diacilglicerol 

lípase seletiva (DAGL) é a enzima que catalisa a biossíntese de 2-AG (BISOGNO et 

al, 2003; DI MARZO et al, 2004; OKAMOTO et al, 2004). Após a síntese, os 

endocanabinóides são liberados dos neurônios para fenda sináptica, podendo se 

ligar nos receptores CB1 presentes no neurônio pré-sináptico. Os endocanabinóides 

podem então ser recaptados através de transportadores de membrana, para o 

interior dos neurônios pós-sinápticos. Uma vez recaptados, ambos 

endocanabinóides são degradados pela enzima ligada à membrana FAAH (fatty acid 

amide hydrolase), já a enzima MAGL (monoacyl glicerol lipase) cataliza a 

degradação de 2-AG. Os produtos gerados pela degradação de AEA e 2-AG são o 

ácido araquidônico (AA), etanolamina (ET) e glicerol (DE PETROCELLIS et al, 2004; 

DI MARZO et al, 2004). 

 No terminal pré-sináptico, a ação dos endocanabinóides sobre os receptores, 

leva a uma inibição dos canais de Ca2+ voltagem-dependente, e uma abertura dos 

canais de K+, levando a inibição da liberação dos neurotransmissores (DI MARZO et 

al, 2004).  

 Dessa forma, pode-se dizer que o sistema endocanabinóide age como um 

mensageiro retrógrado e é biossintetizado sob demanda (CHRISTIE e VAUGHAN, 

2001; DI MARZO et al, 2004). 
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Figura 4 - Desenho esquemático do sistema endocanabinóide. No terminal pós-sinápticos, a partir de 

precursores derivados do ácido araquidônico, as enzima NAPE-PLD e DAGL catalizam a biossíntese dos 

endocanabinóides AEA e 2-AG, respectivamente. Na fenda sináptica os endocanabinóides se ligam no 

recptor pré-sinático CB1. Após a neurotransmissão, a enzima FAAH degrada AEA e 2-AG, e a enzima MAGL 

degrada 2-AG. A ativação de CB1 ocasiona a inibição da liberação dos neurotransmissores do neurônio pré-

sináptico (GUZMÁN, 2003; GODOY-MATOS et al, 2006). 

 Existem evidências que relacionam prejuízo na memória de trabalho à 

ativação dos receptores CB1 pela anandamida (MALLET e BENINGER, 1996). A 

melhora na memória olfativa relacionada ao bloqueio de CB1 pelo antagonista 

SR141716A também já foi evidenciada (TERRANOVA et al, 1996). O antagonista 

SR141716A induz o aumento da liberação de ACh, enquanto o agonista WIN55212-

2 bloqueia a liberação de ACh no hipocampo, o que sugere que a liberação do 

neurotransmissor é modulada por canabinóides endógenos (GIFFORD et al 1996).  

 As ações do sistema endocanabinóide sobre os neurotransmissores são 

variadas. Na região do hipocampo, onde são encontrados AEA e 2-AG, a ativação 

dos receptores CB1 podem levar a inibição da liberação de Glu e ACh, e, 

consequentemente, prejuízos nos processos envolvidos no aprendizado e memória. 

 No córtex, onde também são encontrados AEA e 2-AG, a ativação dos 

receptores CB1 está relacionada à inibição da ativação dos receptores NMDA pelo 

Glu, ocasionando prejuízos na formação da memória e motores (DI MARZO et al, 

1998). 
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 O efeito do AE já foi verificado no sistema endocanabinóide, onde a animais 

mantidos no AE, comparados com AP apresentaram maior expressão gênica de 

CB1 no hipotálamo e amígdala basolateral e uma maior expressão gênica de FAAH 

(RAWAS et al, 2011). 

 

1.3 Fatores neurotróficos x AE 

 Durante o desenvolvimento, os fatores de crescimento desempenham papéis 

importantes na sinalização extracelular, regulando a proliferação e diferenciação 

celular no SNC (CALOF et al, 1995). Pesquisadores tem visto que, em organismos 

maduros, esses fatores exercem função sobre a plasticidade sináptica, aprendizado, 

enriquecimento, exercício e neurogênese (VAN PRAAG et al, 2000). 

 Estudos demonstram que a exposição ao AE aumenta a expressão gênica do 

fator de crescimento do nervo (NGF) (PHAM et al, 1999; RASIKA et al, 1999), do 

fator neurotrófico derivado do cérebro (BDNF) (FALKENBERG et al, 1992) e do fator 

neurotrófico derivado da glia (GDNF) (YOUNG et al, 1999).   

 

 

1.3.1 Fator neurotrófico derivado do cérebro (BDNF) 

 BDNF é um fator de crescimento pertencente à família das neurotrofinas e 

está amplamente distribuído pelo SNC (MERLIO et al., 1993; CONNER et al., 1997). 

A sua forma madura possui uma massa molecular de aproximadamente 14 KDa 

(LEE et al, 2001).  

 Vários estudos têm sugerido a participação do BDNF nos processos de 

aprendizado e plasticidade sináptica (FISCHER et al, 1987; KANG et al, 1995; 

FIGUROV et al, 1996). A participação do BDNF em processos envolvidos na 

formação da memória, nas regiões do córtex cerebral e hipocampo, já foi verificada 

(KANG et al, 1995; KORTE et al, 1998; HUANG et al, 1999). 

 O AE é capaz de promover o aumento dos níveis de proteína de NGF 

(MOHAMMED et al, 1990; 1993; PHAM et al, 1999) e aumento na expressão gênica 

de BDNF e NGF (FALKENBERG et al, 1992; TORASDOTTER et al, 1996). Essas 

mudanças induzidas pelo AE podem ser associadas com a melhora na memória 
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espacial e no comportamento exploratório (FALKENBERG et al, 1992; PHAM et al, 

1997).  

 

1.3.2 Fator neurotrófico derivado da glia (GDNF) 

 GDNF é um potente fator de crescimento para células neuronais e é membro 

fundador da família de ligantes de GDNF (GFL, GDNF family of ligands) 

(AIRAKSINEN et al, 2002). O seu monômero possui peso molecular de 16 KDa, 

porém sua forma biologicamente ativa se apresenta na forma de um homodímero, 

com peso molecular aproximado de 30 KDa (KASTIN et al, 2003; SAAVEDRA et al 

2008). Através de análises de western blottting, a molécula de GDNF pode 

apresentar bandas de 55 KDa, devido a uma glicosilação na molécula (OKADA et al, 

1999; KADDIS et al, 1996) é expresso nas células da glia presentes em regiões do 

hipocampo, mesencéfalo, cerebelo e córtex (MOGI et al, 2001).  

 Os efeitos do AE sobre GDNF já foram verificados anteriormente. Animais 

mantidos no AE apresentam maior expressão gênica de GDNF na região do 

hipocampo que animais mantidos no AP (YOUNG et al, 1999). Animais com 

parkinsonismo induzido por 1-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridine (MPTP), 

que foram mantidos no AE, também apresentaram aumento na expressão gênica de 

GDNF na região da substância negra pars compacta (FAHERTY et al, 2004). 

 

1.4 Resultados heterogêneos induzidos pelo AE 

 O AE pode induzir resultados controversos principalmente pela variabilidade 

entre protocolos realizados, diferença no gênero, idade do animal no início da 

exposição e tempo de duração do AE (HATTORI et al, 2007; 

NITHIANANTHARAJAH e HANNAN, 2006).  Não existe um consenso sobre qual 

paradigma do AE é o ideal para atingir os efeitos benéficos no cérebro e no 

comportamento dos animais (NITHIANANTHARAJAH e HANNAN, 2006). 

 Leger e colaboradores, em 2014, demonstraram resultados heterogêneos em 

animais submetidos ao AE. Camundongos machos de 10 semanas de idade foram 

mantidos no AP ou AE por 24h, 1, 3, 5 ou 6 semanas. O AE foi formado por uma 

caixa grande (80 × 60 × 60 cm3) com vários objetos e uma roda de corrida, e 12 
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camundongos por caixa. Foi demonstrado que o AE por 3 semanas teve efeito tipo-

ansiolítico, sendo que esse resultado não foi visto na exposição ao AE por 24h e 1 e 

5 semanas. Efeitos controversos também foram verificados na memória desses 

animais. Foi observado a melhora da memória aversiva de longa duração nos 

animais mantidos no AE por 3 semanas, mas essa melhora não foi observado na 

exposição ao AE por 24h, 1 e 5 semanas. A exposição ao AE por 1, 3, 5 e 6 

semanas induziu a melhora na memória de reconhecimento de objetos de longa 

duração nos animais avaliados, porém foi observado que o efeito máximo do AE 

ocorreu durante os tempos de 1 e 3 semanas, e a partir da quinta semana houve um 

declínio desse efeito (LEGER et al, 2014). Esses resultados demonstram que o 

tempo de exposição influenciou diretamente os efeitos induzidos pelo AE (LEGER et 

al, 2014). 

 Um estudo realizado por Birch et al (2013) também revelou reultados 

heterogêneos induzidos pelos diferentes tempos de exposição ao AE. Eles utilizaram 

ratos Wistar, de 3 meses de idade. O AE foi formado por uma caixa grande (59 cm x 

31 cm) contendo diversos objetos, mas não roda de exercício. Foi observado uma 

melhora na memória de reconhecimento de objetos de longa duração nos animais 

mantidos no AE por 3 e 6 semanas, porém essa melhora não foi visto nos animais 

expostos ao AE por 2 semanas. A memória espacial também de longa duração 

melhorou nos animais expostos ao AE por 6 semanas. Também foi verificada 

melhora na memória de trabalho nos animais mantidos no AE por 7 semanas. A 

influência do tempo de duração da exposição ao AE pode ser observada na 

avaliação da memória de reconhecimento de objetos (BIRCH et al, 2015).  
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2 JUSTIFICATIVA 

 Apesar dos variados estudos realizados sobre os efeitos do AE em animais, 

existe uma grande heterogeneidade entre os resultados obtidos (REDOLAT e 

MESA-GRESA, 2011).   

 Como verificado em estudos anteriores, o tempo de exposição ao AE possui 

grande influência nos resultados obtidos (LEGER et al, 2014; BIRCH et al, 2015).  

Essa influência pode ser vista na melhora da memória aversiva em animais mantidos 

no AE por 3 semanas, mas não é observada nos tempos de 24h, 1 e 5 semanas de 

exposição (LEGER et al, 2014). Outra evidência da relação do tempo com o efeito 

induzido pelo AE é o declínio do efeito de melhora na memória de reconhecimento 

de objetos a partir da quinta semana, considerando o efeito máximo nos tempos de 

1 e 3 semanas de exposição ao AE (LEGER et al, 2014). Birch e colaboradores 

(2015) demonstraram que a memória de reconhecimento de objetos é aumentada 

em animais expostos ao AE por 3 e 5 semanas, mas não por 2 semanas (BIRCH et 

al, 2015). 

 Embora muitos efeitos benéficos do AE já tenham sido relatados, não existe 

um consenso sobre qual paradigma do AE é o ideal para alcançar tais efeitos 

(NITHIANANTHARAJAH e HANNAN, 2006).  

 Diante do exposto e dos variados tempos de exposição utilizados para 

acessar os efeitos do AE, encontrados na literatura, no presente estudo nós 

propusemos verificar se os tempos de 30 ou 60 dias de exposição ao AE têm 

influência nos efeitos do AE em parâmetros cognitivos e moleculares de 

camundongos.  

 O AE é capaz de melhorar prejuízos cognitivos e motores causados por 

desordens no SNC, como doença de Huntington, doença de Alzheimer, doença de 

Parkinson, epilepsia, isquemia cerebral (NITHIANANTHARAJAH e HANNAN, 2006) 

e adição às drogas (SOLINAS et al., 2010). Compreender as bases dos efeitos do 

AE é importante para o desenvolvimento de terapias não-farmacológicas e para 

descoberta de alvos moleculares que possam ser utilizados no desenvolvimento de 

agentes terapêuticos que mimetizem os efeitos benéficos do AE.  

 Nesse sentido, o presente trabalho tem como objetivo contribuir para o 

esclarecimento sobre os efeitos dos diferentes tempos de exposição ao AE em 

parâmetros cognitivos e moleculares, e servir como fonte de informação para 
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estudos posteriores que visem o desenvolvimento de novas terapias, baseadas nos 

efeitos benéficos do AE, que atenuem os sintomas e melhorem a qualidade de vida 

de pessoas acometidas por desordens no SNC.  
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3 OBJETIVOS  

 

3.1 Objetivo geral 

 Avaliar as alterações cognitivas e moleculares observadas em camundongos 

expostos ao AE ou ao AP por 30 ou 60 dias, para se verificar se o tempo de 

exposição afeta os parâmetros avaliados. 

 

3.2 Objetivos específicos 

Em animais expostos ao AE por 30 e 60 dias:  

 Verificar se o ambiente enriquecido melhora a memória de reconhecimento de 

objetos e social, de curta e longa duração; 

 Avaliar o perfil da expressão gênica dos componentes α7, M1, ChAT e AChE do 

sistema colinérgico no córtex total; 

 Avaliar o perfil da expressão gênica do componente mGluR5 do sistema 

glutamatérgico no córtex total; 

 Avaliar o perfil da expressão gênica dos componentes FAAH, MAGL, NAPE-PLD 

e DAGL do sistema endocanabinóide no córtex total;  

 Avaliar os níveis dos fatores neurotróficos BDNF e GDNF por western blotting; 

 Verificar as diferenças ocorridas entre os diferentes tempos de exposição ao AE; 

 Correlacionar estatisticamente a eventual melhora cognitiva com alterações 

bioquímicas e moleculares nos sistemas avaliados. 
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4 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

4.1 Animais 

 Foram utilizados 80 camundongos machos da linhagem C57Bl/6, de vinte e 

um dias de idade, e 40 camundongos suiços, de trinta dias de idade, que foram 

utilizados como “intrusos” no teste de reconhecimento social (TRS).  Todos foram 

mantidos em gaiolas sobre um ciclo claro-escuro 12:12h, em ambiente climatizado 

(22° C ± 2). Todos os animais receberam água e ração comercial ad libitum. Os 

procedimentos experimentais foram aprovados pelo Comitê de Ética em Uso de 

Animais (CEUA) da Universidade Federal do Espírito Santo (protocolo número 

001/2011). 

 

4.2 Delineamento experimental 

 Os 80 camundongos foram desmamados com 21 dias de idade e mantidos, 

por 30 ou 60 dias, em ambiente padrão (AP) ou ambiente enriquecido (AE). Os 

animais foram distribuídos aleatoriamente conforme a seguir (Figura 5): 

 Ambiente padrão por 30 dias (AP30) (n=13): Os animais foram colocados no AP 

logo após o desmame e foram mantidos por 30 dias. No 31º dia foram iniciados 

os testes cognitivos e se estenderam até o 39º dia. No 40º dia os animais foram 

eutanasiados por decaptação e foi feita a dissecação do córtex cerebral, e nos 

dias posteriores foram realizadas as análises de expressão gênica e protéica.  

 Ambiente enriquecido por 30 dias (AE30) (n=18): Os animais foram colocados no 

AE logo após o desmame e foram mantidos por 30 dias. No 31º dia foram 

iniciados os testes cognitivos e se estenderam até o 39º dia. No 40º os animais 

foram eutanasiados por decaptação e foi feita a dissecação do córtex cerebral, e 

nos dias posteriores foram realizadas as análises de expressão gênica e 

protéica.  

 Ambiente padrão por 60 dias (AP60) (n=20): Os animais foram colocados no AP 

logo após o desmame e foram mantidos por 60 dias. No 61º dia foram iniciados 

os testes cognitivos e se estenderam até o 69º dia. No 70º dia foi feita a 
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dissecação do córtex dos animais, e nos dias posteriores foram realizadas as 

análises de expressão gênica e protéica.  

 Ambiente enriquecido por 60 dias (AE60) (n=29): Os animais foram colocados no 

AE logo após o desmame e foram mantidos por 60 dias. No 61º dia foram 

iniciados os testes cognitivos e se estenderam até o 69º dia. No 70º dia os 

animais foram eutanasiados por decaptação e foi feita a dissecação do córtex 

cerebral, e nos dias posteriores foram realizadas as análises de expressão 

gênica e protéica.  
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Figura 5 - Delineamento experimental: Os camundongos foram desmamados com 21 dias de idade e 

colocados no AP ou AE, por 30 ou 60 dias. Foram realizados testes cognitivos e, após a eutanásia por 

decaptação, foi realizada a expressão gênica e protéica.   

 

4.3 Ambiente enriquecido 

 Os animais foram divididos em dois grupos: em ambiente enriquecido (AE) ou 

em um ambiente padrão (AP) (Figura 6).  

O ambiente padrão consiste em uma gaiola comum (31x20x12cm), forrada 

com maravalha. 

O ambiente enriquecido foi formado por uma gaiola maior (60x50x22cm), 

contendo de quatro a cinco objetos diferentes, como brinquedos, túneis, rampas, 

roda giratória e uma casinha. Os obejtos foram trocados uma vez por semana, 

sempre mantendo uma roda giratória, para prática de exercício voluntário, e uma 

casinha (BEZARD et al, 2003).  

Os animais foram desmamados com 21 dias e mantidos no AP ou AE (4-5 por 

gaiola) por 30 dias ou 60 dias.  
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Figura 6 - Ambiente enriquecido (A) e Ambiente padrão (B) (Arquivo próprio). 

 

4.4 Teste de reconhecimento de objetos (TRO): 

 Em um ambiente familiar, roedores demonstram uma atração instintiva para 

novidade, preferindo explorar o novo. Com isso, é possível avaliar a memória de 

reconhecimento de objetos em camundongos, introduzindo um novo objeto em um 

ambiente familiar para o animal (AKKERMAN et al, 2012). Por se tratar de uma 

memória declarativa, o animal é capaz de explorar mais a novidade, pelo fato de 

evocar a memória e se lembrar do objeto familiar. O TRO foi realizado em uma caixa 

de plástico opaca (41x32x16 cm). Os animais foram habituados à caixa vazia por 5 

min. Após 24h foi realizada mais uma habituação de 10 min e em seguida foi 

realizado o treino. No treino, dois objetos iguais (Bola), A1 e A2, foram colocados 

distantes um do outro (10 cm) dentro da mesma caixa utilizada para habituação. Os 

animais puderam explorar livremente os objetos por 10 minutos. Após 1,5h foi 

realizado o teste para avaliar memória de curta duração (MCD), onde foram 

utilizados dois objetos diferentes, um familiar (A1) e um novo objeto (Cubo), B, e os 

animais tiveram 10 min para livre exploração dos objetos (Figura 7). A memória de 

longa duração (MLD) foi avaliada 24h após o treino e foi realizada da mesma 

maneira que a MCD. Não foram utilizados os mesmos animais para avaliação das 

MCD e MLD (GUSMÃO et al, 2012). Os testes foram realizados no final dos 

períodos de 30 ou 60 dias de exposição ao AE e AP. 

 O treino e o teste foram gravados e analisados através do software ANY-

maze. Foi medido o tempo em que o animal interage com os objetos, considerando 
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interação quando o animal direcionar o nariz para o objeto a 2 cm ou menos de 

distância. Foi calculado índice de reconhecimento (IR) utilizando a fórmula 

IR=TN/(TN+TF) (TN: tempo de exploração ao objeto novo;TF: tempo de exploração 

ao objeto familiar). 

  

 

Figura 7 – A)Esquema dos objetos utilizados no TRO.  Bola (objeto A); cubo (objeto B). Foi feita habituação 

por 5 min. 24h após, foi feita habituação por 10 min e, em seguda, o treino por 10 min. 1,5h após o treino foi 

avaliada a MCD, e 24h após o treino foi avaliada a MLD (Arquivo próprio). B) Esquema do TRO 

 

4.5 Teste de reconhecimento social (TRS) e Teste de interação 

social (TIS):  

 Os indivíduos possuem a capacidade de reconhecerem outros indivíduos 

familiares através da memória social (GUSMÃO et al, 2012). Quando apresentados 

a um estranho, o instinto de exploração ao novo é observado. Por se tratar de uma 

memória declarativa, durante a fase do teste, animal é capaz de evocar a memória 

formada durante a primeira apresentação à novidade e se lembrar do animal, 

explorando-o por um tempo menor. 

 A sociabilidade do animal, que tem como base a investigação e o contato 

social, pode ser avaliada através do teste de interação social (TIS) (MESA-GRESA 

et al, 2013). A avaliação da memória social pode ser feita através do teste de 

reconhecimento social (TRS) (GUSMÃO et al, 2012). 

 Após o TRO, cada animal foi mantido em isolamento social (IS) por 4 dias 

para que fosse estabelecida a dominância do território e fosse exacerbada a medida 

de memória de reconhecimento social e o interesse social.  

 Após o isolamento social, os animais foram habituados numa caixa contendo 

um aparato cilíndrico transparente com vários furos de 1cm de diâmetro (Figura 8) 

pelo tempo de 30 minutos antes dos testes TIS e TRS.  

A B 
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 Camundongos suíços, de aproximadamente 30 dias, foram utilizados como 

animais intrusos para os testes de TIS e TRS. Antes do início dos testes, os animais 

intrusos também foram habituados no aparato utilizado no teste, por um tempo de 5 

minutos.  

 Após a habituação, os camundongos exploraram os animais intrusos, que 

foram mantidos dentro do aparato, por 5 minutos. Esse primeiro contato dos animais 

avaliados com os animais intrusos é o TIS, onde foi medido o tempo de exploração 

através do tempo de investigação social.   

 Esse primeiro contato social entre os animais também pode ser considerado a 

fase de treino do TRS. Na fase do teste, os animais avaliados exploraram o mesmo 

intruso apresentado anteriormente, por 5 minutos. A MCD foi avaliada 1,5h após o 

treino, e a MLD foi avaliada 24h após o treino.  

 Para ambos os testes foi medido o tempo de investigação social, 

considerando investigação quando o animal residente colocou o nariz nos furos 

presentes no aparato (GUSMÃO et al, 2012). Para o TRS foi calculado o índice de 

reconhecimento (IR) através da fórmula IR=TN/(TN+TF) (TN: tempo de exploração 

ao intruso novo; TF: tempo de exploração ao intruso familiar). 

 

 

  

Figura 8 – A) Imagem do teste de reconhecimento social. B) Aparato cilíndrico transparente com furos 

utilizado nos testes de reconhecimento social e interação social. C) Esquema do TIS. D) Esquema do TRS 

(Arquivo próprio). 

B A 

C D 
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4.6 Análise da expressão gênica  

 Após os testes cognitivos, os animais foram eutanasiados por decaptação, o 

cérebro foi retirado e então o córtex total foi dissecado. O tecido foi rapidamente 

armazenado a -80ºC até o seu processamento.  

 Os genes das proteínas AChE, ChAT, α7NR e M1R do sistema colinérgico; 

mGluR5 do sistema glutamatérgico; e FAAH, MAGL, DAGL e NAPE-PLD do sistema 

endocanabinóide foram avaliados. Os primers utilizados foram desenhados 

utilizando-se a sequência de mRNA para cada gene, obtida através do site do 

National Center for Biotechnology Information (NCBI ,www.ncbi.nlm.nih.gov/). A 

ferramenta Primer Quest Tool do site DNA Integrated Technologies (IDT, 

www.idtdna.com/) foi utilizada para o desenho dos primers cuja sequência está 

descrita na tabela 1. 

 

GENE SEQUÊNCIA 5’ – 3’  

AChE F: GCGCCACCGATACTCTGGACG 

R: GGGTCCCCCAAGGGGTCACA 

ChAT F: CAAATAAGTCATAAAGGCAGAGGC 

R: CTCAAGGAAGACTGTGCTATGG 

α7NR F: AAAGAGCCATACCCAGATGTC 

R: ATGAGCAGATTGAGGCCATAG 

M1R F: GGTTTCCTTCGTTCTCTGG 

R: GAGGAACTGGATGTAGCACTG 

mGluR5 F: AGTCATTTACCTAAAGCCCGG 

R: CTTCTCGCTGATACCCATCTG 

FAAH F: GTCTGGGCTCTGTAAGGTTTATC 

R: GCATAGAAGTAATCGGGAGG 

MAGL F: ACCATCTCAACCACTAAGCCC 

R: GAGAAAGGGAAGTGTGAGGTG 

DAGL F: GCCGTCTAAAAGTGTTCCTCTG 

R: TCATTGTTTGCCTCGTCCAG 

NAPE-PLD F: TTGGTTTGCTCCTTAGTCTCG 

R: CGCTTTCTCAGTGTTTCTTTTGG 

Tabela 1 – Sequência dos primers utilizados no PCR quantitativo em tempo real. 
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 Extração de RNA total:  

 Os tecidos foram triturados em nitrogênio líquido e o ácido ribonucléico (RNA) 

total extraído utilizando TRI Reagent RNA Isolation Reagent (Sigma-aldrich, St. 

Louis, MO, USA) de acordo com as instruções do fabricante. Brevemente, os tecidos 

foram solubilizados em trizol (1mL/100mg de tecido) com o uso de um 

homogeneizador elétrico por 30 segundos e o homogenato centrifugado a 12.000 xg 

por 15 minutos a 4°C. Ao sobrenadante, foi adicionado clorofórmio (200μL/100mg 

tecido), misturado por inversão por 15 segundos e incubado a temperatura ambiente 

por cinco minutos. A mistura foi então centrifugada a 12.000xg por 20 minutos a 4°C. 

À fase aquosa foi adicionado isopropanol (500μL/100mg tecido) para a precipitação 

do RNA. Então esta seguiu para centrifugação 12.000xg por 15 minutos e o 

precipitado foi lavado com etanol 75% (1mL/100mg tecido) e centrifugado a 7500xg 

por cinco minutos. O RNA foi ressuspendido em 40 μL de água deionizada, 

previamente tratada com dietilpirocarbonato.  A concentração e a qualidade do RNA 

extraído foram verificadas utilizando o equipamento NanoDrop™ (ThermoScientific, 

Wilmington, USA) e por meio de eletroforese em gel de poliacrilamida, 

respectivamente. 

 

 Síntese de cDNA: 

 A síntese de cDNA foi realizada com o kit iScript cDNA Synthesis Kit (Biorad, 

CA, USA) usando o equipamento S1000 Thermal Cycler (Biorad, CA, USA). As 

condições da reação foram as seguintes: 25°C por 5 min., 42°C por 30min., 85°C por 

5 min. 

 

 PCR Quantitativo em tempo real: 

 As amostras de cDNA obtidas foram submetidas à reação de PCR em tempo 

real utilizando o equipamento CFX96 Real Time PCR (Biorad, CA, USA) e o kit iQ 

SYBR Green Supermix (Biorad, CA, USA). Em suma, as reações foram preparadas 

em um volume total de 10µL contendo 5 µL de SYBR Green Supermix 2x, 3,5 µL de 

água purificada, 0,5µL de cada iniciador a 10µM e 0,5 µL  de cDNA. Foram 

realizados 45 ciclos após a desnaturação inicial (95°C, 2 minutos) de acordo com os 

seguintes parâmetros: 95°C (desnaturação) por 15s; 60°C (anelamento) por 30s e 

72°C (amplificação) por 30s. 
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 Para garantir a qualidade da reação, as amostras foram preparadas em 

triplicata, e para cada experimento foi incluído uma reação sem molde como controle 

negativo. Além disso, a ausência de contaminantes de DNA foi avaliada utilizando-

se amostras RT-negativas e pela análise da curva de “melting” dos produtos 

amplificados, que foi feita resfriando-se as amostras a 60ºC e, em seguida, 

aumentando a temperatura para 95ºC a 0,1ºC/s. A especificidade das reações de 

PCR também pôde ser confirmada pela verificação dos amplicons em gel de 

acrilamida, além da curva de melting. A quantificação relativa da expressão gênica 

foi feita pelo método 2-Ct utilizando o gene da β-actina para normalização dos 

dados. 

 

 

4.7 Análise da expressão protéica  

 A análise da expressão das proteínas BDNF e GDNF foi realizada através do 

Western blotting, de acordo com Areal e colaboradores (2015). 

 O córtex dissecado foi homogeneizado em um tampão de lise (10 mM Tris-

HCl pH 7.5, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1%Triton X-100 e um coquetel inibidor de  

protease), mantido no gelo por 30 min, centrifugado a 10.000g a 4ºC, sobrenadante 

foi coletado e o conteúdo das proteínas foram quantificados pelo método Bradford 

(BRADFORD, 1976). Cinquenta microgramas de cada proteína foi separada por 

SDS-PAGE e então transferidas para uma membrana de fluoreto polivinidileno 

(PVDF). A expressão protéica de gliceraldeído-3-fosfato desidrogenase (GAPDH) foi 

usada como controle interno. Os anticorpos usados foram anti-BDNF (1:1000, 

Alomone Labs), anti-GDNF (1:1000, Alomone Labs) e anti-GAPDH (1:5000, 

Advimmuno). Imagens foram adquiridas usando ChemiDoc (Bio-rad) e analisadas 

pelo Image Lab Software (Bio-rad). 

 

4.8 Análise estatística 

 Para os testes de reconhecimento de objetos e social, foi utilizada ANOVA de 

duas vias com medidas repetidas seguida do teste de Bonferroni para comparações 

múltiplas, e, quando necessário, foi utilizado teste t de Student. No teste de 
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interação social, expressão gênica e expressão protéica, foi utilizado o teste t de 

Student. Em todas as análises foi empregado um nível de significância para p<0,05. 

O software GraphPad Prism 5.0 foi utilizado para realização das análises estatísticas 

e elaboração dos gráficos. 
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 5 RESULTADOS 

 

5.1 Análise dos parâmetros cognitivos 

 

5.1.1 Ambiente enriquecido por 30 dias 

 

5.1.1.1 Teste de Reconhecimento de Objetos (TRO) - 30 

 

5.1.1.1.1 Memória de Curta Duração (TRO MCD 30) 

 Na avaliação da MCD no TRO (Figura 9), a ANOVA de duas vias demonstrou 

que os animais dos grupos AP30 e AE30 exploraram os objetos A1 e A2 por tempos 

estatisticamente iguais (F(1;14)=0,5848. p=0,4571).   

 Durante o teste, a ANOVA de duas vias demonstrou diferenças entre a 

exploração dos objetos A e B (novo) (F(1;14)=14,43. p=0,0020). O teste de 

Bonferroni revelou que os animais dos grupos AP30 e AE30 exploraram por mais 

tempo o objeto B (novo) (*p<0,05).   

 Não houve diferença no índice de reconhecimento entre os grupos AP30 e 

AE30, demonstrando que o ambiente enriquecido por 30 dias não foi capaz de 

provocar melhora na memória dos animais testados (Teste t, não pareado. One-

tailed . p=0,4910). 
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Figura 9 – Teste de reconhecimento de objetos (MCD 30). A) Tempo de exploração aos objetos A1 e A2 

durante o treino pelos animais do AP e AE (F(1;14)=0,5848. p=0,4571). B) Tempo de exploração aos objetos A 

e B durante o teste pelos animais do AP e AE (F(1;14)=14,43. p=0,0020). C) Índice de reconhecimento dos 

animais do AP e AE (Teste t, não pareado. One-tailed . p=0,4910). *p<0,05. AP (n=7); AE (n=9).  

 

5.1.1.1.2 Memória de Longa Duração (TRO MLD 30) 

 Na avaliação da MLD no TRO (Figura 10), a ANOVA de duas vias 

demonstrou que os animais dos grupos AP30 e AE30 exploraram os objetos A1 e A2 

por tempos estatisticamente iguais (F(1;13)=0,0373. p=0,8499).  

 Durante o teste, a ANOVA de duas vias demonstrou diferenças entre a 

exploração dos objetos A e B (novo) (F(1;13)=14,51. p=0,0022). O teste de 

Bonferroni revelou que apenas os animais do grupo AE30 exploraram por mais 

tempo o objeto B (novo) (*p<0,05).   

 Não houve diferença no índice de reconhecimento entre os grupos AP30 e 

AE30, demonstrando que o ambiente enriquecido por 30 dias não foi capaz de 
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provocar melhora na memória dos animais testados (Teste t, não pareado. One-

tailed . p=0,1317). 
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Figura 10 - Teste de reconhecimento de objetos (MLD 30). A) Tempo de exploração aos objetos A1 e A2 

durante o treino pelos animais do AP e AE (F(1;13)=0,0373. p=0,8499). B) Tempo de exploração aos objetos A 

e B durante o teste pelos animais do AP e AE (F(1;13)=14,51. p=0,0022). C) Índice de reconhecimento dos 

animais do AP e AE (Teste t, não pareado. One-tailed . p=0,1317). *p<0,05. AP (n=6); AE (n=9). 

 

5.1.1.2 Teste de Reconhecimento Social (TRS)- 30 

 

5.1.1.2.1 Memória de Curta Duração (TRS MCD 30) 

 Na avaliação da MCD no TRS (Figura 11), a ANOVA de duas vias 

demonstrou diferenças no tempo de exploração ao intruso durante o treino e o teste 

(F(1;14)=8,881. p=0,0099). O teste de Bonferroni revelou que apenas os animais do 
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grupo AE30 exploraram por menos tempo o intruso durante a fase de teste 

(**p<0,01). 

 Não houve diferença no índice de reconhecimento entre os grupos AP30 e 

AE30, demonstrando que o ambiente enriquecido por 30 dias não foi capaz de 

provocar melhora na memória dos animais testados (Teste t, não pareado. One-

tailed. p=0,1182). 
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Figura 11– Teste de reconhecimento social (MCD 30). A) Tempo de exploração ao intruso durante o treino e o 

teste (F(1;14)=8,881. p=0,0099). B) Índice de reconhecimento dos animais do AP e AE (Teste t, não pareado. 

One-tailed. p=0,1182). **p<0,01. AP (n=7). AE (n=9).  

 

5.1.1.2.2 Memória de Longa Duração (TRS MLD 30) 

 Na avaliação da MLD no TRS (Figura 12), realizado 24h após o treino, apesar 

de ter havido uma tendência dos animais mantidos no AE por 30 dias explorarem 

por menos tempo o animal intruso, a ANOVA de duas vias (F(1;13)= 1,155. 

p=0,3020)  e também o Teste t de Student (Teste t, pareado. One-tailed. p=0,4077) 

demonstraram que, ambos os grupos, AP30 e AE30, exploraram o intruso por 

tempos estatisticamente iguais durante as fases de treino e teste.  Como não houve 

o reconhecimento do intruso na fase do teste, o índice de reconhecimento não foi 

calculado. 
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Figura 12 - Teste de reconhecimento social (MLD 30). Tempo de exploração ao intruso durante o treino e o 

teste (F(1;13)= 1,155. p=0,3020). AP (n=6). AE (n=9). 

 

5.1.1.3 Teste de Interação social (TIS) - 30 

 Como dito anteriormente, a fase do treino do teste de reconhecimento social, 

pode ser considerada como um teste de interação social. Neste teste, pode-se 

observar que os animais que passaram 30 dias no AE exploraram por mais tempo o 

intruso, quando comparado com os animais que passaram 30 dias no AP (Teste t, 

não pareado. P=0,0140). Este resultado indica que os animais do AE30 tiveram 

maior interesse pela novidade, realizando assim, uma maior interação social (Figura 

13). 
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Figura 13 – Teste de interação social (30). Tempo de interação dos animais dos grupos AP e AE com o intruso 

(Teste t, não pareado. P=0,0140). *p<0,05. AP (n=13). AE (n=18).  
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5.1.2 Ambiente enriquecido por 60 dias 

 

5.1.2.1 Teste de Reconhecimento de Objetos (TRO) - 60 

 

5.1.2.1.1 Memória de Curta Duração (TRO MCD 60) 

 Na avaliação da MCD no TRO (Figura 14), a ANOVA de duas vias 

demonstrou que os animais dos grupos AP60 e AE60 exploraram os objetos A1 e A2 

por tempos estatisticamente iguais (F(1;23)=1,741. p=o,2000).  

 Durante o teste, a ANOVA de duas vias demonstrou diferenças entre a 

exploração dos objetos A e B (novo) (F(1;23)=0,1329. p=0,0014). O teste de 

Bonferroni revelou que apenas os animais do grupo AE60 exploraram por mais 

tempo o objeto B (novo) (*p<0,05). O Teste t de Student demonstrou que durante o 

teste os animais do grupo AP60 exploraram por mais tempo o objeto B (novo) (Teste 

t, pareado. One-tailed. p=0,0378). 

 Não houve diferença no índice de reconhecimento entre os grupos AP60 e 

AE60, demonstrando que ambos os grupos aprenderam, porém o ambiente 

enriquecido por 60 dias não foi capaz de provocar melhora na memória dos animais 

testados (Teste t, não pareado. One-tailed. p=0,3848). 
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Figura 14 - Teste de reconhecimento de objetos (MCD 60). A) Tempo de exploração aos objetos A1 e A2 

durante o treino pelos animais do AP e AE (F(1;23)=1,741. p=o,2000). B) Tempo de exploração aos objetos A 

e B durante o teste pelos animais do AP e AE **(F(1;23)=0,1329. p=0,0014) e # (Teste t, pareado. One-tailed. 

p=o,o378). C) Índice de reconhecimento dos animais do AP e AE (Teste t, não pareado. One-tailed. p=0,3848). 

*p<0,05. **p<0,01. #p<0,05. AP (n=10); AE (n=15). 

 

5.1.2.1.2 Memória de Longa Duração (TRO MLD 60) 

 Na avaliação da MLD no TRO (Figura 15), a ANOVA de duas vias 

demonstrou que os animais dos grupos AP60 e AE60 exploraram os objetos A1 e A2 

por tempos iguais (F(1;22)=0,1440. p=0,7080). 

 Durante o teste, a ANOVA de duas vias demonstrou diferenças entre a 

exploração dos objetos A e B (novo) (F(1;22)=9,584. p=0,0053). O teste de 

Bonferroni revelou que apenas os animais do grupo AE60 exploraram por mais 

tempo o objeto B (novo) (*p<0,05). Apesar de uma grande tendência, o Teste t de 

C 
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Student demonstrou que os animais do grupo AP60 exploraram igualmente os 

objetos A e B (novo) (Teste t, pareado. One-tailed. p=0,0817). 

 Não houve diferença no índice de reconhecimento entre os grupos AP60 e 

AE60, demonstrando que o ambiente enriquecido por 60 dias não foi capaz de 

provocar melhora na memória dos animais testados (Teste t, não pareado. One-

tailed . p=0,3760). 
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Figura 15 - Teste de reconhecimento de objetos (MLD 60). A) Tempo de exploração aos objetos A1 e A2 

durante o treino pelos animais do AP e AE (F(1;22)=0,1440. p=0,7080). B) Tempo de exploração aos objetos A 

e B durante o teste pelos animais do AP e AE (F(1;22)=9,584. p=0,0053). C) Índice de reconhecimento dos 

animais do AP e AE (Teste t, não pareado. One-tailed . p=0,3760). *p<0,05. AP (n=10); AE (n=14). 
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5.1.2.2. Teste de reconhecimento social (TRS) – 60 

 

5.1.2.2.1 Memória de curta duração (TRS MCD 60)  

 Na avaliação da MCD no TRS (Figura 16), a ANOVA de duas vias 

demonstrou diferenças no tempo de exploração ao intruso durante o treino e o teste 

(F(1;18)=15,70. p=0,0009). O teste de Bonferroni revelou que os animais do grupo 

AE60 exploraram por menos tempo o intruso durante a fase de teste (**p<0,01). O 

Teste t de Student revelou que os animais do grupo AP60 exploraram por menos 

tempo o intruso durante a fase de teste (Teste t, pareado. One-tailed. p=0,0011). 

 Não houve diferença no índice de reconhecimento entre os grupos AP60 e 

AE60, demonstrando que o ambiente enriquecido por 60 dias não foi capaz de 

provocar melhora na memória dos animais testados (Teste t, não pareado. One-

tailed. p=0,1747). 
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Figura 16 - Teste de reconhecimento social (MCD 60). A) Tempo de exploração ao intruso durante o treino e 

o teste **(F(1;18)=15,70. p=0,0009) e ##(Teste t, pareado. One-tailed. p=0,0011). B) Índice de 

reconhecimento dos animais do AP e AE (Teste t, não pareado. One-tailed. p=0,1747). **p<0,01. ##p<0,01.  

AP (n=8). AE (n=12).  
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5.1.2.2.2 Memória de Longa Duração (TRS MLD 60) 

 Na avaliação da MLD no TRS (Figura 17), a ANOVA de duas vias demonstrou 

diferenças no tempo de exploração ao intruso durante o treino e o teste 

(F(1;23)=25,19. p<0,0001). O teste de Bonferroni revelou que os animais do grupo 

AE60 exploraram por menos tempo o intruso durante a fase de teste (*** p<0,001). O 

Teste t de Student revelou que os animais do grupo AP60 exploraram por menos 

tempo o intruso durante a fase de teste (Teste t, pareado. One-tailed. p=0,0195). 

 Não houve diferença no índice de reconhecimento entre os grupos AP60 e 

AE60, demonstrando que o ambiente enriquecido por 60 dias não foi capaz de 

provocar melhora na memória dos animais testados (Teste t, não pareado. One-

tailed . p=0,1701). 
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Figura 17 – Teste de reconhecimento social (MLD 60). A) Tempo de exploração ao intruso durante o treino e 

o teste ***(F(1;23)=25,19. p<0,0001) e #(Teste t, pareado. One-tailed. p=0,0195). B) Índice de 

reconhecimento dos animais do AP e AE (Teste t, não pareado. One-tailed . p=0,1701). ***p<0,001. #p<0,05.  

AP (n=8). AE (n=17).  

 

5.1.2.3 Teste de Interação social (TIS) - 60 

 A fase do treino do teste de reconhecimento social pode ser considerada 

como um teste de interação social, onde se avalia o nível de interesse que o animal 

tem por um novo animal, que nunca teve contato.  

 Neste teste, pode-se observar que todos os animais que foram mantidos no 

AE por 60 dias apresentaram maior interesse ao intruso, em relação aos animais 
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mantidos no AP, e essa diferença foi significante (Teste t, não pareado. One-tailed. 

P=0,0006), demonstrando maior interação social (Figura 18). 
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Figura 18 - Teste de interação social (60). Tempo de interação dos animais dos grupos AP e AE com o intruso 

(Teste t, não pareado. One-tailed. P=0,0006). ***p<0,001. AP (n=16). AE (n=29).  

 

5.2 Análise da expressão gênica no córtex 

 

5.2.1 Ambiente enriquecido por 30 dias 

 

5.2.1.1 Expressão gênica do sistema colinérgico – 30  

 A análise da expressão gênica dos componentes do sistema colinérgico 

(Figura 19) mostrou que o AE por 30 dias promoveu uma redução significante na 

expressão dos genes α7NR (Teste t, não pareado. One-tailed. P=0,0014) e M1R 

(Teste t, não pareado. One-tailed . P=0,0017), em relação ao AP.  

 A análise da expressão dos genes AChE (Teste t, não pareado. One-tailed. 

P=0,2765) e ChAT (Teste t, não pareado. One-tailed . P=0,3643), não apresentou 

diferenças significantes entre os grupos AP e AE. 
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 Os resultados foram expressos em relação a expressão gênica dos genes do 

grupo AP. 

 

Expressão de 7NR

A
P (n

=5
)

A
E (n

=5
)

0

50

100

150

**

E
x
p

re
s
s
ã
o

 d
e
 m

R
N

A

(%
 d

e
 A

P
)

Expressão de M1R

A
P (n

=5
)

A
E (n

=5
)

0

50

100

150

**

E
x
p

re
s
s
ã
o

 d
e
 m

R
N

A

(%
 d

e
 A

P
)

 

 

Expressão de ChAT
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Figura 19 – Expressão gênica no sistema colinérgico (30). Expressão gênica de A) α7NR  (Teste t, não pareado. 

One-tailed. P=0,0014), (B) M1R (Teste t, não pareado. One-tailed . P=0,0017), (C) ChAT (Teste t, não pareado. 

One-tailed . P=0,3643) e (D) AChE (Teste t, não pareado. One-tailed. P=0,2765). **p<0,01. AP (n=5). AE (n=5).   

 

5.2.1.2 Expressão gênica no sistema glutamatérgico – 30  

 Houve uma redução significante na expressão do gene mGluR5 (Teste t, não 

pareado. One-tailed . P=0,0075) nos animais que passaram 30 dias no AE, em 

relação aos do grupo AP (Figura 20). 

 Os resultados foram expressos em relação a expressão gênica dos genes do 

grupo AP. 
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Figura 20 - Expressão gênica no sistema glutamatérgico (30). Expressão gênica de mGluR5 (Teste t, não 

pareado. One-tailed . P=0,0075) . **p<0,01. AP (n=5). AE (n=5).   

 

5.2.1.3 Expressão gênica do sistema endocanabinóide – 30  

 As análises da expressão gênica do sistema endocanabinóide (Figura 21) 

revelaram que os animais mantidos no AE tiveram um aumento significativo na 

expressão do gene MAGL (Teste t, não pareado. One-tailed. P=0,0263), quando 

comparados ao grupo AP.    

 Não houve diferenças significantes, entre os grupos AP e AE, na expressão 

gênica de FAAH (Teste t, não pareado. One-tailed . P=0,0860), NAPE-PLD (Teste t, 

não pareado. One-tailed . P=0,0730) e DAGL (Teste t, não pareado. One-tailed . 

P=0,1656).  

 Os resultados foram expressos em relação a expressão gênica dos genes do 

grupo AP. 
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Figura 21 – Expressão gênica no sistema endocanabinóide (30). Expressão gênica de A) FAAH (Teste t, não 

pareado. One-tailed . P=0,0860), (B) MAGL (Teste t, não pareado. One-tailed. P=0,0263), (C) NAPE-PLD (Teste 

t, não pareado. One-tailed. P=0,0730) e (D) DAGL (Teste t, não pareado. One-tailed . P=0,1656). *p<0,05. AP 

(n=5). AE (n=5).   

 

5.2.2 Ambiente enriquecido por 60 dias 

 

5.2.2.1 Expressão gênica do sistema colinérgico – 60  

 Os animais que foram mantidos 60 dias no AE, apresentaram um aumento 

significativo na expressão do gene ChAT (Teste t, não pareado. One-tailed . 

P=0,0109), em relação aos animais que foram mantidos no AP. Além disso, o AE 

promoveu a diminuição na expressão gênica de M1R (Teste t, não pareado. One-

tailed . P=0,0318), comparado ao grupo AP. 
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 A expressão dos genes AChE (Teste t, não pareado. One-tailed. P=0,2403) e 

α7NR (Teste t, não pareado. One-tailed . P=0,3988) não apresentaram diferenças 

significantes entre os grupos AP e AE (Figura 22). 

 Os resultados foram expressos em relação a expressão gênica dos genes do 

grupo AP. 
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Figura 22 - Expressão gênica no sistema colinérgico (60). Expressão gênica de A) α7NR  (Teste t, não pareado. 

One-tailed . P=0,3988), (B) M1R (Teste t, não pareado. One-tailed . P=0,0318), (C) ChAT (Teste t, não pareado. 

One-tailed . P=0,0109) e (D) AChE (Teste t, não pareado. One-tailed. P=0,2403). *p<0,05. AP (n=4). AE (n=5).   

 

5.2.2.2 Expressão gênica do sistema glutamatérgico – 60  

 A análise da expressão gênica de mGluR5 não apresentou diferenças 

significantes entre os grupos AP e AE de 60 dias (Teste t, não pareado. One-tailed . 

P=0,2028) (Figura 23). 

A B 

C D 



59 
 

 Os resultados foram expressos em relação a expressão gênica dos genes do 

grupo AP. 
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Figura 23 - Expressão gênica no sistema glutamatérgico (60). Expressão gênica de mGluR5 (Teste t, não 

pareado. One-tailed . P=0,2028). AP (n=5). AE (n=5).   

 

5.2.2.3 Expressão gênica do sistema endocanabinóde – 60  

 A análise da expressão gênica do sistema endocanabinóide (Figura 24) 

revelou que os animais do AE, quando comparados ao grupo AP, apresentaram 

maior expressão do gene FAAH (Teste t, não pareado. One-tailed . P<0,0001) e uma 

menor expressão do gene DAGL (Teste t, não pareado. One-tailed . P<0,0001), e 

essas diferenças foram significantes. 

 A expressão dos genes MAGL (Teste t, não pareado. One-tailed. P=0,3551) e 

NAPE-PLD (Teste t, não pareado. One-tailed . P=0,2578) não apresentou diferença 

entre os grupos AP e AE.  

 Os resultados foram expressos em relação a expressão gênica dos genes do 

grupo AP. 
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Figura 24 - Expressão gênica no sistema endocanabinóide (60). Expressão gênica de A) FAAH (Teste t, não 

pareado. One-tailed . P<0,0001), (B) MAGL (Teste t, não pareado. One-tailed . P=0,3551), (C) NAPE-PLD (Teste 

t, não pareado. One-tailed . P=0,2578) e (D) DAGL (Teste t, não pareado. One-tailed . P<0,0001). 

***p<0,0001. AP (n=4). AE (n=5).   

 

5.3 Análise da expressão protéica no córtex 

 

5.3.1 Ambiente enriquecido por 30 dias 

 A análise do western blotting (Figura 25) revelou as bandas de BDNF 

(14KDa), GDNF (55 KDa) e GAPDH (37KDa). Os animais mantidos no AE por 30 

dias apresentaram um aumento significativo na expressão de BDNF (Teste t, não 

pareado. One-tailed. P=0,0087), quando comparado com o grupo AP.  

 Não houve diferença significante na expressão de GDNF (Teste t, não 

pareado. One-tailed . P=0,3242) entre os grupos AP e AE.  
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Figura 25 – Expressão protéica dos fatores neurotróficos (30). Bandas de (A) BDNF (14KDa) e (B) GDNF 

(55KDa) reveladas por western blotting. C) Quantidade relativa ao GAPDH de BDNF nos animais do AP e AE 

(Teste t, não pareado. One-tailed. P=0,0087). D) Quantidade relativa ao GAPDH de GDNF nos animais do AP e 

AE (Teste t, não pareado. One-tailed. P=0,3242). **p<0,01. AP (n=3). AE (n=3). 

 

5.3.2 Ambiente enriquecido por 60 dias 

 A análise do western blot (Figura 26) revelou as bandas de BDNF (14KDa), 

GDNF (55KDa) e GAPDH (37KDa). Os animais mantidos no AE por 60 dias 

apresentaram um aumento significativo na expressão de BDNF (Teste t, não 

pareado. One-tailed. P=0,0260), quando comparado com o grupo AP.  

 Não houve diferença significante na expressão de GDNF (Teste t, não 

pareado. One-tailed. P=0,3828) entre os grupos AP e AE.  

 

 

 

 

 

 

A B 

C D 



62 
 

   

 

Quantidade relativa de BDNF

A
P
 (n

=6
)

A
E
 (n

=5
)

0.0

0.5

1.0

1.5

2.0

2.5 *

Q
u

a
n

ti
d

a
d

e
 r

e
la

ti
v
a
 a

o
 G

A
P

D
H

 (
%

) Quantidade relativa de GDNF

A
P (n

=6
)

A
E (n

=6
)

0

2

4

6

8

Q
u

a
n

ti
d

a
d

e
 r

e
la

ti
v
a
 a

o
 G

A
P

D
H

 (
%

)

 

Figura 26 - Expressão protéica dos fatores neurotróficos (60). Bandas de (A) BDNF (14KDa) e (B) GDNF 

(55KDa) reveladas por western blotting. C) Quantidade relativa ao GAPDH de BDNF nos animais do AP e AE 

(Teste t, não pareado. One-tailed. P=0,0260). D) Quantidade relativa ao GAPDH de GDNF nos animais do AP e 

AE GDNF (Teste t, não pareado. One-tailed. P=0,3828). *p<0,05. AP (n=6). AE (n=6). 
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6 DISCUSSÃO 

 Ambiente enriquecido é um paradigma formado por estímulos complexos 

inanimados e sociais (ROSENZWEIG e BENNETT, 1969). Essa combinação de 

fatores é capaz de estimular áreas sensoriais, motoras e cognitivas em animais 

(NITHIANANTHARAJAH e HANNAN, 2006) 

 Animais mantidos em um ambiente enriquecido apresentam várias alterações 

comportamentais e moleculares (FALKENBERG et al, 1992; PARK et al, 1992; 

KEMPERMANN et al. 1998; ICKES et al, 2000; RAMPON et al. 2000; TANG et al. 

2001; MELENDEZ et al, 2004; BRUEL-JUNGERMAN et al. 2005; DEL ARCO et al, 

2006; HUANG et al. 2007; MESA-GRESA et al, 2013; PANG e HANNAN, 2013) 

 Assim como revisado por Redolat e Mesa-Gresa em 2012, diferentes 

paradigmas de AE são avaliados na literatura e apresentam uma alta 

heterogeneidade de resultados. Apesar de efeitos benéficos induzidos pelo AE 

terem sido apontados, não se tem um consenso sobre qual dos paradigmas do AE é 

o ideal para ser utilizado (NITHIANANTHARAJAH e HANNAN, 2006). 

 Um estudo realizado por Leger e colaboradores em 2014 demonstrou essa 

heterogeneidade de resultados frente aos tempos variados de exposição ao AE.  Os 

animais foram mantidos no AP ou AE por 24h, 1, 3 ou 5 semanas, e foram 

verificados resultados contraditórios entre os diferentes tempos de exposição.  O 

comportamento tipo-ansiedade foi reduzido nos animais que passaram 3 semanas 

no AE, enquanto os que foram mantidos por 24h, 1 e 5 semanas não apresentaram 

diferença em relação aos animais mantidos no AP. Diferenças também foram 

verificadas em relação a memória desses animais. No teste da esquiva passiva, 

onde se avalia a memória baseada no estímulo aversivo, os animais mantidos no AE 

por 3 semanas tiveram melhor desempenho que os mantidos no AP, e os que 

passaram 24h, 1 ou 5 semanas no AE não apresentaram diferença em relação aos 

animais do AP. A memória de reconhecimento de objetos também foi analisada, e, 

diferente dos resultados já apresentados, o efeito do AE foi presente nos tempos de 

1, 3, 5 e 6 semanas, onde ocorreu a melhora da memória nos animais mantidos no 

AE em relação aos animais mantidos no AP (LEGER et al, 2014).  

 O presente estudo avaliou se o tempo de exposição afeta os parâmetros 

cognitivos e moleculares em camundongos expostos ao AP ou ao AE por 30 ou 60 

dias.  
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 No TRO, na avaliação da MCD, os quatro grupos AP30, AE30, AP60 e AE60 

exploraram o objeto novo por mais tempo, e durante a avaliação da MLD, os grupos 

AE30 eAE60 também exploraram o objeto novo por mais tempo, inferindo que 

ocorreu a formação da memória durante o treino e, então, foram capazes de se 

lembrar do objeto familiar, dando preferência à novidade, que é uma tendência 

natural dos camundongos. Na avaliação da MLD do TRO, apesar dos animais do 

grupo AP30 e AP60 terem apresentado uma grande tendência de maior exploração 

ao objeto novo, não houve diferença estatística. O estudo realizado por Winters e 

colaboradores em 2008 concorda que animais exploram preferencialmente o objeto 

novo durante a fase de teste e esse comportamento se deve ao reconhecimento do 

objeto familiar, no entanto, um estudo prévio demonstrou que os animais mantidos 

no AP por 24h, 1, 3, 5 e 6 semanas não discriminam o objeto novo comparado ao 

objeto familiar no TRO de MLD (LEGER et al, 2014), indo de acordo com os 

resultados obtidos no nosso estudo.  

 Os diferentes tempos de exposição ao AE avaliados neste estudo não tiveram 

influência sobre a memória de reconhecimento de objetos dos animais. Ambos os 

grupos, AE30 e AE60, não apresentaram diferenças na memória em relação aos 

animais mantidos no AP, mostrando que o paradigma de AE utilizado não foi capaz 

de melhorar a memória de reconhecimento de objetos desses animais. Estudos 

anteriores demonstram que o AE é capaz de melhorar a memória de 

reconhecimento de objetos dos animais submetidos a ele (VIOLA et al, 2009; 

KAZLAUCKAS et al, 2010; MESA-GRESA et al, 2013; LEGER et al, 2014; 

NOVKOVIC et al, 2015), contradizendo os resultados obtidos no presente trabalho, 

porém, como dito anteriormente, muitos paradigmas de AE são utilizados, tendo 

resultados heterogêneos (REDOLAT e MESA-GRESA, 2012;  

NITHIANANTHARAJAH e HANNAN, 2006). 

 No estudo realizado por Leger e colaboradores em 2014 foi verificada a 

melhora na memória de reconhecimento de objetos, porém o protocolo do AE possui 

algumas diferenças do protocolo aqui utilizado. Em comparação com nosso estudo, 

eles utilizaram uma caixa de AE maior (80x60x60 cm3), com uma maior interação 

social (12 animais por caixa) e o tempo de renovação dos objetos na caixa também 

foi maior (duas vezes por semana), e o tempo de exposição ao AE também foi 

variado (24h, 1, 3, 5 ou 6 semanas). Ainda no estudo realizado por Leger, et al 

(2008), essa heterogeneidade de resultados pode ser verificada na avaliação da 
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memória aversiva, onde, assim como no nosso estudo, o AE não teve efeito na 

memória durante os tempos de exposição de 24h, 1 e 5 semanas. 

 Viola e colaboradores (2009) também verificaram uma melhora na memória 

de reconhecimento de objetos induzida pelo AE, porém o paradigma por eles 

utilizado também difere do nosso. A caixa utilizada por eles possui duas partes 

conectadas, sendo uma parte de 27x16x12 cm3 e a outra de 38x32x16 cm3. O 

número de animais por caixa foi maior que o utilizado nesse estudo (10 animais).  

 No TRS realizado neste estudo, durante a avaliação da MCD, os animais dos 

grupos AE30, AP60 e AE60 exploraram o animal intruso por menos tempo na fase 

do teste, e esse resultado também foi verificado na avaliação da MLD dos grupos 

AP60 e AE60. Essa diminuição na exploração na fase do teste demonstra que 

ocorreu a formação da memória durante o treino e, então, foram capazes de se 

lembrar do intruso. Durante o treino o intruso é uma novidade e durante o teste 

passa a ser familiar para o animal avaliado, e esse comportamento de maior tempo 

de exploração a novidade é natural em camundongos (DANTZER et al, 1987, PENÃ 

et al, 2006). Apesar de terem demonstrado uma tendência, os animais dos grupos 

AP30 e AE30 não apresentaram diferenças no tempo de exploração ao intruso entre 

as fases de treino e teste na avaliação da MLD, e essa diferença também não foi 

vista no grupo AP30 na avaliação da MCD.    

 Os diferentes tempos de exposição ao AE utilizados no presente trabalho não 

tiveram influência sobre a memória de reconhecimento social dos animais avaliados. 

Ambos os grupos, AE30 e AE60, não apresentaram diferenças na memória em 

relação aos animais mantidos no AP, mostrando que o paradigma de AE utilizado 

não foi capaz de melhorar a memória de reconhecimento social desses animais. O 

estudo de Monteiro e colaboradores (2014) concorda com os resultados obtidos no 

nosso estudo, onde animais mantidos em grupo no AE não apresentavam diferença 

na memória de reconhecimento social, quando comparados aos animais mantidos 

em grupo no AP. Apesar do resultado ter corroborado o nosso estudo, o AE utilizado 

por eles foi diferente do nosso. Eles utilizaram uma caixa de 40x33x16 cm3 e os 

animais foram mantidos em grupo por 7 dias nesse ambiente (MONTEIRO et al, 

2014).  

 Outro trabalho que verificou os efeitos do AE na memória social apresentou 

resultado que corrobora os resultados obtidos no nosso trabalho, demonstrando que 
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os animais mantidos por 8 semanas no AE não tiveram uma melhora na memória 

social (PEÑA et al, 2006). 

 Um estudo recente demonstra que animais com privação materna possuem 

prejuízos na memória espacial, e quando submetidos ao AE não apresentam 

melhora na memória, concordando com o nosso estudo, que o paradigma de AE 

utilizado não produziu efeito sobre a memória dos animais. O AE que esses animais 

foram mantidos possui 45x25x25 cm3 e 5-6 camundongos por caixa (AKILLIOGLU et 

al, 2015).  

 Diante dessa variedade de protocolos de AE e resultados heterogêneos, 

podemos sugerir que a ausência de efeitos na memória dos animais avaliados no 

presente estudo esteja relacionada ao paradigma ambiental utilizado, que não foi 

ideal para verificar as alterações nos testes de TRO e TRS avaliados.  

 Sabendo que os camundongos possuem um comportamento natural de 

investigação à novidade e são capazes de reconhecerem seus co-específicos 

(DANTZER et al, 1987; PENÃ et al, 2006; GUSMÃO et al, 2012; MESA-GRESA et 

al, 2013),  o presente estudo analisou a interação social entre os camundongos 

avaliados e camundongos desconhecidos, ditos como intrusos, através do TIS. 

Neste teste, pode-se notar claramente que os animais mantidos no AE por 30 e 60 

dias apresentaram um aumento na interação social em relação aos animais dos 

grupos AP30 e AP60. Esses resultados estão de acordo com os resultados obtidos 

em um estudo prévio, que também constatou que os animais mantidos no AE 

apresentaram uma maior interação social que os animais do AP (MESA-GRESA et 

al, 2013).  

 Esse aumento da interação social reflete o aumento no tempo que o animal 

avaliado explorou o animal desconhecido durante o encontro social, e esse tempo 

de exploração é modulado de acordo com o interesse social do animal avaliado e 

pode ser estimado pela investigação e contato social (MESA-GRESA et al, 2013). O 

contato social entre os animais pode acontecer através do comportamento social 

exploratório, que pode ser dito como a sociabilidade, e através de episódios de 

ameaça entre os animais, que é chamado de comportamento agonístico (MESA-

GRESA et al, 2013). Estudos anteriores têm interpretado o aumento da sociabilidade 

como um sinal de diminuição da ansiedade (FILE e SETH, 2003; NAVARRO et al, 

2004). Já foi demonstrado que o AE é capaz de induzir efeitos tipo-ansiolítico 

(BENAROYA-MILSHTEIN et al. 2004; GALANI et al. 2007; HUGES et al, 2010). 
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Neste contexto, podemos sugerir que o aumento na interação social, induzido pelo 

AE, nos animais avaliados no nosso trabalho se deve a uma possível diminuição na 

ansiedade desses animais, provocada pela exposição desses animais ao AE, e o 

tempo de exposição a esse ambiente não interfere no resultado, visto que ambos os 

tempos de 30 e 60 dias induziram esse efeito. 

 Os efeitos do AE em sistemas neurotransmissores envolvidos em processos 

cognitivos também já foram avaliados por estudos anteriores (PARK et al, 1992; LU 

et al, 1997; WARBURTON et al, 2003; MELENDEZ et al, 2004; MANAHAN-

VAUGHAN e BRAUNEWELL, 2005; DEL ARCO et al, 2006; RAWAS et al, 2011; 

LIMA et al, 2014). 

 No presente estudo foi avaliado o efeito dos diferentes tempos (30 e 60 dias) 

de exposição ao AE na expressão gênica cortical de alguns componentes dos 

sistemas colinérgico, glutamatérgico e endocanabinóide, que são sistemas 

envolvidos em processos importantes na modulação das memórias (PARK et al, 

1992; FOSTER et al, 1996; RAMPON et al, 2000; WILSON e NICOLL, 2001; BREDY 

2004; NAKA 2005; BERARDI et al, 2007; DEL ARCO et al, 2007; LI et al, 2007; 

RAWAS, 2011; KATONA e FREUND, 2012; HU et al, 2013).  

 Os resultados alcançados no nosso trabalho através da avaliação da 

expressão gênica apresentaram bastantes diferenças entre os tempos de AE de 30 

e 60 dias.  

 Nosso estudo demonstrou que ocorreu uma diminuição da expressão gênica 

dos receptores  α7 no córtex dos animais mantidos no AE por 30 dias. Também foi 

encontrada uma diminuição da expressão gênica dos receptores M1 no córtex dos 

animais mantidos no AE por 30 e 60 dias.  A enzima ChAT, que catalisa a 

biossíntese da ACh, teve sua expressão gênica aumentada no córtex dos animais 

mantidos no AE por 60 dias.  

 Podemos sugerir que ocorreu uma downregulation nos receptores α7 dos 

animais do grupo AE30, e nos receptores M1 dos animais dos grupos AE30 e AE60, 

a partir de uma suposto aumento da liberação de ACh e a consequente alta ativação 

desses receptores. Estudos anteriores indicam que no processo de downregulation, 

altos níveis extracelulares de neurotransmissores podem levar a uma alta ativação 

dos receptores correspondentes, levando a redução do número desses receptores 

(TSAO et al, 2000; BERNARD et al, 2006). 
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 Já foi demonstrado que a ativação dos receptores α7 e M1 está relacionada 

com a melhora da memória (SCHREIBER et al, 2002; JONES et al, 2005; CHAN et 

al, 2007; GRAY and ROTH, 2007; LANGMEAD et al, 2008, BARAK e WEINER, 

2011; MCLEAN et al, 2015), porém essa melhora  na memória não foi verificada nos 

grupos avaliados no presente trabalho. 

 Pandya e Yakel em 2013 demonstraram que os efeitos tipo-ansiedade 

induzidos pela ativação dos receptores α7 são dose-dependentes. Altas doses de 

nicotina e PNU-282987 (PNU), que são agonistas de α7, induzem efeito tipo-

ansiogênico em ratos, porém baixas doses de nicotina induzem efeito tipo 

ansiolítico,  e baixas doses de PNU não apresentam resultados conclusivos sobre os 

efeitos tipo-ansiedade (PANDYA e YAKEL, 2013). 

 Com isso, podemos sugerir que a melhora da memória induzida pela ativação 

de α7 também seja dose-dependente, assim como o comportamento tipo-ansiedade 

verificado por Pandya e Yakel em 2013, e que a suposta alta ativação dos 

receptores α7 induzida pelo AE por 30 dias, que poderia resultar numa diminuição 

da sua expressão gênica, como verificada no nosso estudo, não apresenta efeito na 

melhora da memória. Outra hipótese seria que a melhora da memória induzida pela 

ativação de α7 não pôde ser verificada através dos testes realizados no nosso 

estudo, mas não exclui a possibilidade dessa melhora na memória ser vista em 

outros tipos de testes que acessam a memória dos animais, como labirinto aquático 

de Morris, que avalia memória espacial.  

 Já foi relatado que o AE reverte o prejuízo na memória causado pela 

escopolamina demonstrando o envolvimento dos receptores M1 na melhora da 

memória (LIMA et al, 2014), porém no nosso trabalho não foi observado que os 

efeitos do AE nos receptores M1 tenha causado melhora nas memórias avaliadas. 

Para o presente trabalho, podemos especular que a suposta alta ativação dos 

receptores M1, provocada pelos tempos de 30 e 60 dias de AE, e relacionadas a um 

susposto aumento da liberação de ACh, possa induzir efeitos em outros tipos de 

testes que acessam a memória dos animais, como o labirinto aquático de Morris, 

que avalia memória espacial ou memória aversiva. 

 Nosso estudo revelou um aumento na expressão gênica da enzima ChAT, 

que catalisa a biossíntese de ACh, nos animais mantidos no AE por 60 dias, mas 

esse aumento não foi observado no grupo AE30. O estudo realizado por 

Dhanushkodi et al (2007) revelou que ratos com lesão no hipocampo apresentam 
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prejuízo na memória espacial e a exposição ao AE por 10 dias reverte esse prejuízo, 

porém não apresenta efeitos sobre a atividade da ChAT. Outro estudo verificou um 

aumento na atividade da ChAT nas regiões do hipocampo e córtex de ratos 

expostos ao AE por 50 dias, seguido de melhora na memória espacial. Essa melhora 

da memória espacial foi atribuída ao aumento na atividade da enzima ChAT (PARK 

et al, 1992). Foi relatado que o AE teve efeito sobre a ChAT apenas no maior tempo 

de exposição, 50 dias (PARK et al, 1992) e não apresentou efeito no menor tempo 

de exposição, 10 dias (DHANUSHKODI et al, 2007), podendo sugerir que os efeitos 

do AE sobre a enzima ChAT são tempo-dependende, e por isso o aumento da 

expressão gênica desta enzima, encontrado no nosso trabalho, foi verificado apenas 

no tempo de 60 dias de exposição ao AE. Apesar do aumento da atividade da ChAT 

ter sido acompanhado pela melhora na memória espacial no trabalho realizado por 

Park e colaboradores (1992), nosso estudo não relatou melhora na memória 

acompanhada da elevada expressão gênica de ChAT, porém esses resultados não 

excluem a possibilidade de outros testes de memória revelarem esses resultados.  

  Embora não tenha sido observado o aumento na expressão gênica da ChAT 

no grupo AE30, podemos sugerir que a diminuição da expressão dos receptores M1 

poderia estar relacionada com o aumento na expressão gênica da ChAT no grupo 

AE60, de maneira que tenha ocorrido o aumento da biossíntese de ACh, um 

aumento na ativação dos receptores M1 levando a sua downregulation.  

 No sistema glutamatérgico, foi verificado, em nosso estudo, que a expressão 

dos receptores mGluR5 foi reduzida nos animais mantidos no AE por 30 dias em 

relação ao grupo AP30, mas não houve alteração no grupo AP60. Um estudo 

anterior revelou que os animais que ficaram em AE apresentaram uma na memória, 

e o bloqueio de mGluR5, através do antagonista MPEP (2-metil-6-(feniletil)piridina), 

teve efeito negativo em processos envolvidos na formação da memória 

(HULLINGER et al, 2015). O aumento da expressão protéica do dímero ativo de 

mGluR5 foi induzido pelo AE na região do córtex pré-frontal (MELENDEZ et al, 

2004). Por outro lado, uma relação entre melhora cognitiva e diminuição da 

expressão de mGluR5 foi observada em modelo animal da doença de Alzheimer 

(HAMILTON et al, 2014). Da mesma forma, a inibição crônica desse receptor 

melhora o desempenho cognitivo em camundongo X fragile (MICHALON et al, 

2014). 
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 Rawas e colaboradores (2011) avaliaram os efeitos do AE na expressão 

gênica do sistema endocanabinóide. Eles verificaram que houve um aumento na 

expressão gênica da FAAH, nas regiões do hipotálamo e amígdala, em animais 

expostos ao AE, enquanto a expressão de MAGL não foi afetada pelo AE (RAWAS 

et al, 2011). FAAH é a enzima que catalisa a degradação de AEA e 2-AG, enquanto 

MAGL degrada apenas 2-AG (DE PETROCELLIS et al, 2004; DI MARZO et al, 

2004). DAGL é a enzima que cataliza a biossíntese de 2-AG (DI MARZO et al, 

2004). Em relação à expressão gênica da FAAH, o estudo de Rawas et al (2011) 

concorda com o nosso, pois também verificamos um aumento na expressão nos 

animais mantidos no AE por 60 dias, porém esse aumento não foi verificado no 

grupo AE30. Acompanhado ao aumento da expressão gênica de FAAH, o presente 

estudo verificou a diminuição da enzima de síntese DAGL nos animais expostos ao 

AE por 60 dias, mas não no grupo AE30. No nosso estudo, os animais mantidos no 

AE por 30 dias apresentaram um aumento na expressão gênica da enzima MAGL, 

contrariando o resultado obtido por Rawas et al (2011). Esses resultados sugerem 

que os níveis dos endocanabinóides no córtex total dos animais aqui avaliados 

poderiam estar reduzidos, devido à diminuição da enzima de síntese e ao aumento 

das enzimas de degradação, ocasionando uma baixa ativação dos receptores CB1.  

 Estudos anteriores já demonstraram que a alta ativação de CB1 está 

relacionada a déficits cognitivos (MALLET e BENINGER, 1996) e que seu bloqueio 

está relacionado à melhora da memória (TERRANOVA et al, 1996). Quando os 

receptores CB1 do neurônio pré-sináptico são ativados, ocorre a inibição da 

liberação dos neurotransmissores (DI MARZO et al, 2004).   

 Baseado nos fatos já discutidos no presente trabalho, nós sugerimos que o 

AE pode ter levado a uma diminuição dos níveis dos endocanabinóides nos 

neurônios pós-sinápticos e uma baixa ativação dos receptores CB1, não inibindo a 

liberação dos neurotransmissores ACh e Glu, permitindo assim a alta ativação dos 

receptores α7, M1 e mGluR5, levando ao processo de downregulation desses 

receptores pelo mecanismo de diminuição da sua expressão gênica.  Embora não 

tenham sido verificados os efeitos do AE nas memórias avaliadas nos TRO e TRS, 

não podemos excluir a possibilidade dessa melhora ser verificada em outros testes 

que avaliam a memória. No entanto, os verdadeiros mecanismos moleculares que 

levaram a essas alterações verificadas no presente trabalho permanecem 

desconhecidos.  
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 Estudos anteriores vêm relatando que AE é capaz de promover alterações 

nos fatores neurotróficos BDNF (FALKENBERG et al, 1992; PHAM et al, 1997) e 

GDNF (FAHERTY et al, 2004). Nosso estudo concorda em parte com essa 

afirmação, pois verificou que o AE por 30 e 60 dias induziu aumento apenas nos 

níveis de BDNF, enquanto os níveis de GDNF não tiveram diferença em relação ao 

AP. Ickes e colaboradores (2000) também demosntraram que o AE altera os níveis 

de BDNF. Os animais passaram um ano no AE e tiveram os níveis hipocampais de 

BDNF aumentados (ICKES et al, 2000). Outro estudo demonstrou um aumento na 

expressão protéica de BDNF em animais selvagens mantidos no AE comparados 

aos mantidos no AP, e em animais heterozigotos BDNF+/- mantidos no AE em 

relação aos heterozigotos BDNF+/- mantidos no AP, sendo que nos heterozigotos 

esse aumento de BDNF induzido pelo AE foi acompanhado da melhora na memória, 

mas essa melhora de memória não foi verificada nos animais selvagens 

(NOVKOVIC et al, 2015), assim como os resultados obtidos no presente estudo. 

 Os resultados obtidos no nosso estudo demonstram que diferentes tempos de 

exposição ao AE podem induzir respostas variadas aos parâmetros cognitivos e 

moleculares avaliados. A ausência de efeitos induzidos pelo AE nos parâmetros 

cognitivos não excluem a possibilidade de serem vistos quando analisados por outro 

paradigma.  

 Nossos resultados mostram, claramente, que há alterações moleculares 

induzidas pelos dois tempos de exposição e que muitas das alterações que ocorrem 

no tempo de exposição por 30 dias, são perdidas quando os animais são expostos a 

60 dias de AE e vice-versa (Tabela 2). Baseado nos dados moleculares desse 

trabalho, a exposição ao embiente enriquecido causou alterações moleculares 

plásticas que, certamente, influenciam de alguma maneira a memória dos 

camundongos. A avaliação desses efeitos, em outros tipos de memória pode ser 

importante para se esclarecer quais seriam as alterações comportamentais 

resultantes das alterações moleculares observadas. 
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Tabela 2 – Alterações moleculares induzidas pelos tempos de 30 e 60 dias de exposição ao AE. Seta para 

cima: aumneto da expressão gênica. Seta para baixo: diminuição da expressão gênica.  
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7 CONCLUSÕES 

 

 De acordo com os resultados obtidos no presente estudo, pode-se concluir 

que: 

 O AE não melhora as memórias de reconhecimento de objetos e social em 

camundongos expostos a ele por 30 e 60 dias; 

 O AE por 30 ou 60 dias promove o aumento da interação social nos 

camundongos avaliados; 

 O AE por 30 dias induz a diminuição da expressão gênica dos receptores α7, M1 

e mGluR5 na região córtex total; 

 O AE por 60 dias promove a diminuição da expressão gênica do receptor M1 e o 

aumento da enzima ChAT na região do córtex total; 

 O AE por 30 dias aumenta a expressão gênica da enzima MAGL na região do 

córtex total; 

 O AE por 60 dias induz o aumento da expressão gênica da enzima FAAH, e 

provoca a diminuição na expressão gênica da enzima DAGL na região do córtex 

total; 

 O AE por 30 ou 60 dias provoca o aumento da expressão protéica de BDNF na 

região do córtex total. 

 

 Assim, demonstramos nesse trabalho que o AE causa modificações 

moleculares nos sistemas colinérgico, glutamatérgico e endocanabinóide, assim 

como aumento da expressão de BDNF. Esses resultados mostram que a exposição 

ao AE, independente do tempo, leva a eventos que estão relacionados à 

plasticidade sináptica e que esses mecanismos envolvem os três sistemas 

estudados, assim como a expressão de outros genes induzidos pelo BDNF. 
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