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RESUMO

Recentes evidéncias sugestivas apontam que o Cortex Pré-Frontal medial (CPFm) possui um
papel lateralizado na resposta a eventos estressores, sendo que o hemisfério esquerdo (CPFmE)
atenuaria as respostas ansiogénicas comandadas pelo direito (CPFmD). A inativagdo quimica
temporaria do CPFmE, seguida pelo estresse de derrota social (EDS), repercute em respostas
ansiogénicas que perduram por 24 horas em camundongos. No presente estudo, investigamos:
(1) os niveis de ansiedade de camundongos expostos ao labirinto em cruz elevado (LCE) 2,5 e
10 dias ap6s o EDS sob inativacdo do CPFmE e se 0 (2) os receptores glutamatérgicos do tipo
NMDA (N-metil-D-aspartato) localizados no CPFmD desenvolvem algum papel nesse
processo. Camundongos Suicos machos receberam microinjecdo intra-CPFmE de salina ou
cloreto de cobalto (CoCly, inibidor sinaptico inespecifico) e foram submetidos ao EDS agudo
ou interacdo ndo agressiva. Dois, cinco ou 10 dias depois, foram expostos ao LCE para
avaliacdo das medidas convencionais de ansiedade [porcentagem de entradas e tempo nos
bracos abertos (EBA; %TBA)], atividade locomotora [frequéncia de entradas nos bracos
fechados (EBF)] e medidas complementares [frequéncias de Stretched attend posture em
ambientes protegidos (SAPp) e desprotegidos (SAPd) e Head-dipping protegidos (HDp) e
desprotegidos (HDd)]. Os resultados demonstraram que a associagdo “inativagdo do CPFmE +
EDS” reduziu %EBA e %TBA, sem alterar EBF, aumentou o SAPp nos 2° e 5° dias, diminuiu
SAPd apenas no 5° dia e reduziu o HDd em todos os tempos analisados. No experimento 2, dois
dias apos receberem a combinagdo CoCl, ou salina no CPFmME e o EDS, foi realizada a
microinjecéo intra-CPFmD de salina ou AP7 (antagonista de receptor NMDA) 10 minutos antes
da exposi¢cdo dos camundongos ao LCE. Assim, a combinacdo CoCl> + EDS confirmou a
ansiogénese, porém somente nos animais tratados com salina no CPFmD. Esses resultados
sugerem que a inativacdo do CPFmE pode tornar os animais susceptiveis ao EDS, repercutindo
em respostas relacionadas a ansiedade por até 10 dias. Entretanto, esse efeito ansiogénico pode
ser revertido pelos bloqueios dos receptores NMDA no CPFmD

Palavras-chave: Ansiedade, cortex pré-frontal medial esquerdo e direito, lateralizacdo

funcional, estresse de derrota social, camundongos



ABSTRACT

Recent findings have demonstrated that the medial prefrontal cortex (mPFC) has a lateralized
role in the control of response to stressors, and the left hemisphere (LmPFC) would attenuate
the anxiogenic responses elicited by right medial prefrontal cortex (RmPFC). The temporary
chemical inactivation of LmPFC, followed by social defeat stress (SDS) provokes an
anxiogenic effect that persists for up to 24 hours in mice. In the present study, we investigated:
(1) the anxiety levels of mice exposed to the elevated plus maze (EPM) 2, 5 or 10 days after the
combination SDS + LmPFC inactivation and (2) the role of the glutamate NMDA (n-methyl-
D-aspartate) receptors located in the RmPFC in anxiety-related behaviors in mice exposed to
the EPM two days after the combination “SDS + LmPFC inactivation”. Male Swiss mice
received intra-LmPFC microinjection of saline or cobalt chloride (CoCl2, non-specific synaptic
inhibitor) and were exposed to acute SDS or non-aggressive interaction. Two, five or 10 days
later, they were exposed to the EPM to assess conventional anxiety [percentage of open arm
entries and percentage of open arm time (%OE; %0T)] and complementary [Stretched attend
posture frequencies in protected (pSAP) and unprotected (USAP) places and protected Head-
dipping (pHD) and unprotected (UHD) places] measures. Locomotor activity [frequency of
closed-arms entries (CE)] was also recorded. The results showed that the association
"inactivation of LmPFC + SDS" decreased %OE and %OT, increased pSAP and decreased
USAP and uHD in almost all testing days. In experiment 2, two days after receiving intra-
LmPFC CoCl; or saline + SDS, the animals received intra- RmPFC microinjection of saline or
AP7 (NMDA receptor antagonist) 10 minutes before being exposed to the EPM. Results
showed that the CoCl> + SDS combination confirmed the anxiogenic effect, however only in
the animals treated with saline in the LmPFC. CE was remained unchanged in both experiments.
These results suggest that the inactivation of the LmPFC may prolong to up to 10 days the
anxiogenic-like effects induced by SDS. Interestingly, this type of stress-induced anxiogenesis
is impaired by the blockade of the NMDA receptor located in the RmPFC of mice.

Keywords: Anxiety, left and right medial prefrontal cortex, functional lateralization, social

defeat stress, mice
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1 INTRODUCAO

A ansiedade ¢ uma emocéo evolutivamente importante para a sobrevivéncia e tem suas
origens nas reacdes de defesa, como por exemplo, avaliacdes de risco, enfrentamento, evitacdo
ou fuga, adotadas por diferentes espécies animais para sobreviver as ameacas e manter a sua
integridade (GRAEFF; GUIMARAES, 2012; SULLIVAN; GRATON, 2002). Ao passar por
um evento estressor, 0 organismo responde por meio de um repertdrio de respostas fisioldgicas
e comportamentais para se adaptar as alteracbes ambientais. Essas respostas possuem valor
adaptativo de sobrevivéncia, mas que podem se tornar mal adaptativas se forem exacerbadas.
Logo, o estresse pode ser um fator de risco para a saude mental e levar ao desenvolvimento de
transtornos de ansiedade (MATHEW et al., 2008). E importante definir estressor como um
evento ou estimulo que provoca ou induz ao estresse (HOUAISS et al., 2011). Tais estressores
podem resultar na exibicdo de um repertério de respostas comportamentais e autondmicas,
denominadas reagOes de defesa, acompanhadas da liberacdo de hormonios e neurotransmissores
que preparam 0 organismo para responder a ameaca. Embora importantes em contextos aversivos,
essas alteracBes tornam-se mal-adaptadas em condicbes que ndo oferecem perigo ao individuo e,
em se tratando da espécie humana, estas respostas defensivas eliciadas expressariam a ocorréncia
de transtornos de ansiedade (GRAEFF; GUIMARAES, 2012).

Diversas estruturas encefélicas sdo tidas como substratos neurais relacionados a
ansiedade, cabendo destaque ao cortex pré-frontal medial (CPFm), por ser uma estrutura que
modula essas respostas e ser 0 objeto de estudo do presente trabalho. O CPFm participa da
modulacdo de eventos motivacionais, positivos ou negativos, e possui conexdes com diversas
estruturas relacionadas a ansiedade e ao estresse (EUSTON et al., 2012; TOVOTE et al., 2015).
Lesdes do CPFm de camundongos levam a diminuigdo nos comportamentos defensivos e na
interacdo social (GONZALEZ et al., 2000). Ainda, ha aumento da exploracdo e tempo nos
bracos abertos no labirinto em cruz elevado (LCE) em ratos com lesdo excitotoxica no CPFm,
conforme visto por Lacroix et al. (2000) e Shah e Treit (2003). Logo, esses resultados sugerem
que o CPFm esteja envolvido na mediacdo da ansiedade. Além disso, 0 CPFm ainda esta
envolvido com atividades de memoria, tomada de decisdo, resposta ao estresse e
comportamento adaptativo (EUSTON et al., 2012). O CPFm também é um regulador da
resposta ao estresse, sendo que o estresse cronico pode levar a diminui¢do de sua atividade, seja
por atrofia ou por diminuicdo de contatos sinapticos com outras estruturas (DIORO et al., 1993;
CERQUEIRA etal., 2008). No entanto, ha evidéncias sugestivas de um papel diferenciado entre

os dois hemisférios do CPFm, no qual o hemisfério esquerdo (CPFmME) exerce um papel
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inibitério sobre as respostas emocionais negativas relacionadas ao estresse, que seriam
dependentes do hemisfério direito (CPFmD) (CERQUEIRA et al., 2008). Nesse sentido, Lee et
al. (2015) observaram alteracGes eletrofisioldgicas no CPFmE e D de acordo com a capacidade
do animal em lidar com o estresse de derrota social (EDS). Em todos os animais estressados
cronicamente por EDS, houve aumento nos disparos do CPFmD, entretanto, o ndmero de
disparos e a ativacdo do CPFmE diferiu entre os animais, o hemisfério esquerdo de alguns
apresentou menor atividade eletrofisiologica em relacdo aos outros, sendo que esses animais
foram classificados como vulneraveis, enquanto aqueles que ndo exibiram tal diminuigdo foram
resilientes ao estresse. Logo, 0s autores sugeriram que o CPFm esteja envolvido nas respostas
defensivas e interagéo social.

Ha diversos neurotransmissores candidatos a mediarem a resposta ansiogénica no
CPFm, com destaque ao 6xido nitrico (NO) (GUIMARAES et al., 2005) e o glutamato (STERN
etal., 2010; COSTA, 2017), este tltimo sobretudo via ativacdo dos receptores do tipo N-Metil-
D-Aspartato (NMDA\), (SAITOH et al., 2014). Estudos recentes do nosso grupo (COSTA etal.,
2016), realizados em camundongos expostos ao LCE, mostraram que a facilitacdo nitrérgica do
CPFmD com doador de NO, NOC-9, foi capaz de diminuir a exploracdo dos bracos abertos,
efeito ansiogénico. A mesma manipulacdo farmacolégica realizada no CPFmE ou
bilateralmente, ndo alterou tal resposta comportamental. Ainda, foi evidenciado que a inibi¢éo
do CPFmE e CPFmD, separadamente, com CoCly, induziu o aumento e diminuicéo,
respectivamente, dos comportamentos defensivos no LCE em animais ndo-estressados. Esses
resultados corroboram a hipotese de que o CPFmE module o CPFmD, que guando ativado leva
as respostas ansiogénicas observadas durante a exposicao dos animais ao LCE. Os autores ainda
demonstraram a continuidade do efeito ansiogénico 24 horas ap0s a inativacdo do CPFmME em
camundongos estressados pelo modelo de derrota social. Porém, ainda nao se sabe a duracéo
desse efeito ansiogénico e qual é a participacdo do CPFmD nesse processo.

Portanto, € relevante conhecer por quanto tempo esse efeito relacionado a ansiedade
perdura, pois caso sua duracao se estenda por mais tempo, a inibicdo do CPFmE antes da derrota
social poderia mimetizar os efeitos de um protocolo de estresse crénico, com efeito ansiogénico
observado por mais de 24 horas apds um evento de estresse agudo. Além disso, tomando por
base os resultados obtidos pelo antagonismo dos receptores NMDA na ansiogénese induzida
pelo NOC-9 no CPFmD e a participacdo de receptores NMDA nas reacdes de defesa no LCE,
propomos investigar também a participagdo dessa estrutura enquanto durar o efeito ansiogénico
produzido pelo estresse agudo de derrota social, ja que ainda ndo se sabe o papel do CPFmD

nas respostas relacionadas a ansiedade nessas condigdes experimentais. A nossa hipotese € de
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que o efeito ansiogénico permanega em camundongos estressados ap6s 24 horas, sendo que a
inativacdo do CPFmE com CoCl. possa interferir nos comportamentos defensivos no LCE e

que o bloqueio dos receptores NMDA no CPFmMD revertam os comportamentos ansiogénicos.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Estresse

O estudo do estresse é reconhecidamente uma questdo de amplo debate nas areas das
neurociéncias bésica e clinica. Inicialmente, o termo “estresse” foi descrito na fisica para
explicar o grau de deformidade sofrido por um material quando submetido a um esforco ou
tensdo. Mas foi s6 na década de 50 que 0s pesquisadores Hans Selye e Walter Cannon “pegaram
emprestado” o termo “estresse” para utiliza-lo em uma perspectiva bioldgica e adaptativa,
popularizando a palavra na fisiologia (GODOY et al., 2018). Segundo Selye (1950), estresse é
uma resposta do organismo que envolve a interacdo entre dano e defesa de alguma situacéo nao
especifica. Além de emprestar o termo “estresse” da fisica, Selye também cunhou o termo
“sindrome de adaptagdo geral” (SAG), estritamente relacionado ao estresse.

A SAG, como descrita nos trabalhos de Selye, pode ser entendida como o conjunto de
reacOes nao-especificas desencadeadas quando o organismo € exposto a um estimulo
ameacador a manutencdo da homeostase, englobando reaces fisiologicas (FRIEDERICH et
al., 2015), o que inclui a inaptidao de lidar com os eventos aversivos. A SAG é dividida em 3
fases, sendo elas: alarme, resisténcia e exaustdo. Na primeira fase, alarme, o organismo emite
comportamentos defensivos e respostas fisiologicas para fugir de ou evitar algum fator
estressante a fim de voltar as condi¢cdes normais. Caso 0s estressores permanegam, 0 organismo
entra na segunda fase, resisténcia, na qual as respostas anteriores desaparecem e novas respostas
sdo produzidas para que ele se adapte a essa situacdo. A terceira fase da SAG, denominada
exaustdo, ocorre quando o organismo ndo consegue se adaptar fisiologicamente as situacfes
aversivas, o que pode levar ao aparecimento de diversas doencas, com destaque aos transtornos
mentais que serdo abordados nesse trabalho (SELYE, 1950; CID-10, 2008).

Com base nesses fundamentos de Selye, podemos considerar 0 estresse como as
respostas gerais dos organismos, fisioldgicas e comportamentais, que ocorrem diante de uma
situacdo aversiva. Sao exemplos dessas alteracdes fisicas e comportamentais geradas pelo
estresse, a liberacdo de glicocorticoides a partir da ativagdo do eixo hipotalamo-pituitaria-
adrenal (HPA), a liberagdo de catecolaminas centrais e periféricas, o redirecionamento
energetico (oxigénio e nutrientes), o aumento do estado de alerta, a supresséo de atividade
sexual e da atencdo, que podem garantir a sobrevivéncia (SANT’ANNA; QUEVEDO, 2000).
Apesar de serem adaptativas e comuns aos seres Vivos, ja que permitem a sobrevivéncia dos

animais, essas respostas ao estresse podem ser um fator de risco para o aparecimento de doencas
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cardiovasculares, transtornos psiquiatricos e outras doencas (CID-10, 2008; CRESTANI et al.,
2016; HAMMELS et al. 2015; KAPCZINSKI et al., 2000; MATHEW et al., 2008).

Nesse sentido, a Classificacdo Internacional de Doengas (CID-10, 2008), a qual foi
elaborada pela Organizacdo Mundial de Salde, atribui ao estresse um fator preponderante para
0 surgimento de doencgas psiquiatricas, como reacdes ao estresse, transtorno de estresse pés-
traumaético, transtorno de adaptacdo, reacdes ndo-especificas a um estresse grave, transtornos
de humor, depressdo, transtornos psicéticos, transtornos dissociativos, transtornos
somatoformes, transtornos de alimentacdo, transtornos de personalidade e transtornos de
ansiedade (TA), sendo esse Ultimo grupo de transtornos os discutidos neste trabalho.

Sabe-se que o tipo e a duracdo do estresse sdo fatores determinantes para o
desenvolvimento de comportamentos relacionados a ansiedade (ARMARIO et al., 2008;
BELDA et al., 2008; COSTA et al., 2016; GODOY et al., 2018; HAMMELS et al., 2015),
sendo que 0s estressores sociais, como o estresse de derrota social, tendem a elevar os niveis
das respostas do tipo ansiedade dos animais (HAMMELS et al., 2015). Além disso, ndo s6 o
evento estressor, mas também a resposta de estresse pode diferir entre os organismos, havendo
individuos resilientes, aqueles que sdo capazes de se recuperar dos episddios de estresse, e
aqueles vulneraveis, que ndo se recuperam e podem desenvolver doengas psiquiatricas, como
depressdo, ansiedade e transtorno de estresse pos-traumatico (DEL GIUDICE et al., 2011,
MCEWEN, 2012).

2.2 Estresse de Derrota Social

Sabe-se que diversas espécies de animais compdem sociedades (i.e., grupo de
individuos da mesma espécie) marcadas por uma hierarquia de dominancia, nas quais 0 macho
dominante impde aos submissos a restricdo de espaco, comida e parceiros sexuais (KUZEL et
al., 2013). Assim, camundongos sdo animais que formam uma sociedade hierarquica
semelhante, demarcada pela luta por territorios, competicdo e pela presenca de um animal
dominante, que apresentam comportamento agressivo, e de subordinados (UHRICH, 1938),
tanto em ambientes naturais (CROWCROFT; ROWE, 1963), quanto em biotérios (KUZEL et
al., 2013). Essas interacOes sociais apresentadas por esses animais podem ser uma importante
fonte para o desenvolvimento de diferentes protocolos de estresse baseados na interacéo social,
que por sua vez facilitam o entendimento dos mecanismos da neurobiologia do estresse
(BLANCHARD et al., 2001).
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Existem diferentes protocolos baseados nas interacdes e estresse social, sendo um deles
0 modelo de estresse de derrota social (EDS) (BLANCHARD et al., 2001). O EDS é um modelo
que consiste no conflito social entre coespecificos. Nele, o animal dominante (residente),
geralmente maior em peso e tamanho, ataca um coespecifico (intruso), resultando na exibicéo
de comportamentos defensivos por parte do animal agredido. Uma vez derrotado, o animal
agredido torna-se subordinado do agressor e pode passar por situagdes de medo, mesmo se for
exposto a situacfes que ndo tenham a presenca, propriamente dita, do agressor, mas de seus
sinais, como odor ou de pistas visuais (BJORKQVIST, 2001). O confronto fisico, e ndo sé o
contato sensorial, entre os coespecificos é responsavel pelo efeito ansiogénico no intruso
(NAKAYASU; KATO, 2011).

Primeiramente, o EDS tornou-se amplamente utilizado para o entendimento da
neurobiologia da agressdo (SIEGFRIED et al., 1990) e das consequéncias do estresse crénico
sobre o0s parametros comportamentais, fisioldgicos, farmacoldgicos e moleculares
(KRISHNAN et al., 2007). As alteragcbes comportamentais e fisioldgicas envolvidas no EDS
foram sugestivas para a investigacdo de desordens do humor e emocionais, tais como depressao,
ansiedade social e abuso de drogas como consequéncias desse tipo de estresse (BJORKQVIST,
2001, HAMMELS et al., 2015, KEENEY; HOGG, 1999, LAVIOLA et al., 1999, MACEDO et
al., 2018). Ja foram observadas alteracfes fisiologicas e comportamentais semelhantes a
depressdo e ansiedade em animais derrotados, logo ap6s o contato com o agressor (BERTON
et al., 1999; COSTA et al., 2016). Sabe-se que tanto ratos quanto camundongos apresentam
comportamentos relacionados a ansiedade no LCE apds o EDS, seja ap6s um protocolo agudo
ou cronico (BERTON et al., 2005; KORTE; DE BOER, 2003; KRISHNAN et al.; 2007;
MACEDO et al., 2018). Costa et al. (2016) observaram elevacao de respostas defensivas em
camundongos no LCE em 5 minutos apds um evento unico de EDS. Portanto, ha na literatura
evidéncias que relacionam a derrota social ao aumento dos niveis das respostas do tipo
ansiedade em animais (BJORKQVIST, 2001; HAMMELS et al., 2015).

2.3. Dialogos com a Educagéo

Atualmente, ha estudos na literatura que tentam comparar e transpor os resultados
fisiologicos e comportamentais encontrados em animais submetidos a situagdes de estresse
social para o contexto das relagdes sociais humanas. Por muito tempo, o paradigma residente-
intruso de derrota social tem fornecido diversos dados que tém contribuido para a compreensado

da base biologica do estresse. O modelo de estresse de derrota social (EDS) possui boa validade
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etologica, pois se assemelha a situagcbes humanas como o bullying, uma vez que envolve
agressdo ou abuso fisico e subordinagdo social (BUWALDA et al., 2011; VASCONCELOS,
2017). Segundo Bjorkqvist (2001), o animal agressor tem sido comparado ao bully (individuo
que provoca o bullying) e o animal agredido a vitima, submetida a subordinacdo. O autor ainda
destaca que a vitima de bullying experimenta estressores tdo aversivos quanto o animal
derrotado socialmente. Portanto, é possivel tracar dialogos entre algumas observacfes na
derrota social em animais e situacdes de estresse social em humanos. Para tanto, é importante
observar ndo sO as alteracbes no agredido, mas também no agressor, bem como o
comportamento de agressividade em si.

Na literatura, € possivel verificar estudos envolvendo derrota social e agressividade em
diversas espécies de animais, como porco, macaco, roedores e, mais recentemente, humanos
(BJORKQVIST, 2001). A maioria desses estudos da enfoque a sintese de alguns horménios e
sua possivel relagdo com a agressividade. Como exemplo, num estudo realizado por Ehrenkran
etal. (1974), foi observada uma correlacao positiva entre sintese de testosterona e agressividade
em homens presidiarios. Em outro estudo, presidiarios acusados de crimes mais violentos
secretavam niveis de testosterona maiores que o0s presidiarios de crimes menos perigosos,
sugerindo que os altos niveis de testosterona estariam relacionados ao comportamento mais
agressivo, violento ou abusivo. Dabbs et al. (1997) realizaram 0 mesmo estudo com fémeas em
presidios e observou semelhante correlacdo entre comportamentos agressivos e testosterona.
Em contrapartida, em outro estudo, ndo observaram correlacdo entre niveis de testosterona e
comportamento de infratores convictos de que realizaram, voluntariamente, crimes graves
(BAIN et al., 1987).

Atualmente, alguns estudos tém focado na derrota social como um evento que ocorre
também em humanos em diferentes contextos. As situacdes que envolvem estresse social, como
bullying, abuso ou o término de um relacionamento, sdo 0s tipos mais comuns que os individuos
enfrentardo na vida (ALMEIDA, 2005). Diante disso, pode-se destacar o bullying como uma
das situacGes mais aversivas socialmente, sendo a ambiente escolar o maior local de incidéncia
(LOPES NETO; SAAVEDRA, 2003).

Apesar de ser um tema bastante discutido no contexto educacional, ainda hd muitas
divergéncias quanto a defini¢éo do que é o bullying e em quais situacdes ele acontece (ZOTTIS,
2012). Portanto, na literatura pode-se encontrar diversas defini¢cfes para esse termo, sendo
algumas aqui apresentadas.

“Por definicdo, o bullying compreende todas as atitudes
agressivas, intencionais e repetidas, que ocorrem sem
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motivacdo evidente, adotadas por um ou mais estudante
contra outro(s), causando dor e angustia, sendo executadas
dentro de uma relacéo desigual de poder. (...) Trata-se de
comportamentos agressivos que ocorrem nas escolas e que
sdo tradicionalmente admitidos como naturais, sendo
habitualmente ignorados ou ndo valorizados, tanto por
professores quanto pelos pais.” (LOPES-NETO, 2005, p.
S166)

“Eu defino bullying como: Uma pessoa esta sendo
intimidada ou vitimada quando ela € exposta,
repetidamente e, ao longo do tempo, por acdes negativas
a partir de uma ou mais pessoas. O significado da
expressao acOes negativas deve ser mais definido quando
alguém intencionalmente inflige ou tenta infligir, causa
lesdo ou desconforto sobre o outro, basicamente, o que é
implicito na definicdo de comportamento agressivo.
Acdes negativas podem ser realizadas por contato fisico,
por palavras, ou de outras maneiras, como fazer caretas ou
gestos obscenos ou recusar-se a cumprir os desejos de
outra pessoa. Deve-se ressaltar que os termos bullying ou
vitimizacdo ndo sdo (ou ndo devem ser) usados quando
duas pessoas com, aproximadamente, a mesma “for¢a”
(fisica ou psicoldgica) estdo lutando ou brigando. Logo,
para usar o termo bullying, deve haver um desequilibrio
de forcas (uma relacdo de poder assimétrica): A pessoa
que estd exposta a acdes negativas tem dificuldade em se
defender e é impotente contra o assediador ou
assediadores. E atil fazer a distingdo entre
bullying/vitimizacdo direta e ataques relativamente
abertos a vitima - e ao bullying indireto / vitimizagdo na
forma de isolamento social e exclusdo de um grupo. E
importante prestar atencdo também a segunda forma
menos visivel de vitimizacdo”. (OLWEUS, 1994, p. 98)

A exposicdo continua ao estresse, caracteristica no bullying, pode levar a transtornos
psicossociais em individuos vulneraveis, enquanto outros que ndo desenvolvem podem ser
designados como resilientes (FINNELL; WOOD, 2016). Um fator relacionado a suscetibilidade
e resiliéncia é o estilo de enfrentamento individual adotado para lidar com o estressor
(FINNELL; WOOD, 2016). Resumidamente, ha duas formas de enfrentar o estresse social: 0
coping passivo e o ativo (FINNELL; WOOD, 2016). O coping ativo, descrito por Walter
Cannon (CANNON, 1915 citado por FINNELL; WOOD, 2016), se relaciona as respostas de
luta ou fuga, j& o coping passivo € caracterizado por imobilidade e pouca agressividade
(ENGEL; SCHMALE, 1972). Em humanos, o coping ativo esta relacionado a resiliéncia,

direcionando o individuo a resolver problemas, buscar ajuda e se adaptar as novas situacoes
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(CAIRNS et al., 2014), enquanto o coping passivo esta relacionado a vulnerabilidade, levando
a comportamentos de evitacdo de novos desafios, busca de reafirmacdo e outros
comportamentos negativos (BLALOCK; JOINER-JR, 2000). Os autores ainda ressaltam que,
em algumas situacdes de estresse continuo, tanto o coping ativo quanto o passivo podem ser
preponderantes para o desenvolvimento de depresséo ou transtornos de ansiedade (BLALOCK;
JOINER-JR, 2000).

Segundo dados do Programa Internacional de Avaliacdo dos Alunos (PISA, 2015), que
no Brasil é coordenado pelo Instituto Nacional de Estudos e Pesquisas Educacionais Anisio
Teixeira (INEP), cerca de 17,5% dos estudantes brasileiros se queixam por sofrerem algum tipo
de bullying no ambiente escolar e muitos deles podem desenvolver transtornos relacionados a
depressao ou ansiedade (LOPES-NETO, 2015). Além disso, os alunos do Brasil estdo acima na
média mundial (55%) no que diz respeito a problemas com ansiedade decorrentes de trabalhos
escolares (80,8%), que abrangem fatores além do bullying (PISA, 2015; FERREIRA, 2017).
Swearer et al. (2008) apontaram o bullying na escola como um dos fatores desencadeantes para
depressao e transtornos de ansiedade em adolescentes, sendo gue as vitimas deixam de exibir o
enfrentamento ativo diante da situacdo aversiva.

Segundo um levantamento feito por Isolan (2012), o bullying é um fenbmeno que pode
desencadear doenca psiquiatricas em agressores, vitimas e agressores-vitimas (i.e., sujeitos que
realizam ambos papéis: de agressor e vitima em diferentes situagcdes) sdo mais vulneraveis a
desenvolver transtornos psiquiatricos, relacionados a ansiedade e depressao, principalmente o0s
agredidos. Kaltiala-Heino et al (2000) ainda destacou que o bullying entre os adolescentes pode
um fator de risco para a indugdo de diversos transtornos psiquiatricos, relacionados ao consumo
excessivo de etanol e outras substancias, transtornos alimentares, doencgas psicossomaticas que
podem estar relacionados com os transtornos de ansiedade.

Vaillancort et al. (2013) ressaltaram que o bullying pode ser uma experiéncia que cause
modificagdes no encefalo da vitima, sendo que o CPFm pode estar envolvido. Um estudo
longitudinal realizado por Casement et al. (2014) analisou meninas de 16 anos com historico
de bullying desde os 11 anos e observou, por meio da analise de neuroimagens funcionais,
alteracdes no funcionamento do CPFm, como a diminuicdo da resposta de recompensa em
determinadas tarefas. Dessa forma, é possivel ndo so relacionar o estudo do presente trabalho
com o contexto escolar, mas também tracar dialogos que nos permitam compreender a

neurobiologia do estresse e ansiedade de individuos submetidos ao estresse social.
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2.4 Ansiedade

A ansiedade é uma emocao subjetivamente desagradavel, acompanhada de sensacGes
de apreensdo e inseguranca € um conjunto de alteragdes comportamentais e somaticas
(gastrointestinais, motoras, respiratérias, cardiovasculares e neuroldgicas) (NUTT, 1990).
Evolutivamente, a ansiedade ¢ uma emocdo que garante a eficdcia nos comportamentos
relacionados a sobrevivéncia. No livro “A expressdao das emog¢des no homem e nos animais”,
Darwin afirmou que o homem, por possuir ancestrais em comum com 0S outros seres Vivos,
compartilha de um repertério de comportamentos emocionais semelhantes (DARWIN, 1872
apud VICENTE, 2009). Esse principio postulado por Darwin, junto a estudos comportamentais
de ansiedade em outros vertebrados, demonstra similaridades nas estruturas neurais ativadas
(i.e. amigdala, matéria cinzenta periaquedutal) frente a situacGes de perigo e nas reagdes de
defesa (DAVIS, 1992; VIANNA, 2001). Nesse sentido, a ansiedade possui origem nas reagdes
de defesa que os animais exibem para se proteger de alguma situacéo aversiva. 1sso nos permite
utilizar outras espécies como ferramenta de estudo das reacdes de defesa humanas (BRANDAO
etal., 2003; LEDOUX, 1995).

Embora seja uma resposta adaptativa, a ansiedade pode se tornar prejudicial e patolégica
quando € intensa, exacerbada, persistente e desproporcional em situacdes indcuas. Caso as
respostas relacionadas a ansiedade ndo se privem a apenas um episodio, mas sejam recorrentes
na vida do individuo, prejudicando o seu cotidiano, podem categorizar clinicamente um
transtorno mental relacionado a ansiedade (DALGALARRONDO, 2008). Os transtornos de
ansiedade foram agrupados no ultimo Manual Diagndstico e Estatistico de Doengas Mentais,
DSM-V (do inglés, Diagnostic Statistical Manual of Mental Disorders) como: transtorno de
ansiedade de separacdo, mutismo seletivo, fobias especificas, transtorno de ansiedade social,
transtorno do panico, agorafobia, transtorno de ansiedade generalizada, transtorno de ansiedade
devido a uma condicdo médica geral, outros transtornos de ansiedade especificados e
transtornos de ansiedade ndo-especificados (AMERICAN PSYCHIATRIC ASSOCIATION,
2013).

De acordo com Steel et al. (2014), os transtornos de ansiedade sdo 0s mais prevalentes
na populacdo, afetando 1 em cada 15 pessoas, anualmente. Segundo a Organiza¢do Mundial da
Saude, a prevaléncia mundial dos transtornos é de 3,6%, sendo que o Brasil € um dos paises
com maior nimero de pessoas que sofrem com esses transtornos, mais de 18 milhGes de
pessoas, cerca de 9,3% da populacdo, média que é 3 vezes superior ao percentual mundial

(WHO, 2017), demonstrando a importancia de estudos sobre esse transtorno. Devido a elevada
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prevaléncia no Brasil e no mundo, torna-se importante investigar 0s mecanismos
neurobioldgicos envolvidos nas respostas e nos transtornos relacionados a ansiedade para
auxiliar na producéo de novos farmacos e tratamentos (GRAEFF; GUIMARAES, 2012)

No livro “Neuropsychology of anxiety”, Gray e McNaughton (2000) buscaram
sistematizar algumas estruturas que estdo envolvidas nas reagc0es de defesa. Estruturalmente, os
autores destacaram trés sistemas envolvidos nas respostas ansiogénicas, o sistema de fuga, luta
ou congelamento (SFLC), composto pelo CPFm, amigdala e matéria cinzenta periaquadutal; o
sistema de aproximacdo comportamental (SAC), constituido pelo CPFm, nucleo accumbens e
estriado ventral; e o terceiro, sistema de inibigdo comportamental (SIC) formado pelo
hipocampo (McNAUGHTON; CORR, 2004). Resumidamente, o SFLC ressalta estimulos de
punicdo ou a auséncia de recompensa inatos ou condicionados (falta de reforcadores esséncias
para a sobrevivéncia: agua, alimento ou parceiro sexual) e leva o0 animal ao comportamento de
fuga ou esquiva. A presenca de estimulos reforgadores, inatos ou condicionados, ou a auséncia
de punicdo sdo identificadas pelo SAC, encarregado de levar o animal a aproximacao de fontes
de demanda bioldgica (McNAUGHTON; CORR, 2014; 2018). No entanto, quando um
determinado estimulo apresenta natureza que ativa ambos sistemas e direciona tanto ao
comportamento de esquiva quanto ao de aproximagao, o SIC detecta esse conflito, aumentando
o0 estado de vigilancia e atencéo, resultando no estado do tipo ansiedade e em comportamentos
de avaliacédo de risco. O estado do tipo ansiedade gerada por esse conflito envolve a ativacdo
da formacao septo-hipocampo. McNaughton e Corr (2004) sugeriram que ha uma hierarquia de
estruturas que sdo recrutadas nas reacdes de defesa, sendo que reacdes de medo e mais intensas
sdo eliciadas quando o estimulo de perigo esta préximo, ativando estruturas mais caudais (como
matéria cinzenta periaquedutal e hipotdlamo medial), enquanto as estruturas mais rostrais
(como cértex pré-frontal medial e amigdala) sdo mais ativadas quando a fonte de perigo esta
distante e conduzem aos comportamentos mais sutis de avaliagdo de risco e do tipo ansiedade
(CARVALHO-NETO, 2009).

2.5 Labirinto em Cruz Elevado

A utilizacdo de testes em animais para a investigacao de doencas psiquiatricas e melhor
entendimento das reacOes de defesa € essencial para desvendar os mecanismos neurais
envolvidos na neurobiologia da ansiedade (RODGERS, 1997). Os testes etologicamente
fundamentados baseiam-se na aversdo inata do animal diante da exposicdo a situagdes hostis

sem que haja punicéo (i.e., choque nas patas, restricdo de dgua ou alimento, exposicéao ao frio,
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calor ou dor) tornando-os mais naturalisticos, ja que ndo necessitam de condicionamento
(CAROBREZ; BERTOGLIO, 2005). Entre esses testes, o labirinto em cruz elevado (LCE) €
amplamente utilizado para a compreensdo dos comportamentos relacionados a ansiedade em
roedores (LISTER, 1985). Inicialmente, o LCE foi descrito tendo ratos como sujeitos
(PELLOW et al., 1985) e, mais tarde, em camundongos, por Lister (1985). O LCE tem sido
utilizado para a avaliacdo do efeito de drogas ansioliticas ou ansiogénicas e para o estudo dos
mecanismos da neurobiologia da ansiedade (CRUZ; GRAEFF, 1994; RODGERS; COLE,
1994).

O LCE baseia-se num conflito, um impasse entre o comportamento exploratério do
animal, de reconhecer o ambiente, e a aversdo a locais abertos, relacionada a exposic¢do a
predadores ou inimigos naturais (MORATO, 2005; PELLOW et al., 1985). O aparato €é
composto de quatro bracos, sendo dois fechados rodeados por paredes (areas protegidas) e dois
abertos, sem parede (areas desprotegidas), unidos por uma plataforma central.
Tradicionalmente, sdo analisados no LCE os indices do tipo ansiedade, mensurados pelas
medidas espaco-temporais, i.e., pela esquiva dos bracos abertos (porcentagens de entradas e
tempo nos bracos abertos), e também a atividade locomotora, medida pelo nimero de entradas
nos bracos fechados. Além disso, para complementar os dados obtidos a partir das medidas
espacos-temporais, também podem ser analisadas outras medidas, como por exemplo,
comportamentos de avaliacdo de risco (e.g. esticada ou Stretched attend posture e mergulho ou
Head-dipping), exibidos pelos animais tanto nas areas protegidas quanto desprotegidas
(ESPEJO, 1997a; LISTER, 1987; RODGERS; JOHNSON, 1995). Essas medidas, embora
denominadas complementares, sdo igualmente importantes para avaliar os indices do tipo
ansiedade, uma vez que sdo mais sensiveis ao efeito de algumas drogas ansioliticas ou
ansiogénicas (CRUZ et al., 1997). De acordo com Espejo (1997a), as medidas complementares
por si s6 ndo indicam a ansiogénese, mas juntas as complementares, reforcam a exibicdo de um
fenotipo do tipo ansioso no LCE.

Diante desse contexto, a exploracdo no LCE pode recrutar estruturas relacionadas ao
sistema cerebral de defesa ou inibicdo comportamental do encéfalo do animal, sendo
fundamental para a compreensdo dos mecanismos neurobioldgicos subjacentes a ansiedade e
ao medo (HANDLEY; MITHANI, 1984; PELLOW et al., 1985; LISTER, 1987; RODGERS;
COLE, 1994).
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2.6 Cortex pre-frontal medial

As respostas relacionadas a ansiedade sdo orquestradas por substratos neurais que
podem estar envolvidos com o sistema limbico. O sistema limbico participa do controle das
respostas emocionais (GODOY et al., 2018), e nele podemos destacar para o cortex pré-frontal
medial (CPFm), estrutura limbica que tem sido amplamente investigada pelo nosso grupo de
pesquisa no Laboratorio de Neuropsicofarmacologia (e.g., MIGUEL et al., 2014; VILAR;
2014; COSTA etal, 2016; COSTA, 2017; CARDOSO, 2017) e objeto de estudo do pre00sente
trabalho. Essa estrutura estd relacionada ao preparo das respostas emocionais aos eventos
estressores (GOLD et al., 2015; MAREN; HOLMES, 2016). O CPFm é uma estrutura limbica
bilateral, localizada no encéfalo rostral, que apresenta densas conexdes reciprocas com outras
estruturas, como amigdala, hipocampo, hipotalamo, nucleo dorsal da rafe, ndcleo
paraventricular (PVN) do hipotdlamo e matéria cinzenta periaquedutal (EUSTON et al., 2012;
GODOQY et al., 2018), o que o permite modular estados emocionais positivos [ex., busca por
situacOes recompensadoras (alimentos)] ou negativos, como medo e ansiedade (COURTIN et
al., 2013; EUSTON et al., 2012; GOLD et al., 2015; TOVOTE et al., 2015).

Um estudo de neuroimagem por ressonancia magnética funcional em pacientes com um
historico saudavel (i.e., sem doencas psiquiatricas) demonstrou a ativacdo bilateral do CPFm
durante um episodio de estresse agudo, evidenciando sinais de “flexibilidade neural" no CPFm
diante do enfrentamento ativo a um evento aversivo (coping), enquanto a baixa atividade dessa
regido poderia ser preditiva aos comportamentos mal adaptativos (SINHA et al., 2016). Uma
vez que estd envolvido no controle de respostas adaptativas aos eventos estressores, 0 CPFm
também € uma estrutura candidata no desenvolvimento da resiliéncia (COSTA, 2017).

Outro estudo com tomografia por emissdo de pdsitron demonstrou ativacao de regides
do CPFm durante a antecipacdo de um fendmeno aversivo (i.e., ansiedade) em pacientes que
eram avisados que receberiam diversos choques, com duracdo de 10 segundos, nos dedos
(SIMPSON-JR, 2001). Além disso, 0 CPFm ainda possui atuacdo na memoria (EUSTON et al.,
2012), tomada de decisdo (BECHARA e DAMASIO, 2002), fungdes cognitivas (YUAN; RAZ,
2014), interacdo social e processamento emocional (DAMASIO, 2000), resposta ao estresse e
comportamento adaptativo (EUSTON et al., 2012).

O CPFm possui papel relevante na resposta aos estimulos estressores. Essa estrutura
limbica pode ser recrutada quando o animal é confrontado a estimulos estressores, como a
derrota social, levando ao aumento de respostas defensivas imediatas no LCE (COSTA et al.,

2016). Entretanto, sabe-se que no estresse, 0 CPFm atua ndo so nas respostas comportamentais,
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mas também nas neuroenddcrinas e autondémicas (SULLIVAN; GRATON, 1999). Em 1985,
Feldman e Conforti observaram que a estimulagdo elétrica bilateral de determinadas regides do
cortex pré-frontal eleva a producéo de corticosterona. Sullivan e Gratton (1999) demonstraram
que lesdes bilaterais ou no CPFmD em ratos diminuem o pico de corticosterona induzida pelo
estresse de restricéo.

Estudos a partir de lesbes do CPFm de camundongos demonstraram aumento nas
reacOes de defesa e diminuicdo na interacdo social (GONZALEZ et al., 2000; LACROIX et al.,
2000), sugerindo que o CPFm esteja envolvido na mediacao das respostas do tipo ansiedade. O
CPFm estéa subdivido em trés porgdes: cortex cingulado anterior 1 (Cgl), cortex pré-limbico
(PrL) e cortex infralimbico (IL) (McKLEVEEN et al., 2015; PAXINOS; FRANKLIN, 2001)
gue atuam diferentemente no estresse (RADLEY et al., 2006; JONES et al., 2011; SUZUKI et
al.; 2016). Sullivan e Gratton (2002) sugerem que lesdes em regides dorsais (PrL) causam
efeitos ansiogénicos, enquanto o efeito ansiolitico surge apenas em caso de les6es ventrais (IL).

Entretanto, a fungdo do CPFm na resiliéncia pode ser prejudicada quando animais sao
submetidos ao estresse cronico (LEE et al., 2015). O estresse continuo leva a diminuicdo dos
contatos sinapticos entre o CPFm e outras estruturas limbicas (DIORO et al., 1993;
CERQUEIRA et al., 2008), um prejuizo que tem sido associado a potencializacdo da expressao
das reacOes de defesa em roedores (BLANCHARD et al., 1998). De acordo com Lee et al.
(2015), disfung¢des no CPFm relacionadas ao estresse podem reduzir a resiliéncia do organismo
e levar ao desenvolvimento de transtornos de humor e ansiedade. Assim, o estresse cronico de
derrota social € uma condi¢do preponderante para o estabelecimento de mal adaptacGes
relacionadas ao estresse e a atividade do CPFm parece estar envolvida nesse processo
(CERQUEIRA et al., 2008; ELIOT et al., 2016; KRISHNAM et al., 2007)

Contudo, no que tange essa modulacdo das respostas ao estresse, hd evidéncias
sugestivas de um papel diferenciado entre os dois hemisférios do CPFm, no qual o hemisfério
esquerdo (CPFmE) exerceria um papel inibitorio sobre as respostas emocionais negativas
relacionadas ao estresse, que seriam dependentes da ativacdo do hemisfério direito (CPFmD,
CERQUEIRA et al., 2008).

Nessa mesma perspectiva, Costa et al. (2016) mostraram que a inibicdo do CPFmE e
CPFmD, separadamente, provocada com injecdo local de cloreto de cobalto (CoCl2), um
inibidor sinéptico inespecifico, induziu ansiogénese e ansiolise, respectivamente, em animais
expostos ao LCE. Esses resultados corroboram evidéncias sugestivas de que o CPFmME e o
CPFmD atuam diferentemente na modulacdo de respostas do tipo ansiedade (e.g.,
CERQUEIRA et al., 2008, LEE et al., 2015, SULLIVAN; GRATON, 1999), e indicam que a
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lateralidade funcional desta estrutura deve ser levada em conta nos estudos que buscam
investigar seu papel na neurobiologia da ansiedade. Costa et al. (2016) sugerem que o CPFmE
module o CPFmD e que a ativagdo deste resultaria na resposta ansiogénicas observada durante
a exposicao dos animais ao LCE.

Costa et al. (2016) também mostraram que o CPFmE exerce um papel modulador sobre
os efeitos ansiogénicos desencadeados pelo estresse da derrota social (EDS) entre
camundongos. Sucintamente, esses autores injetaram salina (controle) ou CoCl, no CPFmE de
camundongos e, 10 minutos depois, os submeteram ao EDS agudo. Os animais derrotados
foram, entdo, expostos ao LCE 24 horas ap6s o EDS. Enquanto os animais controle
apresentaram indices normais de exploracdo nos bracos abertos do LCE, revelando uma
recuperacdo (ou resiliéncia) do estresse sofrido, os camundongos que receberam CoCl; intra-
CPFmE apresentaram porcentagens menores de entradas e de tempo na area mais aversiva do
aparato, indicando um papel modulador do CPFmE nos efeitos ansiogénicos do EDS. Apesar
da inibigdo quimica do CPFmE ter levado a recrudescéncia dos efeitos ansiogénicos, registrados
24 horas ap6s 0 EDS, ndo se sabe se este efeito se estende por mais tempo. A perenidade dos
efeitos da inibicdo do CPFmE na modulacdo da ansiedade induzida pelo EDS pode ter
importantes implicagdes no papel desta estrutura limbica na modulacéo de estados emocionais
e do humor (e.g., ansiedade, depresséo).

Portanto, torna-se relevante investigar o papel do CPFmE na resiliéncia ao estresse e
por quanto tempo esse efeito ansiogénico perdura, pois caso sua duracdo se estenda por mais
tempo, a inibicdo do CPFmE antes da derrota social poderia mimetizar os efeitos de um
protocolo de estresse cronico, com efeito ansiogénico observado por mais de 24 horas apds um
unico evento aversivo agudo, uma vez que a literatura apresenta apenas o aumento dos indices
de ansiedade a longo prazo em situacdes de estresse cronico (ELIOT et al., 2016; KRISHNAN
et al., 2007; MACEDO et al., 2018). Do ponto de vista pratico e ético, esse protocolo pode
agilizar a obtencdo de animais com perfil ansiogénico semelhante aos de animais submetidos
ao estresse cronico (a partir de um estresse agudo), porém, por terem sido submetidos a menos
episddios de estresse, estariam menos propensos a lesdes corporais e/ou sofrimento em geral.

Além disso, ainda ndo se sabe o papel do CPFmMD no estabelecimento desse efeito
ansiogénico prolongado, sendo importante investigar a participacdo de ambos hemisférios do
CPFm nesses animais.

Para se estudar o papel de uma estrutura ou sub-regido especificas do sistema nervoso
central nas respostas defensivas, diversos trabalhos na literatura utilizaram lesGes eletroliticas
(JOEL et al., 1997; DE OCA et al., 1998; VIANNA, 2001; SULLIVAN; GRATTON, 1999) e
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citotoxicas (SWERDLOW et al., 1984; DEACON et al., 2003; SULLIVAN; GRATTON, 2002)
como ferramentas. Entretanto, esses procedimentos geram alteracdes permanentes no encéfalo
e nos comportamentos associados. Com o intuito de evitar esse problema, o cloreto de cobalto
(CoCl,) vem sendo utilizado com o objetivo de investigar o papel de estruturas do sistema
nervoso em algumas respostas emocionais e fisioldgicas sem causar danos teciduais (COSTA
et al. 2016; CRESTANI et al., 2009; SCOPINHO et al., 2010; TAVARES; CORREA, 2006).
O CoCl; é um inativador sinaptico reversivel que reduz o influxo de calcio através da
competicdo do ion bivalente Co?* com o célcio (Ca®"), limitando a transmissdo da informac&o
entre neuronios (KRETZ, 1984).

No entanto, por ser uma ferramenta farmacolégica inespecifica (KRETZ, 1984), os
resultados obtidos a partir dessa substancia quimica ndo elucidam completamente a
neuroguimica envolvida na mediacdo da ansiedade, mas ampliam os horizontes para a
investigacdo de diferentes sistemas de neurotransmissdo especificos no CPFm que estejam

relacionados a esse processo.

Entre os candidatos a neurotransmissdo relacionadas aos comportamentos do tipo
ansioso no CPFm, podemos destacar o glutamato. Segundo McKlveen al. (2015), cerca de 80
a 90% do CPFm é composto por neurdnios piramidais glutamatérgicos e o restante composto
por interneuronios que liberam parvalbumina, colecistocinina, polipeptideo intestinal
vasoativo, calretina, calbidina e somastotatina. Sabe-se que ha grande liberacdo de glutamato
no PrL e IL apos a ativacdo de seus neurbnios por veratrina (fArmaco ativador de canais de
s0dio), capaz de reproduzir comportamentos do tipo ansioso em camundongos expostos ao
campo aberto (SAITOH et al. 2014; SUZUKI et al., 2016). J& o bloqueio dos canais de sodio
nos neurdnios pré-sinapticos por lamotrigina no PrL foi capaz de impedir a liberacdo de
glutamato induzida por veratrina (SAITOH et al, 2014). Além disso, tanto o estresse agudo
quanto o crbénico aumentam os niveis extracelulares de glutamato e a ativagcdo de neurbnios
glutamatérgicos (MUSAZZI et al., 2010; McKLVEEN et al., 2015). No CPFm, ha receptores
de glutamato do tipo NMDA, AMPA (a-amino-3-hidroxi-metil-5-4-isoxazolpropionico) e
cainato, sendo que os receptores do tipo NMDA participam majoritariamente do estresse.

Nesse sentido, estudos recentes do nosso grupo (Costa et al., 2016), realizados em
camundongos expostos ao labirinto em cruz elevado (LCE), evidenciaram que a facilitacdo
nitrérgica do CPFm direito (CPFmD), desencadeada pela injecao local de NOC-9 [6-(2-hidroxi-
1-metil-2-nitrosohidrazino)-N-metil-1-hexanamina)], um doador de 6xido nitrico (NO), foi

capaz de diminuir a exploracdo dos bragos abertos, produzindo um efeito ansiogénico. A mesma
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manipulacdo farmacologica realizada no CPFm esquerdo (CPFmME) ou bilateralmente, ndo
alterou tal resposta comportamental. Ainda, aprofundando-se na investigagdo da
neurotransmissao glutamatérgica, via receptores NMDA (N-metil-D-aspartato), nas respostas
ansiogénica, camundongos naive receberam microinjecdes em diferentes doses (0,05; 0,1 e 0,2
nmol) do antagonista AP7 (&cido 2-amino-7-fosfo-heptandico) no CPFmD e apresentaram
perfil ansiolitico na dose de 0,1 nmol no LCE, enquanto a dose de 0,05 nmol ndo apresentou
efeito significativo. Alem disso, em outro experimento, foi demonstrado que a injecdo de AP7
(na dose de 0,05 nmol) no CPFmD impediu a ansiogénese induzida por NOC-9 no mesmo
hemisfério, sugerindo que a neurotransmissdo glutamatérgica tenha importante papel na
mediagéo das respostas relacionadas a ansiedade no LCE (COSTA, 2017).

A partir dessas evidéncias, a nossa hipotese é de que os animais estressados e com o
CPFmE inativado expressem niveis aumentados de ansiedade por mais tempo, mesmo se
expostos ao LCE ap6s 24 horas. Nossa hipotese também estima ser a atividade glutamatérgica
em receptores NMDA localizados no CPFmD importante para os efeitos ansiogénico

duradouros da combinacdo EDS e inibicdo do CPFmE.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Investigar por quanto tempo perdura o efeito ansiogénico em animais derrotados
socialmente sob inibicdo do CPFmE, bem como avaliar o papel do CPFmD na mediagao desse

aumento das respostas defensivas.

3.2 Objetivos Especificos

a) Analisar os niveis de respostas do tipo ansiedade de camundongos expostos ao LCE

dois, cinco ou dez dias ap6s serem submetidos a combinagdo “derrota social e inativagdo

do CPFmE”.

b) Avaliar os efeitos do bloqueio de receptores glutamatérgicos do tipo NMDA do
CPFmD, através da injecdo local do antagonista seletivo AP7, sobre as respostas do tipo
ansiedade de camundongos expostos ao LCE dois dias apds a combinacao “derrota

social e inibicdo do CPFmE”.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Sujeitos

Cento e vinte camundongos Suicos machos (Biotério de Botucatu, Universidade
Estadual Paulista), pesando entre 25 a 35 g, foram utilizados nesse estudo. Os animais foram
alojados em caixas de polipropileno (28,5 x 19,5 x 12 cm) com capacidade maxima de 5
individuos por caixa. Os animais foram mantidos em condigdes controladas de temperatura (23
1 1°C) e luz (ciclo de 12/12 horas com luzes acesas as 07:00) e com livre acesso ao alimento e
a agua, exceto durante os curtos periodos de teste. Os experimentos deste projeto foram
aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas,
UNESP Araraquara), sob protocolo UNESP/CAr 41/2016.

4.2 Cirurgia Estereotéxica

Os animais receberam anestesia intraperitoneal com associacao de anestésico (cetamina,
80 mg/Kg) e relaxante muscular (Xilazina, 8 mg/Kg) e entdo foram submetidos a cirurgia
estereotaxica para implante intracraniano de uma canula-guia (26 gauge - aco inoxidavel) de
7,0 mm de comprimento) no cortex pré-frontal medial esquerdo (CPFmE) ou direito (CPFmD),
de acordo com as coordenadas do Atlas Paxinos e Franklin (2001). As coordenadas utilizadas
foram: +1,7 mm anterior e £0,3 mm lateral (hemisfério esquerdo ou direito) ao bregma e 1,8
mm ventral & superficie do crénio. A cénula foi fixada no cranio com cimento acrilico. Um
mandril (33 gauge, aco inoxidavel, 7,0 mm de comprimento, Fishtex Industry and Commerce
of Plastics Ltd.) foi inserido na canula para impedir a sua obstrucdo. No final da cirurgia, 0s
animais receberam injecdo subcutanea de anti-inflamatorio analgésico (Banamine, 3,5 mg/kg,
flunixina megaglumina, Intervet Schering-Plough, Rio de Janeiro, RJ, Brazil, na dose de
0,1mL/10g) e injecdo intramuscular de penicilina-G benzatina (Pentabiotico, 56,7 mg/Kg no

volume de 0,1 mL, Fort Dodge, Campinas, SP, Brasil).
4.3 Farmacos
Para os Experimentos 1 e 2, foi utilizado CoCl> (1 mM, Sigma, St Louis, MO, USA),

inibidor inespecifico da atividade sinaptica, diluido em salina 0,9%; e apenas para O

Experimento 2, AP7 (acido 2-amino-7-fosfo-heptandico) (Tocris, Cookson, Ballwin, MO,
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USA), antagonista de receptores NMDA, na dose de 0,05 nmol/0,2 puL. As doses foram
baseadas em estudos anteriores (COSTA, 2014; FARIA et al., 2016; MIGUEL et al., 2014).

4.4 Microinjecdo

Foi feita injecéo de 0,2 puL de CoClz, AP7 ou salina (controle) no CPFmE ou CPFmD
de camundongos cinco a sete dias ap0s a estereotaxia por meio da insercdo de uma agulha (33
gauge) de 8,0 mm de comprimento no interior da canula guia, conectada, por meio de um tubo
de polietileno (PE-10), a uma microsseringa (Modelo 7001 KH 2upL, 25GA, Hamilton
Company). A injecdo foi realizada manualmente no periodo de 30 segundos e a agulha
permaneceu acoplada a canula por mais 30 segundos para garantir o escoamento do farmaco.
Dez minutos ap6s o procedimento de microinjecao, os animais foram submetidos ao EDS ou a

interacdo ndo agressiva.

4.5 Escolha dos agressores

Ap0s a chegada ao biotério local do Laboratério de Neuropsicofarmacologia, os animais
foram alojados em caixas-moradia (ver item “4.1. Sujeitos”). No periodo de habituagao sob as
condicdes locais, foram identificados os camundongos dominantes de cada caixa (definido
como 0 sujeito que exibe comportamentos espontaneamente agressivos em relacdo aos demais
da gaiola), que foram isolados em caixas individuais com sistema préoprio de ventilagdo (28 x
17 x 12 cm) por, no minimo, 4 semanas, para intensificacdo do comportamento agressivo
(VALZELLI, 1981). Nesse caso, o isolamento social € um fator de estresse preponderante para

garantir que o animal confronte fisicamente o intruso

4.6. Estresse de derrota social

Ha diversos protocolos de EDS realizados em vaérias linhagens de roedores (HAMMELS
et al, 2015; NAKAYASU; KATO, 2011). Nesse trabalho, utilizamos o protocolo proposto por
Miczek et al (1982), em que hd um confronto em que o intruso permanece na caixa do agressor
residente por 5 minutos ou até exibir a postura de submissdo. A derrota social € observada
quando o animal agredido exibe a postura de submissao (i.e., elevagéo do corpo sobre as patas
traseiras, patas dianteiras estendidas em direcdo ao agressor, cabeca retraida e orelhas arqueadas
durante pelo menos 3 segundos; MICZEK et al., 1982). A derrota social consiste em 4 fases:

reconhecimento do intruso, agressdo fisica e postura de submissao por 3 segundos, que destaca
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a submisséo do intruso em detrimento do residente, e reconhecimento da derrota. No caso da
interagdo ndo-aversiva, o intruso € colocado numa caixa de mesma dimensdo com outro
coespecifico, de comportamento nao-agressivo, que ja conviviam antes do inicio do
experimento. No presente estudo, 0 intruso permaneceu em interacdo com o coespecifico
durante 5 minutos (sem que houvesse agressdo) e foi devolvido a sua caixa moradia apos

transcorrido o tempo total.

4.7. Labirinto em Cruz elevado e Analise Comportamental

O labirinto cruz elevado (LCE) é um aparato de madeira que fica a 38,5 cm do chéo, e
possui 4 bragos ortogonais (30 x 5 x 0,25 cm) conectados por uma area central (5 x 5 cm), sendo
que dois deles representam areas protegidas, com paredes de vidro transparentes (bracos
fechados - BF) e dois bragos com areas desprotegidas, i.e. sem paredes perpendiculares a
superficie (bragos abertos - BA). No dia do teste, os animais foram separados de suas caixas-
moradia e transportados até o LCE (numa sala isolada, localizada ao lado da sala experimental).
No inicio do experimento, os animais foram individualmente posicionados na plataforma
central, com a cabeca voltada para um dos bracos abertos. Em seguida, o0 experimentador
retirava-se para uma sala adjacente. A duracdo do teste foi de 5 minutos por animal. Cada teste
foi registrado por camera e os videos salvos em cartdo de memdria SD. O aparato era limpo
com alcool 20% entre as sessdes. Os testes foram realizados sob iluminacdo reduzida (lampada
60 W incandescente amarela, posicionada a 1,80 m da superficie do LCE. Os comportamentos
foram analisados através do software “X-Plo-Rat 2005”, desenvolvido pelo grupo do Professor
Doutor Silvio Morato, da Faculdade de Filosofia, Ciéncias e Letras de Ribeirdo Preto - USP,

Brasil (Disponivel em http://scotty.ffclrp.usp.br/X-Plo-Rat.html). Os comportamentos

defensivos analisados foram os parametros convencionais de ansiedade (medidas espaco-
temporais): numero de entradas nos bracgos abertos (EBA) e fechados (EBF) (denominada pelo
cruzamento de todas as patas do animal em um dos bragos) e tempo gasto nos bracos abertos
(RODGERS; JOHNSON, 1995). Esses dados foram utilizados para o calculo da porcentagem
relacionada a entrada nos bragos abertos (%EBA, numero de entradas nos bracos
abertos/namero total de entradas x 100) e tempo despendido nos bragos abertos [%TBA,
(tempo, em segundos, gasto nesse compartimento/300) x 100]. Para o numero de entradas nos
bracos fechados, foram utilizados nimeros absolutos. Além das medidas espaco-temporais,
foram avaliadas as medidas complementares relacionadas a ansiedade (ESPEJO, 1997a,
RODGERS; JOHNSON, 1995), tais como:


http://scotty.ffclrp.usp.br/X-Plo-Rat.html
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a) esticar - Stretched attend posture (SAP), movimento de avaliacdo de risco
caracteristico por manter as patas posteriores fixas, esticar o corpo e retrai-lo de volta
a posicdo original, nos compartimentos protegidos, ou seja, nos bragos fechados e area
central (SAPp) e desprotegidos, nos bragos abertos (SAPd);

b) mergulho - Head-dipping (HD): Movimento exploratdrio da cabega/ombros em direcdo
ao solo; esse comportamento pode ser diferenciado em protegido (HDp), quando
ocorrer em compartimentos seguros (i.e. area central) ou desprotegido (HDd) se for

realizado nos bracos abertos.

De acordo com Espejo (1997a; 1997b), o aumento do nimero de entradas nos bracos
abertos e de HDd, acompanhados da diminuicdo de SAPp e HDp sdo variaveis que indicam
diretamente o aumento da ansidlise. J& as entradas nos bracos fechados e levantamentos estao
relacionadas com a atividade locomotora. Ainda, 0 aumento de SAPp e o retorno aos bragos
fechados se relacionam com ao conflito aproximagdo-esquiva, medidas indiretamente

correlacionadas com a ansiedade.

4.7. Procedimentos Gerais

4.7.1 Experimento 1 — Avaliacdo comportamental de camundongos expostos ao labirinto em
cruz elevado 2, 5 ou 10 dias apds serem tratados com microinjecdo intra-CPFmE de CoCl;
ou salina e submetidos a interacdo social agressiva (derrota social) ou ndo agressiva

(controle).

Dez minutos apo6s a microinjecdo (0,2 uL) de salina ou CoCl; no CPFmE, os animais
foram expostos ao estresse de derrota social ou interagdo ndo agressiva. Em seguida, retornaram
para suas caixas-moradia por 2, 5 ou 10 dias, quando, entdo, foram expostos ao LCE para
avaliacdo dos comportamentos relacionados a ansiedade (indices classicos: %EBA, %TBA,
medidas complementares: SAPp SAPd, HDp e HDd) e locomogédo por 5 minutos. Os grupos
foram formados de acordo com a Tabela 1.
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Tabela 1 - Grupos amostrais analisados do experimento 1

Condicgao Tratamento  Tempo (dias) N
Sem estresse Salina 2 12
Sem estresse CoCl> 2 15
Com estresse Salina 2 9
Com estresse CoCl> 2 9
Sem estresse Salina 5 9
Sem estresse CoCl> 5 10
Com estresse Salina 5 9
Com estresse CoCl> 5 10
Sem estresse Salina 10 12
Sem estresse CoCl> 10 9
Com estresse Salina 10 9
Com estresse CoCl> 10 9

4.7.2 Experimento 2 - Avaliacdo do bloqueio dos receptores NMDA do CPFmD nos
comportamentos defensivos de camundongos expostos ao LCE 2 dias apds a inativagdo do
CPFmE por CoCl; e submetidos ao EDS.

Dez minutos apds a microinjecao (0,2 pL) de salina ou CoCl, no CPFmE, todos 0s
animais foram submetidos ao estresse de derrota social e, entdo, retornaram a suas caixas-
moradia. Dois dias ap6s, 0s animais receberam microinjecéo intra-CPFmD de salina ou AP7
(0,05 nmol/0,2 pL; dose desprovida de efeitos intrinsecos sobre as respostas do tipo ansiedade)
e, entdo, foram expostos ao LCE para avaliagdo dos comportamentos relacionados a ansiedade
(indices classicos: %EBA, %TBA; medidas complementares: SAPp SAPd, HDp e HDd) e

locomocdo durante 5 minutos. Os grupos foram formados conforme a tabela 2.
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Tabela 2 - Grupos amostrais analisados do experimento 2

Manipulagéo Manipulagéo
intra-CPFmE intra-CPFmMD
Salina Salina 10
Salina AP7 10
CoCl; Salina 9
CoCl; AP7 10

4.8 Analise histologica

Ao final do teste, os animais receberam microinjecéo intra-CPFmE (Experimento 1) ou
bilateral (Experimento 2) de 0,2 puL do corante azul de Evans a 1%, seguindo o mesmo
procedimento realizado para microinjecdo do farmaco. Em seguida, os animais foram
sacrificados em camera de COa, seus encéfalos retirados e armazenados em solugdo de
formalina a 10%, a 4°C por pelo menos 48 horas. Os encéfalos foram cortados em seccoes
coronais (50 um) para observacao do trajeto da canula e a marcacgdo do corante com auxilio de
criostato (LEICA CM 1850). As seccOes foram verificadas com o uso de uma lupa (LEICA DM
LB) e a visualizacdo da dispersdo do corante confirmava o local da injecdo. Baseados em
resultados anteriores do laboratorio (COSTA et al., 2016; COSTA, 2017) e outros trabalhos
(LEE et al., 2015; SULLIVAN; GRATTON, 1999; SUZUKI et al., 2016), foram considerados
positivos apenas 0s animais com marcacgao nas regides do cortex cingulado (Cgl) e pré-limbico
(PrL) no hemisfério esquerdo e direito. Os outros animais que receberam microinjecdo em outra

regido foram excluidos do estudo.

4.9 Analise estatistica

As andlises foram feitas através do software Statistica®. Todos os resultados foram

inicialmente submetidos ao teste de homogeneidade de variancia de Levene. No experimento

1, os dados, foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA) de trés fatores, sendo o fator 1
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— Condicao: Estresse ou sem estresse; o fator 2 — Tratamento: Salina ou CoCl; e o Fator 3 —
Tempo: 2, 5 ou 10 dias.

No experimento 2, os resultados foram submetidos a ANOVA de dois fatores, sendo o
fator 1 — Manipulacgéo no intra-CPFmME e o fator 2 - Manipulagéo no intra-CPFmD. Em seguida,
foi realizado um teste post hoc de Duncan para todos os dados. Foram considerados

significativos os valores de p < 0,05.
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5 RESULTADOS

5.1 Experimento 1: Ansiogénese aumentada em camundongos expostos ao LCE 2, 5 ou 10

dias apds a combinac¢ao “inativacido do CPFmE + derrota social”.

5.1.1 Injecdes no CPFmME

Bregma = + 1,54

Figura. 1. Diagrama esquematico (esquerda) e fotomicrogréafico (direita) de um sitio de
microinjecdo representativo no CPFm esquerdo de camundongo. A seccdo corresponde 1,54
mm anterior ao Bregma (PAXINOS; FRANKLIN, 2001). Foram consideradas positivas as
injecBes nas subregibes dorsais do CPFmE: Cgl e PrL, conforme os ultimos experimentos do
laboratério (COSTA et al., 2016; COSTA, 2017).

5.1.2 Medidas espaco-temporais

A ANOVA trifatorial ndo apresentou quaisquer diferencas significativas nas medidas
%EBA, %TBA e EBF dos animais ndo-estressados (Maior valor de F,120) = 2,15; p > 0,05).
Para os animais derrotados, 0 mesmo teste estatistico revelou diferencas significativas no fator
tratamento para %EBA e %TBA [F,122) = 14,35; F(1,122) = 9,60; p < 0,05, respectivamente] e
na interacdo dos fatores tratamento x condicdo [(Y%EBA: F,122) = 6,88; p < 0,05); (%TBA:
Fai122) = 9,12; p < 0,05)]. O teste post hoc de Duncan revelou que a injegdo de CoCl; intra-

CPFmE reduziu %EBA e %TBA nos animais socialmente derrotados quando comparados aos
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demais grupos (Figuras 2 e 3). Nao foram observadas diferencas significativas em EBF nos
animais derrotados socialmente (Maior valor de F1,122) = 2,24; p > 0,05; Figura 4).
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Figura 2 - Efeitos da microinjecdo de CoCl, (1 mM) no CPFmE de camundongos, na
porcentagem de entradas nos bracos abertos (BA), 2, 5 e 10 dias ap6s a interagcdo

ndo-agressiva ou derrota social. *p<0.05 em comparacao aos grupos salina.
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Figura 3 - Efeitos da microinjecdo de CoCl, (1 mM) no CPFmE na porcentagem de tempo nos
bracos abertos (BA) em 2, 5 e 10 dias ap6s a interacdo ndo-agressiva ou derrota

social. *p<0.05 em comparacdo aos grupos salina.
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Figura 4 — Auséncia de Efeitos da microinjecdo de CoCl, (1 mM) no CPFmE de camundongos,
na frequéncia de entradas nos bracos fechados (EBF) em 2, 5 e 10 dias apds a

interacdo ndo-agressiva ou derrota social

4.1.3 Medidas complementares

A ANOVA trifatorial ndo apresentou diferencas significativas nas medidas
complementares (i.e., SAPp, SAPd, HDp, HDd) nos animais ndo-estressados (p > 0,05). A
ANOVA trifatorial revelou alteragcdes significativas nas medidas de SAPp nos fatores
tratamento [F(1,122) = 4,06; p < 0,05)] e condigdo [F,122) = 7,17; p < 0,05)]. O teste post hoc de
Duncan demonstrou aumento significativo do SAPp apenas no grupo CoClz-estresse exposto
ao LCE nos tempos de 2 e 5 dias (Figura 5) (p < 0,05), mas ndo em 10 dias. Ao analisar o SAPd,
a ANOVA trifatorial mostrou efeito dos fatores condicdo [F222) = 5,88; p < 0,05)], tempo
[F(1,.222) =5,74; p < 0,05)] e tratamento [F(,122) = 7.28; p < 0,05), aléem da interacdo entre fatores
condigéo x tratamento [F(,122) = 6,02; p < 0,05). Para esta medida complementar, o teste post
hoc revelou uma tendéncia de diminuicdo em 2 dias (p = 0,07), e uma significativa reducéo no
tempo de 5 dias dos animais derrotados que receberam microinjecéo de CoCl (p < 0.05; Figura
5B).

N&o foram apontadas quaisquer diferencas significativas no HDp para nenhum grupo

(Maior valor de F,122) = 2,11; p > 0,05; Figura 5C). Por outro lado, o HDd, apresentou
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diferengas significativas, a ANOVA revelou efeito nos fatores condicdo [F 122) = 4,08; p <
0,05], tratamento [F,122) = 11.20; p < 0,05), e na interacdo condigdo x tratamento [F(1,122) =
8,48; p < 0,05). De acordo com o teste post hoc de Duncan, o grupo estresse-CoCl. realizou 0

HDd com menor frequéncia em todos os tempos (2, 5 e 10 dias) em relacdo aos outros grupos

(Figura 5D).
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Figura 5 - Efeitos da microinjecéo de CoClz (1 mM) no CPFmE de camundongos na frequéncia
das medidas complementares em 2, 5 e 10 dias apés a interagdo nao-agressiva ou
derrota social. (A) Frequéncia de SAPp. (B) Frequéncia de SAPd. (C) Frequéncia
de HDp. (D) Frequéncia de HDd. *p<0.05 em comparacdo aos grupos salina.

#p=0,07 em relacédo ao grupo salina-derrota-2 dias.
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5.2 Experimento 2: A ansiedade de camundongos expostos ao LCE dois dias apds a
combinacio “inativacio do CPFmE + EDS” ¢é bloqueada pela injecio de AP7 no
CPFmD.

5.2.1 Injecdes Bilaterais no CPFm

Bregma= + 1,70

Figura 6 - Fotomicrografia representativa dos sitios (setas) de microinjecdo no CPFm de
camundongos (PAXINOS; FRANKLIN, 2001). Foram consideradas positivas as
injecOes nas sub-regides dorsais do CPFm (bilateral): Cgl e PrL, conforme os
Gltimos experimentos do laboratério (COSTA et al., 2016; COSTA, 2017)

5.2.2 Medidas espac¢o-temporais

A ANOVA de dois fatores revelou diferencas significativas para %EBA nos fatores
manipulacdo intra-CPFME [F(1,39) = 7,44; p < 0,05] e manipulacdo intra-CPFmD [F1,39) = 6,52;
p < 0,05] e na interag&o entre eles [F1,39) = 7,62; p < 0,05]. O teste post hoc de Duncan revelou
que a injecdo de CoCl> intra-CPFmME e, logo apds, a administracdo intra-CPFmD de AP7
aumentou a %EBA em comparacdo ao grupo CoClz-salina (%EBA: p<0.05; Figura 7). Nesse
sentido, a analise estatistica para %TBA demonstrou diferencas significativas nos fatores
manipulagéo intra-CPFmME [Fu39) = 5,14; p < 0,05] e na interagdo entre ambos fatores,
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manipulagdo intra-CPFmME e manipulacdo intra-CPFmMD [F(,39) = 8,12; p < 0,05]. De modo
semelhante & %EBA, o teste post hoc de Duncan para % TBA demonstrou que a microinjecdo
de AP7 no CPFmD dos animais que receberam previamente CoCl; no CPFmE elevou o tempo
de exploracdo nos bragos abertos desse grupo, em relacdo aos animais que receberam
inicialmente CoCl> no CPFmE e, posteriormente, salina no CPFmD (%TBA: p < 0.05; Figura
7). O mesmo teste estatistico ndo apontou quaisquer diferencas significativas nas medidas de
EBF em todos os grupos [F,39) = 0,04; p > 0,05; Figura 8]. Somente apresentaram efeito as
manipulacdes realizadas no CPFm (Cgl e PrL), uma vez que 0s animais que receberam
microinjecdo em fora do sitio alvo (OUT) ndo demonstraram diferencas evidentes no

comportamento.
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Figura 7 - Efeitos da microinjecéo de salina ou CoClz (1 mM) intra-CPFmE e, 48 horas depois,
da administracdo de salina ou AP7 (0,05 nmol/0,2 pL) no intra-CPFmD de
camundongos, 2 dias apds o0 EDS, nas porcentagens de entradas e tempo nos bracos
abertos. *p<0.05 em comparacdo a todos os grupos. ACIMA: Grupos que
receberam microinjecdo intra-CPFmE e CPFmD fora do sitio de Cgl e PrL (OUT)
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Figura 8 — Auséncia de efeitos da microinjecdo intra-CPFmE de salina ou CoClz> (1 mM)
associada ao EDS e, 2 dias depois, da administracdo intra-CPFmD de salina ou AP7,
no numero de entradas nos bracos fechados (EBF) de camundongos expostos ao
LCE

5.2.3 Medidas complementares

A ANOVA bifatorial ndo revelou alteracdes significativas nas medidas de SAPp (Maior
valor de F,39) = 3,01; p > 0,05). No entanto, o teste post hoc de Duncan mostrou aumento
significativo do SAPp no LCE apenas no grupo CoCl,-salina, se comparado ao grupo salina-
salina (Figura 9A; p <0,05), e uma tendéncia se comparado aos grupos salina-AP7 (Figura 9A,
p = 0,09) e CoCl>-AP7 (p = 0,08). A anélise do SAPd mostrou efeito do fator CPFmME [F1.39) =
5.49; p < 0,05). Para essa medida complementar, o teste post hoc revelou uma diminuigédo
significativa nos animais do grupo CoCl»-salina em relacéo aos demais grupos (p < 0,05; Figura
9B).

N&o foram observadas quaisquer diferencas significativas no HDp para nenhum grupo
(Maior valor de Fqu39) = 2,75; p > 0,05; Figura 5C). Em contrapartida, o HDd apresentou
diferencas significativas, a ANOVA bifatorial revelou efeito nos fatores manipulagdo do
CPFmME [F39) = 10,16; p < 0,05), manipulacdo do CPFmMD [F(39) = 14,34; p < 0,05), e na
interacdo CPFmME x CPFmD [F(1,39) = 13,86; p < 0,05). Segundo o teste post hoc de Duncan, o
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grupo CoCl,-salina realizou o0 HDd com menor frequéncia em relagéo aos outros grupos (p <

0,05; Figura 5D).
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Figura 9 - Efeitos da microinjecao intra-CPFmE de salina ou CoCl, (1mM) associada ao EDS
e, 48 horas depois, a microinjecdo intra-CPFmD de salina ou AP7 nas medidas
complementares exibidas por camundongos expostos ao LCE. (A) Frequéncia de
SAPp. (B) Frequéncia de SAPd. (C) Frequéncia de HDp. (D) Frequéncia de HDd.
*p<0.05 em comparacdo a todos os grupos. #p=0.09 em relacdo ao grupo CoCl-

AP7.
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6. DISCUSSAO

Os resultados desse estudo demonstraram que a inativacao sinaptica do CPFmE (através
do tratamento com CoCl,), seguida de uma Unica sessdo de estresse de derrota social, induz o
aumento da exibicdo de comportamentos defensivos, evidenciados pela esquiva dos bracos
abertos do LCE 2, 5 e 10 dias ap0s o evento estressor (Figuras 2 e 3). Por outro lado, se 0s
animais passam pelo EDS com essa estrutura intacta (i.e., grupo salina), o perfil
comportamental relacionado a ansiedade é semelhante ao dos camundongos né&o-estressados.
Também foi observada a alteracdo dos comportamentos de avaliagdo de risco, com aumento
desses comportamentos nas areas protegidas (SAPp) e diminui¢do nas areas desprotegidas
(SAPd e HDd), que estdo correlacionados com aumento das respostas do tipo ansiedade
(Figuras 5B e D) (ESPEJO, 1997a). Esses dados fortalecem estudos anteriores (COSTA et al.,
2016; LEE et al., 2015) que sugerem ser a funcionalidade do CPFmE importante para que 0s
animais lidem (cope) com o evento estressor e ndo tenham alteracdes comportamentais
duradouras relacionadas com a ansiedade, uma vez que a sua inativagdo somada a experiéncia
do EDS resultou em ansiogénese que perdurou por até 10 dias. Cabe ressaltar que o efeito
ansiogénico foi apresentado apenas por animais derrotados que receberam CoCl, no CPFmE
[Figuras 2 e 3 (Experimento 1)] e também nos animais estressados do experimento 2 que
receberam CoCl2 no CPFmME e salina intra-CPFmMD antes de ser exposto ao LCE (Figura 7).
Também vale ressaltar que o efeito ansiogénico, observado no experimento 1, foi revertido com
0 bloqueio dos receptores NMDA do CPFmD (Figura 7, Experimento 2). Dessa forma, apesar
do animal passar pelo episédio de EDS com o CPFmE inativado, o que ja havia demonstrado
ser capaz de gerar comportamentos ansiogénico (Figuras 2 e 3), com o bloqueio da
neurotransmissdo glutamatérgica, via receptores NMDA, do CPFmD, seu comportamento
exploratorio nos bragos abertos do LCE retorna aos niveis normais.

A maioria dos estudos prévios enfocando o papel do CPFm no controle das respostas do
tipo ansiedade de animais expostos ao LCE tem levado em consideracéo o emprego da sua leséo
bilateral (GONZALEZ et al. 2000; LACROIX et al., 2000; SHAH; TREIT, 2003). Deziel e
Tasker (2017), através de um modelo de indugéo farmacoldgica de acidente vascular encefalico
(AVE) isquémico no CPFm em ratos, constataram que 0s animais evitavam os bracos abertos
no LCE por até 28 dias ap6s o episddio. Esse procedimento, apesar de considerar apenas lesdes
bilaterais, demonstrou que o mau funcionamento do CPFm pode levar a ansiogénese

prolongada.
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J& o fendbmeno de lateralizagdo funcional do CPFm foi sugerido por Sullivan e Gratton
(1999), diante da observacéo que animais com lesdes bilaterais ou apenas do CPFmD (e néo do
esquerdo), por ibotenato, apresentaram diminuicdo da producdo de costicosterona durante
estresse de restricdo. Ademais, Costa et al. (2016) demonstraram que a inativacdo do CPFmE
ou D, por CoCly, induziu ansiogénese e ansiolise no LCE, respectivamente, em camundongos
que ndo passaram pelo EDS.

Além das evidéncias obtidas com inativacdo quimica sobre a lateralidade funcional do
CPFm no controle das respostas do tipo ansiedade, Costa et al. (2016) também demonstraram
que a ativacdo nitrérgica desta estrutura provoca efeitos ansiogénicos somente quando realizada
no hemisfério direito. Sucintamente, esses autores observaram que a injecédo intra-CPFmD e E
de NOC-9, um doador de NO, provoca, respectivamente, aumento e auséncia de efeitos sobre
as respostas defensivas de camundongos expostos ao LCE. Interessantemente, quando o NOC-
9 foi injetado bilateralmente no CPFm, nenhum efeito sobre as respostas relacionadas a
ansiedade foi observado (COSTA et al., 2016), sugerindo que a ativacao nitrérgica do CPFmE,
de alguma forma, iniba os efeitos ansiogénicos decorrentes do aumento de NO no CPFmD.
Assim, esses estudos foram essenciais para as recentes investigacGes da lateralizacdo funcional
do CPFm.

Ainda, de acordo com Czéh et al. (2008), o EDS pode promover atrofia dendritica com
maior impacto no CPFmE do que no direito, revertendo a assimetria intrinseca entre os
hemisférios. Diante disso, Cerqueira et al. (2008) sugeriram que o hemisfério esquerdo modula
as respostas negativas relacionadas ao estresse desencadeadas pela ativacdo do direito. De
maneira geral, o CPFmD seria responsavel pela ativacdo do eixo HPA, relacionado ao estresse,
e 0 esquerdo atuaria como inibidor dessa resposta (CERQUEIRA et al., 2008).

Vale ressaltar que o CPFm ndo é uma area que participa isoladamente como uma ilha
na resposta ao estresse. Funcionalmente, em condigdes basais de estresse, a ativacdo do IL,
associada a amigdala, aumentam a atividade do PVN, elevando as respostas fisioldgicas
associadas ao estresse e, consequentemente, 0s niveis de ansiedade, enquanto a das areas Cgl,
PrL, juntamente com o hipocampo, podem atenuar essas respostas fisiologicas e
comportamentais (CERQUEIRA et al., 2008). J& num contexto de estresse cronico, ocorre uma
modificacdo das redes neurais, sendo que ha uma atrofia e reducdo da atividade do CPFmE e
uma superativagdo da amigdala, levando ao aumento da atividade do CPFmD e do ndcleo leito
da estria terminal (NLET), resultando em disfunc¢des no eixo HPA, com o aumento dos niveis
de corticosterona, ativacdo simpatica e alteracbes comportamentais que podem estar

relacionadas com depressao e/ou ansiedade (CERQUEIRA et al., 2008). Portanto, embora haja
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evidéncias de que a inativacdo do CPFmE eleve os niveis de respostas do tipo ansiedade nos
animais, é importante investigar quais projecdes que chegam a cada hemisfério do CPFm e
saiam deles, e como a sua interacdo entre as estruturas (i.e. amigdala, NLET, matéria cinzenta
periaquedutal) (TOVOTE et al., 2015) podem estar correlacionadas, direta ou indiretamente,
com os resultados do presente estudo.

Portanto, os hemisférios esquerdo e direito do CPFm parecem responder diferentemente
ao estresse (LEE et al., 2015; SULLIVAN; GRATTON, 1999), sendo que 0 CPFmE seria uma
importante estrutura na capacidade de lidar com estressores (ou modular a resiliéncia)
(McEWEN, 2012; 2015). Nesse sentido, Lee et al. (2015) realizaram um protocolo de estresse
cronico de derrota social de 10 dias em camundongos, seguida do teste de interagdo social, com
0 intuito de separar os animais em resilientes (individuos com maior interacdo social) e
vulneraveis (menor interacdo) ao estresse. Foram observadas diferencas eletrofisioldgicas entre
0 CPFmE e D desses animais, em que 0s vulneraveis apresentaram menor ativacdo do CPFmE,
um fenémeno que perdurou por até 10 dias. J& 0 CPFmD dos animais estressados permaneceu
mais ativo em relacdo ao dos animais nao-estressados. Os autores salientam que a organizagéao
e expressao das respostas comportamentais ao estresse sdo processadas diferentemente nos dois
hemisférios. Enquanto o CPFmD faria parte de um mecanismo de processamento “tudo ou
nada” para as experiéncias estressantes, o CPFmE atuaria gradualmente, de modo que a
intensidade de sua acdo poderia influenciar nos comportamentos relacionados ao estresse. Em
outras palavras, 0os animais susceptiveis possuiriam menor ativacdo do CPFmE quando
comparados aos resilientes ou ndo-estressados. Os resultados do presente estudo vdo ao
encontro dessas evidéncias, uma vez que os animais estressados e tratados com CoCl2 no
CPFmE ndo se recuperaram do episddio de estresse, mimetizando o perfil de susceptibilidade.

Nossos resultados sdo sugestivos de que a inativacdo do CPFmE associada ao EDS
impeca que esta estrutura limbica mantenha sua atividade normal para inibir a ativagdo do
CPFmD, tornando parte dos animais vulneraveis ao EDS. Da mesma forma, a integridade
funcional do CPFmD parece ser essencial para a manutencdo dos indices de ansiedade, uma
vez que o seu bloqueio via receptores NMDA parece reverter o perfil ansiogénico no LCE.

Por outro lado, os resultados do presente estudo apontam que a interagdo social ndo-
aversiva (i.e., sem derrota social) ndo provocou quaisquer alteracbes nos comportamentos
defensivos dos animais expostos ao LCE 2, 5 ou 10 dias depois. Esses dados demonstram que
o efeito ansiogénico obtido nos animais estressados se deve a associagdo entre a microinjecao
de CoCl; e 0 EDS e nédo pelo efeito da droga em si, ja que o efeito desse inibidor sinaptico
perdura por até 60 minutos (LOMBER, 1999). Costa et al. (2016) também observaram que a
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inativacdo do CPFmE ndo é capaz de gerar efeito ansiogénico prolongado em camundongos
que ndo passaram pelo EDS. De acordo com Lee et al. (2015), a fotoinibicdo do CPFmME néo
altera a interagdo social entre animais naive.

O mesmo perfil de auséncia de alteracbes comportamentais foi observado nos animais
tratados com injecéo de salina no CPFmE e submetidos ao EDS. Esses animais ndo exibiram
um perfil comportamental defensivo diferente daquele apresentado pelos animais néo
estressados e expostos ao LCE nos dias 2, 5 e 10 pds-estresse. Esses resultados indicam que,
pelo menos sob a analise comportamental diante da exposicdo ao LCE, os animais se
recuperaram do evento aversivo, corroborando os resultados de Costa et al. (2016), que
observaram essa mesma tendéncia ao avaliar os niveis de ansiedade de camundongo 24 horas
apos receber microinjecdo de salina no CPFmE e passar pelo episédio de EDS. Por outro lado,
Korte e De Boer (2003) verificaram a permanéncia do efeito relacionados a ansiedade em ratos
derrotados no LCE 24 horas apds o0 EDS, mas ndo em 2, 7 e 14 dias.

Por outro lado, a inativagdo do CPFmE por CoCl, seguida do estresse de derrota social
provocou aumentos significativos nos comportamentos relacionados a ansiedade nos
camundongos. Isso foi observado pelas diminui¢cdes de %EBA, % TBA e HDd (Figuras 2, 3 e
5D), as quais foram mantidas em todos os tempos (i.e., aos 2, 5 e até 10 dias apds o0 EDS). Estes
resultados corroboram os achados de Costa et al. (2016), agregando indicios a ideia de que a
associacdo entre “inibicao quimica do CPFmE e EDS” leva a consequéncias duradouras sobre
as respostas do tipo ansiedade, avaliada no LCE, em camundongos.

Segundo Espejo (1997b), alteracdes nas medidas complementares (i.e., diminuicédo de
HDd e SAPd e aumento do SAPp), acompanhadas de alteragdes em medidas espaco-temporais
(diminuicédo de %EBA e %TBA) séo indicativas de estado ansiogénico. No presente estudo, as
medidas complementares de ansiedade como SAPd permaneceram reduzidas até o 5° dia e
igualaram-se aos demais grupos no 10° dia (Fig. 5B). De acordo com Espejo (1997a), os SAPp
e SAPd sdo medidas relacionas ao estado de ansiedade, logo a diminuigdo de SAPd
acompanhada do aumento de SAPp (até o 5° dia) pode ser indicativo de ansiogénese, enquanto
seu desaparecimento no 10° dia pode ser um indicio de que o animal ja esteja se recuperando
do efeito da exposicdo ao EDS sob inativacdo do CPFmE (Fig. 5A). Contudo, embora seja
possivel que esses efeitos desaparecam apds um prazo maior, podemaos sugerir que a inativacao
do CPFmE seguida do EDS tem efeitos duradouros nos comportamentos ansiogénicos desses
animais no LCE, j& que os animais dos demais grupos (todos nao-estressados e 0S que

receberam salina antes do EDS) do experimento 1 se recuperaram do episodio de EDS.
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Em geral, a maioria dos estudos esteve voltada a analisar os efeitos fisioldgicos do
estresse agudo a curto prazo (i.e. 24 horas; e.g., ARMARIO et al., 2008). Contudo, nas ultimas
décadas, esta tendéncia foi substituida pelo interesse dos pesquisadores em investigar os efeitos
de longo prazo do estresse agudo em outras medidas, que ndo fossem apenas comportamentais
(ARMARIO et al., 2008; ANTELMAN, 1989; KOOLHAAS et al., 1997). Koolhaas et al.
(1997) descreveram que um episodio de EDS pode acarretar mudancgas a curto prazo, como
aumento da producéo de corticosterona em 4 horas, e a longo-prazo, como alteracédo no controle
da temperatura (7 dias), perda de peso (4 dias) e diminuicdo da atividade locomotora no campo
aberto. Em um dos Unicos estudos voltados para 0 comportamento, realizado por Belda et al.
(2008), ratos foram submetidos ao estresse de restricdo agudo durante 2 horas e suas respostas
ansiogénica foram analisadas no LCE 1 e 7 dias ap0s o estresse. Os autores sugeriram um perfil
ansiogénico, observado pela diminuicdo da %EBA e % TBA nos grupos expostos ao LCE em
ambos os dias. Além disso, também nos dois dias, os autores observaram elevacdo dos niveis
plasmaticos de corticosterona dos animais estressados em relagdo aos animais ndo estressados.
Em contrapartida, Calfa et al. (2006) constataram que o EDS foi capaz de aumentar 0s
comportamentos defensivos de ratos expostos ao LCE, ap0s 24 horas. Esse efeito foi revertido
com o bloqueio dos receptores de glicocorticoides (GR) no septo lateral. Ha regibes anteriores
do PrL que se projetam para estruturas limbicas em ratos, como o septo lateral, formando
circuitos relacionados a ansiedade (DUNCAN et al., 1996; HEIDBREDER,;
GROENEWEGEN, 2003).

Nosso estudo possui a novidade de apresentar um protocolo em que um animal apresenta
respostas comportamentais duradouras relacionadas a ansiedade a partir de um evento estressor
unico de derrota social, uma vez que esse perfil ansiogénico havia sido observado somente
guando os animais eram submetidos ao estresse cronico (e.g., por mais de 10 dias;
AVGUSTINOVICH et al., 1997; KRISHNAN et al., 2007; MACEDO et al., 2018).

Diante de todo o0 exposto, nosso estudo acrescenta a literatura um importante achado, a
saber, a experiéncia aversiva decorrente de uma Unica derrota social em camundongos com 0
CPFmE inativado leva a consequéncias duradouras sobre as respostas do tipo ansiedade
avaliada no LCE.

E importante ressaltar que os mecanismos pelos quais o estresse agudo pode levar a
respostas ansiogénicas a longo prazo ainda sdo pouco compreendidos. Ao que parece, 0
desenvolvimento de um perfil vulneravel ao estresse depende do tipo do evento aversivo, como
a derrota social, exposic¢ao ao predador e restricdo de movimentos. Ainda, a duragdo do estresse,

além de diferencas individuais, entre os periodos de vida (inicio da vida, adolescéncia, idade
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adulta e idoso) e entre as linhagens dos animais, parecem contribuir para o perfil mais ou menos
vulneravel ao estresse (BEERY; KAUFER, 2015; BELDA et al., 2008). Armario et al. (2008)
argumentam que um evento aversivo de carga emocional com alta intensidade induz o aumento
da atividade do eixo HPA por um tempo prolongado, podendo levar ao aumento dos
comportamentos defensivos. Cerqueira et al. (2008) ja descreveram que, mesmo em condicdes
basais de estresse, h4 producéo de glicocorticoides pelo eixo HPA, via estimulacdo do CPFmD,
aumentando temporariamente respostas relacionadas a ansiedade, até que haja atenuacao desses
efeitos fisioldgicos pela atividade do CPFmE. Naturalmente, espera-se que esses efeitos se
tornem mais deletérios numa situacdo de estresse crénico, com a desregulacdo da sintese de
glicocorticoides e aumento dos niveis de ansiedade (CERQUEIRA et al., 2008). Visto que
nossos resultados indicam que o CPFm participe da modulacao dos efeitos ansiogénico de longo
prazo desencadeados pelo EDS, mesmo que seja a partir de um evento agudo, é possivel
formular a hipotese que a inibicdo do CPFmME seja capaz de mimetizar as alteracGes
comportamentais causadas pelo estresse cronico decorrentes da possivel hiperativacdo do eixo
pelo CPFmMD. Nesse mesmo sentido, com o bloqueio dos receptores NMDA no CPFmD, essa
estrutura deixaria de ser estimulada, passando a ndo haver alterac6es significativas prolongadas
no eixo HPA, na desregulacdo da sintese de glicocorticoides e no aumento de comportamentos
defensivos. Entretanto, ainda ndo se sabe quais sdo as alteragcdes hormonais que podem estar
envolvidas no fenbmeno observado nesse estudo, sendo necessarios experimentos
complementares para confirmar tal hipétese

Tendo em vista a novidade dos resultados encontrados no presente estudo, podemos
sugerir que o CPFmE é fundamental para a modulacao da resiliéncia e que sua inativacdo torna
0s animais mais susceptiveis aos efeitos do estresse. E provavel que os transtornos de ansiedade
em humanos também apresentem esse mesmo perfil, conforme preconizado por Cerqueira et
al. (2008). Portanto, nosso estudo pode servir de base para novas pesquisas translacionais que
visem tornar o individuo resiliente ao estresse através da estimulagdo ou tratamento unilateral
do CPFm.

Quanto a possiveis neurotransmissores envolvidos, 0 CPFm é composto principalmente
por 80-90% de neurdnios piramidais glutamatérgicos e, também, por interneurénios com outros
sistemas de neurotransmissdo (McKLVEEN et al., 2015). Entretanto, entre os sistemas de
neurotransmisséo envolvidos nas respostas defensivas, podemos destacar o glutamato (STERN
et al., 2010), sobretudo via ativagdo dos receptores do tipo N-Metil-D-Aspartato (NMDA)
(LISBOA etal., 2011; SAITOH et al., 2014). Esse destaque esta baseado tanto nessa evidéncia

de que ha uma elevada densidade de neur6nios glutamatérgicos que se comunicam via
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receptores NMDA, quanto em resultados recentes do nosso laboratorio que apontam esse
neurotransmissor na modulacéo de respostas defensivas relacionadas ao CPFm (FARIA et al.,
2016; COSTA et al., 2016; COSTA, 2017). Ainda, na literatura ha trabalhos que atribuem a
funcdo do glutamato na resposta de medo e ansiedade (LACROIX et al., 2000; SULLIVAN;
GRATTON, 2002), memoria e atencdo (BENN et al., 2016; ROBBINS; MURPHY, 2006),
dependéncia quimica (UYS et al., 2008) e respostas cardiovasculares em resposta ao estresse
(RESSTEL et al., 2006; TAVARES et al., 2009). Portanto, investigamos o papel do receptor
NMDA na resposta do tipo ansiedade apresentada pelos animais submetidos ao EDS com o
CPFmE inativado, 48 horas apds o estresse. Esse periodo foi escolhido por ser o que os animais
apresentavam uma resposta ansiogénica robusta, passivel de ser observada nas medidas espago-
temporais e complementares do LCE (Figuras 2, 3,5¢€ 7).

Assim, no experimento 2, 0s animais que receberam microinjecdo de CoCl, no CPFmE,
e foram derrotados por um agressor-residente, exploraram mais os bragos abertos no LCE ao
receberem uma microinjecdo de AP7 no CPFmD (0,05 nmol), 10 minutos antes da exposi¢ao
ao LCE, quando comparados ao grupo que recebeu salina no segundo tratamento, destacando
uma reversdo do perfil ansiogénico (Figuras 6 e 7). Ainda, foi possivel observar que a dose do
antagonista utilizada (0,05 nmol/0,2 uml) ndo causou ansiolise por si nos animais, pois 0 grupo
que recebeu salina no CPFmME e, em seguida, AP7 no CPFmD, apresentou exploracdo dos
bragos abertos na mesma proporc¢do que 0 grupo que recebeu salina em ambos os tratamentos.
Numa curva dose-resposta feita por Costa (2017), a autora salientou que animais naive ndo
exibiram aumento dos niveis de ansiedade no LCE ao receber uma injecdo intra-CPFmD da
dose em questdo. E importante destacar que a reversdo do efeito ansiogénico se deve ao
bloqueio dos receptores NMDA, que parecem estar relacionados com 0s comportamentos
defensivos no CPFmD e ndo pelo farmaco AP7 em si, uma vez que ja foi demonstrado o efeito
ansiolitico por bloqueio desses receptores através de outros farmacos, como o LY235959
(LISBOA, 2011; RESSTEL, 2006). Além disso, 0s animais que receberam o AP7 fora do sitio
ndo apresentaram o mesmo comportamento dos animais positivos (Figura 7).

Esse resultado sugere que ndo s a integridade do CPFmME seja importante para que o
individuo lide com o estresse, mas também a atividade do CPFmD, ja que o bloqueio dos
receptores NMDA nessa estrutura parece prevenir a inducdo de um perfil ansiogénico. Esses
achados reforcam a hipOtese que a resposta ansiogénica apresentada pelos animais que
passaram pelo EDS com CPFmE inativado no LCE envolva neurotransmissdo glutamatérgica,
direta ou indiretamente, ja que o bloqueio dos receptores NMDA no CPFmD atenuou essa

ansiogénese induzida pelo estresse. Nossos resultados vao ao encontro do que foi sugerido em
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estudos que demonstraram que a inibigdo aguda da neurotransmissao glutamatérgica repercute
em ansiélise no CPFm (LISBOA et al, 2011; RESSTEL et al., 2006; COSTA, 2017) e também
em outras estruturas, como o NLET (FARIA et al., 2016) e a MCP (GUIMARAES et al., 1991;
CAROBREZ et al.,, 2001). Por outro lado, a inativacdo do CPFmD por manipulacGes
optogenéticas inespecificas realizada por Lee et al. (2015) ndo foi capaz de reverter o
comportamento de esquiva social em camundongos susceptiveis ao EDS.

Segundo Sanacora et al. (2012), diferentes tipos de estresse promovem a liberacdo de
glutamato em areas corticais e limbicas (em humanos e em animais) que podem se relacionar
com transtornos de humor ou ansiedade. Dessa forma, é possivel que a hipofuncionalidade do
CPFmE, de alguma forma (direta ou indiretamente), leve a alteragdes na neurotransmissao
glutamatérgica no CPFmD, provocando efeitos do tipo ansiedade (COSTA, 2017), que podem
ser atenuados pelo bloqueio dos receptores NMDA.

Ainda, além das vias glutamatérgicas, podemos ressaltar a participacdo da dopamina
intra-CPFm na modulacao de estados emocionais aversivos. Nesse sentido, Carlson et al. (1993)
descreveram que o estresse inescapavel (i.e. choque nas patas num protocolo de desamparo
aprendido) provoca aumento de dopamina no CPFmD, através de sua conexdo com nucleo
accumbens (via mesocorticolimbica). A producdo de dopamina depende do estimulo estressor
(COVINGTON Il1 et al., 2005), sendo que a diminuicdo da atividade da via dopaminérgica de
recompensa dificulta ao organismo lidar com estressores (LEE et al., 2015). Se assim, é possivel
qgue a perda da capacidade de lidar com o estresse, observada nos animais com CPFmE
inativado, esteja correlacionada com a diminuicdo da neurotransmissdo dopaminérgica nessa
estrutura. A alteracdo nos sistemas de neurotransmissao é plausivel, ja que o efeito do CoCl; é
temporario, cerca de 30-60 minutos (LOMBER, 1999) e os efeitos ansiogénico da inativacédo
do CPFmE permaneceram por mais tempo (2, 5 e 10 dias) nos animais derrotados.

Além disso, é relevante destacar que numa situacdo de estresse, ndo ha participacéo
apenas do CPFm, mas também de outras estruturas relacionadas a ansiedade que se conectam
a ele (CERQUEIRA et al., 2008; TOVOTE et al., 2015; GODOQY et al., 2018). Dentre elas,
destacam-se o nucleo leito da estria terminal (NLET) (FARIA et al., 2016), matéria cinzenta
periaquedutal (GUIMARAES et al., 1991), amigdala (SORREGOTTI et al., 2018), hipocampo
ventral (ADHIKARI et al., 2009) e nucleos da rafe (MELONI et al., 2007). Segundo Cerqueira
et al. (2008), enquanto a ativagdo do CPFmD modula positivamente o NLET, levando a
ativacdo do eixo HPA e producdo de glicocorticoides, conferindo a resposta neuroenddcrina ao
estresse; a ativagcdo do CPFmE parece inibir as respostas eliciadas pelo direito em condig¢oes

basais. O controle ténico do esquerdo sobre o direito é prejudicado em situacOes de estresse
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cronico, repercutindo no aumento de respostas relacionadas a ansiedade e depressédo
(CERQUEIRA et al., 2008). Dessa forma, os nossos resultados tentam inferir, elegantemente,
sdo sugestivos de que as respostas do tipo ansiedade provenientes de um protocolo de estresse
agudo repercutam em reac6es de defesas prolongadas em funcéo da relacéo entre hipoatividade
do CPFmE e hiperatividade do CPFmD.
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6 CONCLUSAO

Os resultados do presente estudo séo sugestivos de que a integridade e a relacdo entre
os cortex pre-frontal medial esquerdo e direito sdo fundamentais para que 0 organismo possa
lidar com os eventos aversivos no sentido de se recuperar dos efeitos do EDS, com importante
participacao da neurotransmissdo glutamatérgica, principalmente via receptores NMDA. Novos
estudos s@o necessarios para entender como ocorre essa relacdo e modulacéo das respostas de
ansiedade entre os hemisférios esquerdo e direito do CPFm, e como a neurotransmissao
glutamatérgica, acompanhada de outros neurotransmissores, atua nos efeitos ocasionados pelo

EDS, os quais podem culminar em transtornos relacionados a ansiedade e/ou depress&o.
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