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RESUMO

A liberacdo de Oxido nitrico (NO) no cortex pré-frontal medial direito (CPFmD) produz
ansiogénese. No nucleo intersticial da estria terminal (BNST), uma regido que recebe projecdes
neuronais do CPFm, o NO também provoca ansiedade, um efeito que é bloqueado por injecbes
locais de antagonista de receptor do fator de liberagéo de corticotrofina do tipo 1 (CRFy) ou
antagonista de receptor n-metil-d-aspartato (NMDAr). A ansiedade também pode ser aumentada
pelo estresse de derrota social, e 0 estresse cronico prejudica e facilita, respectivamente, as funcées
do CPF e do BNST na modulacdo de respostas comportamentais desencadeadas por situagdes
aversivas. Este estudo investigou se o (i) estresse de derrota social cronico (EDSC) aumenta a
sinalizagdo de NO no CPFm; (ii) os efeitos ansiogénicos provocados pela injecéo intra-CPFmD de
NOC-9 (um doador de NO) ou pelo EDSC séo prevenidos por injecdes intra-BNST de AP-7 (0,05
nmol) ou CP 376395 (3,0 nmol), respectivamente, antagonistas de NMDAr e CRFi, em
camundongos Swiss-Webster machos expostos ao labirinto em cruz elevado (LCE). Os resultados
mostraram que (a) EDSC aumentou a ansiedade (ou seja, reduziu a exploracdo do brago aberto) e
ativou neurdnios contendo NOSn, medidos pela dupla marcacdo de AFosB (um marcador ndo
especifico estavel da atividade neural) + NOSn, no CPFm direito (mas ndo no esquerdo), (b) NOC-
9 no CPFmD também aumentou a ansiedade e (c) ambos os efeitos provocados pelo EDSC e NOC-
9 foram revertidos por inje¢des de AP-7 ou CP 376395 no BNST. Estes resultados sugerem que 0s
receptores NMDAr e CRF: localizados no BNST desempenham um papel importante na
modulacdo da ansiedade provocada pelo NO no CPFmD, bem como pela derrota social crénica em

camundongos.

Palavras-chave: CPFm e BNST, Oxido Nitrico; Dupla Marcacdo AFosB + NOSn; Receptores
NMDA e CRF1; Camundongos socialmente derrotados; Ansiedade



ABSTRACT

Nitric oxide (NO) release in the right medial prefrontal cortex (RmPFC) produces anxiogenesis. In
the bed nucleus of the stria terminalis (BNST), a region that receives neuronal projections from the
mPFC, NO also provokes anxiety, an effect that is blocked by local injections of corticotrophin-
releasing factor type 1 receptor (CRF1) or n-methyld-aspartate receptor (NMDAr) antagonist.
Anxiety is also enhanced by social defeat stress, and chronic stress impairs and facilitates,
respectively, PFC and BNST roles in modulating behavioral responses to aversive situations. This
study investigated whether the (i) chronic social defeat stress (CSDS) increases NO signaling in
the mPFC; (ii) anxiogenic effects provoked by intra-RmPFC injection of NOC-9 (an NO donor) or
by CSDS are prevented by intra-BNST injections of AP-7 (0.05 nmol) or CP 376395 (3.0 nmol),
respectively, NMDAr and CRF1 antagonists, in male Swiss-Webster mice exposed to the elevated
plus-maze (EPM). Results showed that (a) CSDS increased anxiety (i.e. reduced open-arm
exploration) and repeatedly activated NOSn containing neurons, measured by AFosB (a stable
nonspecific marker of neural activity) + NOSn double-labeling, in the right (but not left) mPFC,
(b) NOC-9 in the RmPFC also increased anxiety and (c) both CSDS and NOC-9 effects were
reversed by injections of AP-7 or CP 376395 into the BNST. These results suggest that NMDA
and CRF1 receptors located in BNST play an important role in the modulation of anxiety provoked
by NO in the RmPFC as well as by chronic social defeat in mice.

Key-words: mPFC and BNST, Nitric Oxide; AFosB + NOSn double-labeling; NMDA and CRF1

receptors; Socially defeated mice; Anxiety
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1. INTRODUCAO
1.1 Medo e Ansiedade

O medo e a ansiedade sdo emocdes consideradas parte do repertério de defesa exibidas pelos
animais frente a diversos estimulos aversivos. Sdo emocdes correlacionadas, qualificadas
subjetivamente como ndo prazerosas e desagradaveis, acompanhadas por um conjunto de
alteracbes comportamentais, fisiologicas e cognitivo-subjetivas (GRAEFF, 1990). Para Schmtt e
Kapczinsk (2004), a ansiedade pode ser apontada como um sentimento responsavel pela
sobrevivéncia da espécie humana e parece ser um consenso que esse estado emocional confere

valor adaptativo entre as diversas espécies.

O estudo sistematico da ansiedade e do medo tomou grande impulso a partir dos trabalhos
originais de Charles Darwin publicados no seu livro The Expression of Emotions in Man and
Animals (1872, Apud ZANGROSSI JR; GRAEFF, 2004). A partir de entdo, a abordagem
evolucionéria proposta por Darwin tem permeado muitas das teorias sobre a funcéo e a importancia
que as emogdes desempenham para as diferentes espécies. Por esta abordagem, o homem, tendo
outros animais como ancestrais, compartilharia com estes, suas emocdes, possibilitando que
comparacg0es entre 0 seu comportamento e o de outros animais fossem tracadas (ZANGROSSI JR;
GRAEFF, 2004). Diversos estudos clinicos conceituaram os transtornos de ansiedade em humanos
como transtornos de defesa (BECK, 1976; DEAKIN; GRAEFF, 1991; KIDMAN, 1989), nos quais
o fundamento do distlrbio é a ativacdo inapropriada de comportamentos defensivos decorrente da
avaliagdo equivocada da fonte de perigo.

Até um determinado nivel a ansiedade pode favorecer o desempenho de tarefas motoras e
cognitivas, mas passa a ser indesejada, ou patoldgica, quando interfere com o comportamento
normal do individuo (ZANGROSSI JR; GRAEFF, 2004). A patologia € definida a partir do
momento em que o sofrimento provocado pela ansiedade trouxer prejuizo a pessoa, em funcéao de
comportamentos de fuga e esquiva de situacGes importantes da vida social e profissional do
individuo (ANDRADE; GORENSTEIN, 1998). Nesse caso, as rea¢Ges manifestadas sdo
denominadas Transtornos de Ansiedade e s@o consequéncias de disfuncdes nos sistemas

encefalicos que modulam as reacbes de defesa (BRAGA, 2010). Do ponto de vista
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comportamental, j& € bem estabelecido que os animais sdo capazes de apresentar diversas reacdes
de defesa em resposta a ameagas externas, por exemplo, quando hé exposi¢do a um predador ou
um agressor coespecifico (AYERS et al., 2013; BULOS; POBBE; ZANGROSSI, 2015;
EDMUNDS, 1974; MASINI; SAUER; CAMPEAU, 2005). Em mamiferos, como roedores, tais
comportamentos classicamente compreendem congelamento (freezing), fuga, ataques defensivos e
até mesmo simulacdo de morte (imobilidade tbnica) (AYERS et al., 2013; BLANCHARD;
GRIEBEL; BLANCHARD, 2003) , sendo que tais respostas sao dependentes tanto da iminéncia
da ameaca (RATNER, 1967) quanto da oportunidade de fuga (BLANCHARD et al., 1990).

1.2 Estresse e Derrota Social

O conceito de estresse surgiu na literatura médica no inicio do século 20, com os trabalhos do
pesquisador Hans Selye. A partir dos trabalhos de Selye, o estresse foi definido como uma resposta
ndo especifica de um corpo a qualquer demanda, sendo, por sua vez, denominado estressor aquele
que produz estresse (MONROE, 2000). Diferentes estudos tém relacionado a producdo dos
transtornos de ansiedade com o estresse (BECK, 1976; GOLD; CHROUSQS, 2002; LLOYD;
NEMEROFF, 2011; PALAZIDOU, 2012) e, segundo Mcewen, (2000), o estresse pode ser definido
como uma ameaga real ou potencial para a integridade psicoldgica ou fisioldgica de um individuo
e que resulta em respostas fisioldgicas e/ou comportamentais. Assim, diversos estudos estabelecem
uma relacao entre essas respostas e a expressao de comportamentos relacionados a ansiedade. Neste
sentido, além da importancia do nivel de estresse basal na expressdo de tais comportamentos, tem
sido sugerido que a exposi¢do cronica ao estresse de naturezas diversas repercute no aparecimento
de distarbios neuropsiquiatricos (DE KLOET; JOELS; HOLSBOER, 2005). Por exemplo, roedores
submetidos ao estresse cronico apresentam reacdes defensivas potencializadas frente a estimulos
aversivos. Estressores muitas vezes geram essas respostas comportamentais, as quais visam
restaurar a homeostase interna. No entanto, diante de estressores incontrolaveis, prolongados ou
especialmente graves, podem ocorrer varias consequéncias negativas para a saude, incluindo
depressao maior, transtorno do panico, e transtorno de estresse pos-traumatico (PTSD) (ABELSON
etal., 2007; HEIM et al., 2008; MEEWISSE et al., 2007). O estresse também tem sido relacionado
ao abuso de drogas e esquizofrenia (BELUJON; GRACE, 2011; FALLOON et al., 1996;
GOEDERS, 2003; GOEL; BALE, 2009).
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Todos os avancos sobre os efeitos fisioldgicos e psicoldgicos do estresse, bem como sobre 0s
substratos neurobioldgicos envolvidos nestes processos s6 foram possiveis com o desenvolvimento
de modelos animais capazes de avaliar as mudancas induzidas pela exposi¢do aguda ou cronica a
estressores (por ex. predadores, choques, restricdo de movimento). As diferencas principais entre
estes modelos se relacionam com a duragdo (aguda ou cronica) e natureza do estressor (fisico ou
psicossocial) (CAMPOS et al., 2013b) .

Dentre os varios modelos animais de estresse utilizados, destaca-se o0 modelo de derrota social
por suas caracteristicas mais etoldgicas. Este modelo consiste num conflito entre coespecificos, no
qual um animal dominante residente ataca um intruso, resultando na exibicdo de diversos
comportamentos defensivos no animal agredido. A derrota social observada em conflitos entre
camundongos se caracteriza pela exibicdo da postura de submissao (por ex. postura de levantar
defensivo) do animal atacado (MICZEK; THOMPSON; SHUSTER, 1982). Primeiramente
descrito por Yen et al. (1959), esse procedimento tornou-se amplamente utilizado para o estudo da
neurobiologia da agressdo (para uma revisdo ver MICZEK et al., 1994; SIEGFRIED;
FRISCHKNECHT; NUNES DE SOUZA, 1990) e das consequéncias do estresse cronico sobre
varios parametros comportamentais, fisiologicos, farmacologicos e moleculares (por ex.
BROUILLARD etal., 2019; COLYN et al., 2019; KRISHNAN et al., 2007; ZELENA et al., 1999).
Devido as alteracGes comportamentais, enddcrinas e fisioldgicas observadas na derrota social, tem-
se proposto este modelo como sendo valido para o estudo de desordens comportamentais, tais como
depressdo, abuso de drogas e ansiedade social (BJORKQVIST, 2001; FERRER-PEREZ et al.,
2019; JIANG et al., 2019; KEENEY; HOGG, 1999; LAVIOLA et al., 1999; STEIN; BOUWER,
1997). Corroborando esses achados, existem evidéncias que mostram ser a exposi¢do a episodios
de estresse social indutora de ansiedade em animais expostos ao labirinto em cruz elevado (LCE)
e outros modelos animais de ansiedade (CALFA; VOLOSIN; MOLINA, 2006; KINSEY et al.,
2007; PULLIAM et al., 2010; WATT et al., 2009).

As alteracbes comportamentais, enddcrinas e fisiologicas sdo um reflexo do equilibrio
dindmico (homeostase) ameacado por um estressor. Como resultado, 0 comportamento é dirigido
no sentido de avaliar o potencial desestabilizador desse estressor. Se o0 evento ndo corresponde a
alguma representacdo cognitiva com base na experiéncia subjetiva anterior do individuo, ha um
aumento na excitacdo, estado de alerta, vigilancia, atencdo focada e processamento cognitivo.
(SELYE; 1936 apud MICZEK; YAP; COVINGTON, 2008). A interface entre a informagéo
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sensorial recebida e o processo de avaliacdo é formada por estruturas do sistema limbico, que
incluem o hipocampo, a amidala e o cdrtex pré-frontal (DE KLOET; JOELS; HOLSBOER, 2005;
DE OLIVEIRA et al., 2000).

Diversas espécies de animais, incluindo os seres humanos, vivem em ambientes sociais
altamente complexos e com hierarquias bem estabelecidas. Dentro desse contexto, 0s membros de
um grupo social apresentam diferentes tipos de interagdes entre si; enquanto alguns individuos sao
menos expostos a interacdes agressivas, outros enfrentam niveis altos e persistentes de agressao, a
qual representa uma fonte intensa de estresse social (MARTINEZ; PHILLIPS; HERBERT, 1998).

Animais submetidos a interagdes agressivas com coespecificos e que se reconhecem submissos
apresentam vérias alteragdes fisioldgicas e comportamentais (MARTINEZ; PHILLIPS;
HERBERT, 1998). Dentre as alteracGes fisioldgicas, destacam-se (a) a ativacdo de sistemas
neuroendocrinos como eixo hipotalamo — pituitaria — adrenal (eixo HPA) e eixo hipotalamo —
pituitaria — gbnadas (eixo HPG) (COVINGTON; MICZEK, 2005; FUCHS; FLUGGE, 2002;
HERBERT, 1987; NORMAN et al., 2015), as quais causam, respectivamente, elevacao de niveis
plasmaticos dos horménios adrenocorticotrofina (ACTH), cortisol, corticosterona, f-endorfina e
reducdo de hormonios andrégenos (BLANCHARD et al., 1995; CARNEVALI et al., 2017;
HUHMAN et al., 1990; KOCH et al., 2016; RAAB et al., 2004); (b) aumento da frequéncia
cardiaca e da pressdo arterial, alteracBes do ritmo circadiano da frequéncia cardiaca e da
temperatura corporea (FINNELL et al., 2017; MORAIS-SILVA et al., 2019; TORNATZKY;
MICZEK, 1993); (c) prejuizo na funcdo imunoldgica e reducdo da resisténcia dos individuos a
doencas (AMBREE et al., 2019; BEDEN; BRAIN, 1982; FLESHNER et al., 1989; HARDY et al.,
1990; NIE et al., 2018). A derrota social também apresenta consequéncias sobre o comportamento
dos animais, tais como: reducdo do comportamento de exploragdo no paradigma de campo aberto
(JAISINGHANI; ROSENKRANZ, 2015; KUDRYAVTSEVA; BAKSHTANOVSKAYA,;
KORYAKINA, 1991; RAAB et al., 2004); inibicdo do comportamento agressivo e sexual, aumento
do comportamento de submissdo (AHNAOU; DRINKENBURG, 2016; ALBONETTI;
FARABOLLINI, 1994, BLANCHARD et al, 1993, 1995, KUDRYAVTSEVA,
BAKSHTANOVSKAYA; KORYAKINA, 1991; VAN DE POLL et al., 1982; YOSHIMURA;
KIMURA, 1991); aumento dos comportamentos defensivos, incluindo congelamento e avaliagdo
de risco (AHNAOU; DRINKENBURG, 2016; BLANCHARD et al., 1993, 1995; DAVIES et al.,

2016) e além disso, tem sido sugerido que situacGes de estresse agudo e crénico sdo capazes de
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aumentar a ansiedade em animais expostos ao labirinto em cruz elevado (LCE, um teste animal de
ansiedade amplamente utilizado; por exemplo, CAROBREZ; BERTOGLIO, 2005; LISTER, 1987)
(DAVIES et al., 2016; RODGERS; COLE, 1993, 1994; VENZALA et al., 2012).

O estresse social, principalmente sob a forma de conflito entre individuos, € uma das formas
mais intrusivas de estresse vivenciadas por muitas espécies de animais. A derrota social € um
modelo animal Unico e valioso para investigar a neurobiologia do comportamento defensivo
(DAVIES et al., 2016; JASNOW; DAVIS; HUHMAN, 2004). Além disso, a exposicao prolongada
a subordinacao social esta relacionada com sinais fisiologicos do estresse (MAKINSON et al.,
2015).

Os animais exibem uma série de fenotipos caracteristicos, quando submetidos aos modelos
animais de estresse crénico como, por exemplo, corticosterona basal elevada, hipertrofia adrenal,
involucdo do timo e diminuicdo do peso corpéreo (AHNAOU; DRINKENBURG, 2016; MARTI
etal., 1994; OTTENWELLER et al., 1989, 1992). O estresse cronico leva a ativagdo do eixo HPA
que culmina numa diminuicdo da responsividade desse eixo. Este tipo de estresse leva a um
aumento dos niveis basais de ACTH e/ou secrecdo de corticosterona bem como da expressdo de
RNAmM de CRF e da vasopressina (AVP) no nucleo paraventricular do hipotdlamo (HAUGER et
al., 1988; HERMAN; ADAMS; PREWITT, 1995; KISS; AGUILERA, 1993; ULRICH-LAI et al.,
2006). Elucidar os efeitos em longo prazo do estresse cronico sobre a neuroplasticidade em regides
encefélicas criticas envolvidas na regulacdo do eixo (HPA) é de suma importancia e pode ter

amplas implicacdes para o tratamento de perturbacdes afetivas (CONRAD et al., 2011).
1.3 Substratos neurais envolvidos nos sistemas encefalicos de defesa

O ndcleo intersticial da estria terminal (do inglés: bed nucleus of stria terminalis, BNST) é
uma estrutura limbica do prosencéfalo basal, pertencente a amidala estendida (ALHEID; HEIMER,
1988; DE OLMOS; HEIMER, 1999). E uma regi&o de retransmissdo critica para a integracdo de
respostas do cérebro ao estresse e ansiedade (KASH, 2012; WALKER; DAVIS, 2008). E uma area
encefélica com papel na modulacdo de estados emocionais, haja vista o envolvimento de
neurotransmissores nesta estrutura na mediacdo de respostas comportamentais, autonémicas e
enddcrinas frente ao estresse, medo e ansiedade (ALHEID, 2003; BARRETTO-DE-SOUZA et al.,
2018; DAVIS, 1998; DUNN, 1987; FARIA et al., 2016; GARCIA-GARCIA et al., 2017;
HEIMER, 2003; MOR; SAPHIER; FELDMAN, 1987; SAHUQUE et al., 2006; SCHMIDT et al.,
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2018; SCHULKIN; MORGAN; ROSEN, 2005). Neste sentido, foi demonstrado que a estimulagéo
elétrica do BNST em ratos promove altera¢cGes comportamentais e enddcrinas similares aquelas
evocadas pelo estresse (CASADA; DAFNY, 1991; DUNN, 1987), enquanto a inativacao
farmacoldgica deste nucleo diminui a expressédo de respostas condicionadas ou incondicionadas a
estimulos aversivos, denotando a funcdo desta area também nas respostas inatas (SAHUQUE et
al., 2006). Tem sido sugerido que 0 BNST responde a sinais mais semelhantes a ansiedade do que
aos de medo (HAMMACK et al., 2004; LEE et al., 2008; WALKER; TOUFEXIS; DAVIS, 2003).
Ainda, Davis e colaboradores (2010) tém mostrado que o BNST esta implicado na modulagéo de
comportamentos do tipo ansiedade de longa duragéo e sustentada. Segundo Walker e colaboradores
(2003), o BNST participa de um sistema de resposta lenta (ansiedade), que uma vez ativado
continua a influenciar o comportamento mesmo apés o estimulo inicial ter cessado.

Esta estrutura do prosencéfalo é caracterizada pelas suas muitas liga¢Ges reciprocas com outras
areas limbicas bem como com os ndcleos do tronco encefalico (ALHEID; HEIMER, 1988; DE
OLMOS; ALHEID; BELTRAMINO, 1985; GRAY; MAGNUSON, 1987; KASH, 2012;
MAKINO; GOLD; SCHULKIN, 1994; MOGA; SAPER; GRAY, 1989). E um sitio priméario para
retransmissdo para 0 PVN (CULLINAN; HERMAN; WATSON, 1993; DONG; SWANSON,
2004, 2006; DONG; PETROVICH; SWANSON, 2001; SAWCHENKO; SWANSON, 1983). O
BNST ¢é considerado um local de convergéncia de informacdo a partir de regides do cérebro
associadas com o controle emocional, cognitivo, comportamental e resposta autondmica,
relacionadas ao estresse e a estimulos nocivos (CIRIELLO; JANSSEN, 1993; DONG,;
PETROVICH; SWANSON, 2001; KASH, 2012). O BNST controla respostas agudas e cronicas
ao estresse (CHOI et al., 2006, 2008a, 2008b; RADLEY; GOSSELINK; SAWCHENKO, 2009).
A ansiedade é alterada ap0s 0 estresse cronico e estd associada com mudancas estruturais e
funcionais do BNST (JANKORD; HERMAN, 2008; PEGO et al., 2008; SOUSA; CERQUEIRA;
ALMEIDA, 2008). O volume e a arborizacdo dendritica do BNST aumentam ap0s estresse crénico,
o que pode facilitar ainda mais a ansiedade ap0s este tipo de estresse (PEGO et al., 2008; VYAS;
BERNAL; CHATTARIJI, 2003). Estudos de tracejamento tém mostrado que o BNST recebe
projecOes de areas corticais como as infra-limbica e pré-limbica do cortex pré-frontal medial
(CHIBA; KAYAHARA; NAKANO, 2001; HURLEY etal., 1991; KASH, 2012; VERTES, 2004),

que podem ser importantes para respostas de estresse, medo e ansiedade.
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O Cortex Pré-frontal medial (CPFm) é uma estrutura prosencefalica e limbica, que pode ser
subdividida em cingulados (Cg) 1 e 2, pré-limbico (PrL) e infra-limbico (IL) (PAXINOS;
FRANKLIN, 2001). Estudos em pacientes com lesdo no CPF mostraram que esta regido esta
relacionada com memoria de trabalho, tomada de decisdo, planejamento e flexibilidade de
comportamento, bem como com interagdes sociais e processamento emocional (Damasio, 2000,
apud CERQUEIRA; ALMEIDA; SOUSA, 2008). Essa regido se comunica com o hipotdlamo, o
qual medeia vias homeostaticas intrinsecas, como fome e sede, e coordena os sistemas autbnomo
e enddcrino (SAPER, 2000 apud EUSTON; GRUBER; MCNAUGHTON, 2012). Outra conexao
é com a matéria cinzenta periaquedutal (MCP), regido envolvida com a modulacdo da agresséo,
comportamento defensivo e dor (NELSON; TRAINOR, 2007, apud EUSTON; GRUBER;
MCNAUGHTON, 2012; SEWARDS; SEWARDS, 2002). Além dessas, 0 CPFm tem diferentes
conexdes com o0s sistemas neuromodulatérios, incluindo os nucleos da rafe, area tegumentar ventral
e locus coeruleus, os quais desempenham papel importante nas respostas adaptativas a eventos
estressantes e na via da recompensa (ITOl; SUGIMOTO, 2010 apud EUSTON; GRUBER;
MCNAUGHTON, 2012; ITOI; SUGIMOTO, 2010; MAIER; WATKINS, 2005). Ou seja, 0 CPFm
tem acesso a informacdes sobre estimulos motivacionais, incluindo dor e recompensa, bem como
controle sobre atividades autondmica e esquelética.

O CPFm esta envolvido no controle da resposta comportamental e neuroenddcrina ao estresse
cronico (HERMAN et al., 2003; JAFERI; BHATNAGAR, 2007). No entanto, varios estudos
apontam para uma diferenca entre os papéis dos dois hemisférios: o hemisfério esquerdo parece
exercer um papel inibit6rio sobre respostas emocionais relacionadas ao estresse, e tais respostas
seriam dependentes do hemisfério direito (CPFm D) (DENERBERG, 1983 apud CERQUEIRA;
ALMEIDA; SOUSA, 2008; DENENBERG, 1983; SULLIVAN, 2004). Essas observacfes do
dominio do hemisférico sdo consistentes com os resultados de Sullivan and Gratton, (1999, 2002),
0s quais relataram que as agdes reguladoras do CPFm parecem se originar de dentro do hemisfério
direito, pois resultados de lesdes bilaterais foram fielmente reproduzidas por lesdes unilaterais do
CPFm direito, mas ndo do CPFm esquerdo. No que diz respeito a estudos envolvendo investigacao
de neurogliogénese, Czéh e colaboradores (2007) demonstraram que o CPFm possui assimetria
intrinseca, com maior proliferacdo e sobrevivéncia das células gliais no CPFm esquerdo. Tal
lateraliza¢do pode refletir uma assimetria funcional, indicando um “dominio” dessa regido em

situagdes basais. Neste mesmo estudo, foi demonstrado que o estresse de derrota social cronico
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causa uma reversao na assimetria, com maior proliferacdo e sobrevivéncia de células no CPFm
direito, o que pode refletir a hiperativacdo dessa &rea durante o estresse cronico. Tais resultados
sdo apoiados por estudos post mortem, os quais revelaram que os nimeros de neurénios e células
da glia sdo afetados em pacientes que tiveram transtornos do humor (CZEH et al., 2008;
RAJKOWSKA et al., 2007; RAJKOWSKA; MIGUEL-HIDALGO, 2007). Além disso, alteragdes
no hipocampo induzidas pelo estresse diminuem algumas func¢bes do CPF (CERQUEIRA et al.,
2007) permitindo que amidala/BNST (responsaveis por coordenar respostas emocionais a
estimulos) assumam uma funcdo dominante. Contudo, conforme demonstrado por Johnstone e
colaboradores (2007), em situacdes basais, 0 CPFm Esquerdo esta seletivamente envolvido na
regulacdo (downregulation) de emogdes negativas, e sua ativacdo tem alta correlagdo com a
diminuicdo da atividade da amidala.

Neste sentido, resultados preliminares do nosso laboratério apontam para a lateralizacéo
funcional do CPFm em camundongos expostos ao labirinto em cruz elevado. Enquanto a facilitacéo
nitrérgica (com farmaco doador de NO) do hemisfério esquerdo (CPFm E) ou bilateral ndo altera
a ansiedade, o0 mesmo composto produz efeito ansiogénico quando injetado no CPFm D. Além
disso, a inativacdo com cloreto de cobalto (CoCl;) do CPFm E e D aumenta e reduz,
respectivamente, os comportamentos defensivos (COSTA et al., 2016). Sendo assim, e
considerando 1) que a exposi¢cdo aguda a diferentes estressores (ex. derrota social; estresse de
contencdo) ndo induz alteragcbes no comportamento defensivo de camundongos quando expostos
ao labirinto em cruz elevado 24h apds o estresse (COSTA et al., 2016), 2) que a exposicao cronica
ao estresse de naturezas diversas repercute na precipitacdo de distdrbios neuropsiquiatricos, como
transtornos de ansiedade (DE KLOET; JOELS; HOLSBOER, 2005), e 3) que a diminuicéo
volumeétrica do CPFm Esquerdo e consequente reducdo funcional desta area pode estar relacionada
com disfuncdo comportamental e aparecimento de transtornos de ansiedade (CERQUEIRA;
ALMEIDA; SOUSA, 2008; DAVIDSON, 1998; JOHNSTONE et al., 2007), uma das hipGteses
levantadas no presente estudo é que os efeitos do estresse cronico (isto é, perda do dominio do
hemisfério esquerdo e hiperativacdo do hemisfério direito) podem ser mimetizados pela ativacao
aguda do CPFm direito, culminando no aparecimento de comportamento ansioso em animais
expostos a um teste de ansiedade.

O controle do CPFm sobre o eixo HPA é prejudicado quando os animais séo submetidos ao
estresse cronico. Sullivan and Gratton (1999) relataram um pico de corticosterona apds quatro
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semanas de estresse de restricdo, um efeito que se acentuou quando o CPFm foi lesado, sendo suas
funcdes complementadas pela amidala e BNST (CULLINAN et al., 1995; FIGUEIREDO et al.,
2003; SULLIVAN; GRATTON, 1999). Corroborando esses resultados, Cerqueira e colaboradores
(2007) mostraram que o estresse causa mudancas no hipocampo o gque leva a um prejuizo em
algumas fungdes do CPF, permitindo entdo que a amidala/BNST assumam uma funcéo dominante.
Sabe-se que o cortex infra-limbico projeta extensivamente para 0 BNST (HURLEY et al., 1991,
SESACK et al., 1989; TAKAGISHI; CHIBA, 1991) e que o cortex pré-frontal medial e ventral
envia projecoes as subdivisdes antero-medial do BNST (CANTERAS; SIMERLY; SWANSON,
1995; CRANE; BULLER; DAY, 2003; CULLINAN; HERMAN; WATSON, 1993). O CPF tem
inervagOes limitadas e ndo diretas ao PVN (CULLINAN; HERMAN; WATSON, 1993; GRAY;
CARNEY; MAGNUSON, 1989; PREWITT; HERMAN, 1998). Estudos de tracejamento tém
mostrado que o BNST recebe projecdes do cortex pré-frontal que podem ser importantes para
respostas de medo, ansiedade e estresse (CHIBA; KAYAHARA; NAKANO, 2001; HURLEY et
al., 1991; TAKAGISHI; CHIBA, 1991; VERTES, 2004) e que também €é um sitio priméario de
retransmissdo para o0 PVN (DONG; SWANSON, 2004, 2006). Sendo assim, outra hipdtese
levantada no presente estudo € que os efeitos do estresse cronico de derrota social (o qual tem o
potencial de levar a perda do dominio do CPFm esquerdo e hiperativacdo do hemisfério direito)
ative o BNST, que, por sua vez, modulard os comportamentos defensivos de animais expostos a
um teste de ansiedade (LCE). Assim, considerando que a ativagdo nitrérgica do CPFm Direito
resulta em ansiogénese tal como o faz a derrota social crénica, nossa hipétese indica que ambas as
condic¢des possam compartilhar mecanismos subjacentes. Se assim, 0 estresse cronico poderia ser
mimetizado pela ativacdo nitrérgica aguda do CPFm direito (por exemplo, com injecdo local de

um doador de 6xido nitrico), culminando na ansiogénese em animais expostos ao LCE.

1.4 Neurotransmissdo: glutamato, 6xido nitrico (NO) e fator de liberacdo de
corticotrofina (CRF)

Mudangas comportamentais sdo acompanhadas de alteragdes moleculares e estruturais nas
quais o envolvimento do glutamato, aminas biogénicas (por ex., dopamina, noradrenalina e
serotonina) e CRF ja foi demonstrado (revisdo, ver DE KLOET; JOELS; HOLSBOER, 2005). O
estudo do envolvimento de neurotransmissores nas reacdes de defesa evidenciou um papel pro-

aversivo dos aminoacidos excitatorios, dentre os quais, o principal é o glutamato, bem como o
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neuropeptideo fator de liberacdo de corticotrofina (CRF - do inglés “corticotropin-releasing
factor”) (BALDWIN et al., 1991; FARIA et al., 2016; GARTHWAITE; CHARLES; CHESS-
WILLIAMS, 1988; MARTINS; MARRAS; GUIMARAES, 1997; MIGUEL; GOMES; NUNES-
DE-SOUZA, 2014; SAHUQUE et al., 2006). Outro importante composto com ac¢des excitatdrias
em algumas estruturas € o 6xido nitrico (NO), um neurotransmissor atipico devido as suas
caracteristicas fisico-quimicas particulares, constituindo-se um gas altamente difusivel e lipofilico
(GALLY etal., 1990). O NO é produzido sob acdo de uma enzima, a NOS (6xido nitrico sintetase),
através de uma reacdo entre o oxigénio molecular e L-arginina (desaminacdo oxidativa de seu
grupo guanidina), tendo como cofator a molécula de fosfato reduzido de nicotinamida adenina
dinucleotideo (NADPH - LOHSE; FORSTERMANN; SCHMIDT, 1998; MAYER et al., 1991),
produzindo, além de NO, uma molécula de L-citrulina (bastante utilizada como método indireto de
investigacdo da producdo de NO). Existem trés isoformas (isdmeros) da NOS: a NOS | ou NOSn,
presente nos neurdnios, a NOS Il ou NOSI, induzida, alguns a chamam de imunolégica, presente
nos macrofagos, neutrofilos e outras células que atuam na resposta a estimulos patologicos (defesa
do organismo) e a NOS Ill ou NOSe, presente nas células endoteliais (BECKMAN, 1991;
DALKARA et al., 1994; DINERMAN et al., 1994; GARTHWAITE; BOULTON, 1995;
KOPROWSKI et al., 1993; MURPHY et al.,, 1993). Tanto a NOSn quanto a NOSe sao
constitutivamente expressas e brevemente ativadas pelo aumento do célcio intracelular, enquanto
a NOSi requer a sintese de proteinas antes que a enzima seja expressa. Uma vez expressa, a NOSi
produz grandes quantidades de NO durante periodos prolongados que podem resultar em danos
neuronais (CHAO et al., 1992; GALEA; FEINSTEIN; REIS, 1992).

Tem sido demonstrado o papel pré-aversivo do NO, que também pode facilitar a liberacdo de
neurotransmissores como o glutamato e o CRF (LEE; KIM; RIVIER, 1999; PRAST; PHILIPPU,
2001; RABER; KOOB; BLOOM, 1995). Na matéria cinzenta periaquedutal (MCP), a inibicao da
NOSn bloqueou completamente os efeitos aversivos produzidos pela injecdo de NMDA, sugerindo
0 papel do NO nas reacOes de defesa (MIGUEL; NUNES-DE-SOUZA, 2006). No BNST, atraves
da injecdo de um doador de NO (NOC-9), o NO demonstrou um efeito ansiogénico, provocando
freezing e aumentando os indices de ansiedade de camundongos expostos ao LCE (FARIA et al.,
2016). Além disso, a ativacdo nitrérgica do CPFm direito (mas ndo da sua por¢do esquerda ou
bilateralmente) provoca a ansiogénese em camundongos expostos ao LCE (COSTA et al., 2016).
Ainda, descobertas anteriores sugerem que a integridade funcional do CPFm (particularmente sua
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porcdo hemisférica esquerda) também contribui para a capacidade de os camundongos lidarem com
os efeitos ansiogénicos induzidos pela derrota social (COSTA et al., 2016).

Com relacdo ao glutamato, sabe-se que é o principal aminoacido excitatorio e ubiquo no
Sistema Nervoso Central; ele ativa receptores ionotropicos do tipo NMDA (N-metil-D-Aspartato),
AMPA e CAINATO (HERESCO-LEVY, 2003; HUNTLEY; VICKERS; MORRISON, 1994;
OZAWA; KAMIYA; TSUZUKI, 1998; SEEBURG, 1993) e também receptores metabotrdopicos
(acoplados a proteina G). Seus receptores sdo amplamente distribuidos no SNC e diversos estudos
demonstram a presenca e participacdo de receptores do tipo NMDA em estruturas relacionadas
com respostas de medo e ansiedade como a MCP, BNST e o CPFm (FARIA et al., 2016; MIGUEL,
NUNES-DE-SOUZA, 2008; REN et al., 2019). Os receptores NMDA quando ativados promovem
um influxo celular de célcio, o que desencadeia uma cascata de eventos celulares incluindo ativacédo
da NOS, culminando na producdo de NO, como descrito acima (GARTHWAITE et al., 1989;
HERESCO-LEVY, 2003; MAYER et al., 1991).

Além das evidéncias que apontam para o envolvimento da transmissao glutamatérgica sobre a
liberacdo de NO, outros estudos indicam ser o NO um mensageiro retrogrado (difunde-se da célula
poOs-sindptica para a pré-sindptica) o qual provoca retro-alimentacdo positiva na liberacdo de
glutamato, através de um mecanismo dependente de GMPc (NOWICKY; BINDMAN, 1993).
Além de sua acdo sobre o glutamato, 0 NO parece estar também envolvido direta ou indiretamente
na liberacdo de outros neurotransmissores, como o GABA (&cido gama-amino-butirico),
acetilcolina, serotonina, noradrenalina, dopamina, neuropeptideos, histamina e purinas. Porém, seu

papel em muitos casos € dual e depende de sua concentracdo (PRAST; PHILIPPU, 2001).

Com relacdo a interacdo NO/Glutamato, Miguel e Nunes-de-Souza (2006) observaram que
os efeitos comportamentais como saltos, corrida e congelamento e antinociceptivo, provocados
pela injecdo intra-MCP de NMDA (agonista de receptores de mesmo nome) foram completamente
bloqueados pela injecdo do inibidor especifico da enzima NOS neuronal, o NPLA (Nw-propil-L-
arginina), no mesmo sitio. Ainda neste contexto, inje¢des intra-MCPd de AP-7 e NBQX,
antagonistas de receptores glutamatérgicos NMDA e AMPA/Cainato, respectivamente, inibiram a
resposta de fuga eliciada pelo SIN-1, um doador de NO (MOREIRA; MOLCHANOV;
GUIMARAES, 2004). Estudos do nosso laboratério mostraram que injecdes intra-BNST de AP-7
inibiram comportamentos ansiosos eliciados pelo doador de NO, 0 NOC-9, no LCE (FARIA et al.,

2016). Tomadas em conjunto, tais evidéncias sdo sugestivas de que o NO pode interferir na
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modulacdo de respostas defensivas tanto na MCPd quanto no BNST, sendo possivel que esteja
envolvido na modulagdo do medo/ansiedade desencadeado pela ativagdo de receptores NMDA

nesses nucleos.

Além do glutamato, outro composto, o fator de liberacéo de corticotrofina (CRF —do inglés
“corticotropin-releasing factor’), tem despertado interesse em diversos grupos de pesquisa devido
ao seu comprovado envolvimento na excitabilidade neuronal. O CRF é um peptideo com 41
aminoéacidos produzido no hipotalamo, sendo inicialmente conhecido por sua fungéo na via ou eixo
HPA, estimulando a secrecdo de (ACTH) na hipofise anterior (pituitaria). O ACTH, por sua vez,
estimula a producdo de glicocorticdides no cortex das adrenais (VALE et al., 1981). No entanto,
estudos anatdbmicos utilizando anticorpos para CRF identificaram varios sitios no encéfalo de ratos
que contém altas densidades de neurénios CRFérgicos, incluindo ndcleos amidaloides, hipocampo,
nacleo dorsal da rafe, locus coeruleus (LC), MCP e BNST (BITTENCOURT; SAWCHENKO,
2000; MERCHENTHALER, 1984; SWANSON et al., 1983). Tais evidéncias foram corroboradas
por Van Pett e colaboradores (2000), que identificaram presenca de RNA-m codificadores para
receptores CRF nestas regides, que incluem areas envolvidas no processamento do medo,
ansiedade e de informacdes nociceptivas, caracterizando a importancia do desenvolvimento de

pesquisas sobre o papel do CRF na antinocicepcao induzida por situagfes ameacadoras e aversivas.

Além da sua conhecida acdo no eixo HPA, o CRF também age em diversas areas
encefalicas, como a amidala (CARRASCO; VAN DE KAR, 2003; SHEKHAR et al., 2005), BNST
(BITTENCOURT; SAWCHENKO, 2000), nucleo dorsal da rafe (CARRASCO; VAN DE KAR,
2003), matéria cinzenta periaquedutal (BORELLI; BRANDAO, 2008; MARTINS; MARRAS;
GUIMARAES, 1997; MIGUEL; NUNES-DE-SOUZA, 2011), aumentando respostas ansiogénicas
em varios testes animais. Existem evidéncias de que os receptores para 0 CRF sdo acoplados a
proteina Gs (estimulatoria), que estimula a via do AMPc-PKA, sendo subdivididos em dois
subtipos, 0 CRF1 (CHANG et al.,, 1993; CHEN et al., 1993; VITA et al., 1993) e 0 CRF2
(LOVENBERG et al., 1995; PERRIN et al., 1995). Sabe-se que o CRF intra-cerebroventricular
produz reacdes comportamentais, fisioldgicas e enddcrinas semelhantes ao produzido por estresse
(DUNN; BERRIDGE, 1990). Camundongos nocaute para receptores CRF1 apresentaram reducao
da ansiedade, sugerindo sua participagdo na modulacdo desse estado emocional (SMITH et al.,

1998; TIMPL et al., 1998). Além disso, foi demonstrado que as agdes excitatorias mediadas pela
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estimulagdo dos receptores CRF1 séo bloqueadas por seus antagonistas (BARAM et al., 1997).
Bowers e colaboradores (2003) mostraram que a aplicacdo de CRF na MCP de ratos produziu
aumento significativo na taxa de disparos espontaneos das células estudadas. Esse aumento na
excitabilidade celular foi também observado em outras regifes. Quanto ao subtipo CRF2, seu papel
nos comportamentos eliciados pelo medo/ ansiedade ndo estd claro, existindo trabalhos
contraditorios quanto a sua participacdo (BALE et al., 2000; KISHIMOTO et al., 2000;
TAKAHASHI et al., 2001).

Um conjunto de provas apoia o papel da sinalizacdo CRFérgica no BNST na ansiedade
geral (GAFFORD et al., 2012; SAHUQUE et al., 2006; SINK et al., 2013), ansiedade social (LEE
et al., 2008), em respostas ao sobressalto acustico (SINK et al., 2013; WALKER et al., 2009), na
ansiedade gerada por estresse (HEISLER et al., 2007; TRAN; SCHULKIN; MEERVELD, 2014)
de retencdo da memoria emocional (LIANG; CHEN; CHEN, 2001) e ansiedade durante a retirada
de drogas de abuso (HUANG et al., 2010; QI et al., 2016). Stout e colaboradores (2000) relataram
que o estresse cronico esta associado com niveis extracelulares significativamente elevados de CRF
no BNST. InjecOes sistémicas de antagonista seletivo do receptor de CRF; reduzem o
comportamento de ansiedade no LCE apds a derrota social (GRIEBEL et al., 2002). Trabalhos
anteriores indicam que a derrota social ¢ modulada pelo CRF (COOPER; HUHMAN, 2005).
Evidéncias indicam que o cortex ativa 0 eixo HPA e pode fazé-lo potencialmente através de
receptores glutamatérgicos bem como CRFérgicos via nucleos do BNST modulando
comportamentos defensivos (CHOI et al., 2008a, 2008b; HURLEY et al., 1991; MASSI et al.,
2008; RADLEY et al., 2006).

Ainda, com relacdo a derrota social, pouco se sabe sobre 0os mecanismos neurobiol6gicos
subjacentes as mudancas comportamentais desencadeadas por tais situacdes (JASNOW; DAVIS;
HUHMAN, 2004). No entanto, diversas linhas de evidéncias sugerem que o CRF € um candidato
para modular essas mudangas. Os efeitos fisiologicos e comportamentais da administracdo exdgena
de CRF ou peptideos relacionados sdo semelhantes a exposi¢do a um estressor natural (JONES et
al., 1998; MOREAU; KILPATRICK; JENCK, 1997; SHERMAN; KALIN, 1987). Além disso,
infusdes de antagonistas de CRF blogueiam os efeitos comportamentais da exposi¢ado ao estresse e
ao CRF administrado exogenamente (FENDT; KOCH; SCHNITZLER, 1997; LUNDKVIST etal.,
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1996; MANSBACH; BROOKS; CHEN, 1997; MARTINS; MARRAS; GUIMARAES, 1997;
MENZAGHI et al., 1994).

Juntos, esses achados sdo sugestivos de que os receptores NMDA e CRF; localizados no BNST
desempenham um papel na modulacdo do estresse e da ansiedade e que a liberacdo de NO no
CPFmD e BNST desencadeia respostas ansiogénicas em camundongos expostos ao LCE. Assim,
levantamos a hipdtese de que a ativacdo nitrérgica do CPFmD mimetizaria uma condicdo de
estresse, recrutando ativacao de receptores NMDA e CRF1 no BNST. Para investigar esta hipotese,
avaliamos (i) a dupla marcagao para AFosB e NOSn em neurdnios do CPFm esquerdo e direito em
camundongos cronicamente derrotados; (ii) os efeitos de inje¢des intra-BNST de antagonistas de
receptores NMDA ou CRF: na modulagéo da ansiogénese induzida pela injecdo intra-CPFmD de
um doador de NO (NOC-9) ou pelo estresse cronico de derrota social em camundongos expostos
ao LCE.
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2. OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral:

Este estudo visou investigar o envolvimento de receptores NMDA e CRF do tipo 1 (CRF,)
no BNST na modulacéo da ansiedade induzida pela ativacao nitrérgica do CPFm Direito e pela

derrota social cronica em camundongos submetidos ao LCE.
2.2 Objetivos especificos:

v" Investigar a marcacdo de AFosB e NOSn em neurdnios do CPFm esquerdo e direito em
camundongos cronicamente derrotados (Experimento 1);

v Investigar os efeitos do bloqueio de receptores glutamatérgicos do tipo NMDA e
CRFérgicos do tipo 1 no BNST sobre o efeito ansiogénico do NO no CPFm direito de
camundongos expostos ao LCE (Experimento 2);

v" Investigar os efeitos do bloqueio de receptores NMDA e CRF1 no BNST sobre a ansiedade
induzida pelo estresse de derrota social cronico (10 dias) em camundongos expostos ao
LCE (Experimento 3).
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3. MATERIAL E METODOS
3.1 Etica

Os protocolos experimentais realizados neste estudo foram aprovados pela Comissdo de Etica
no Uso de Animais da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Araraquara (CEUA/FCF/CAr-
UNESP: protocolo nimero 12/2016) e foram conduzidos de acordo com a regulamentacdo do

Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA).
3.2 Sujeitos:

Os sujeitos utilizados foram 245 camundongos Suicos-Webster machos, pesando entre 25-35g
no dia do teste e mais 30 camundongos machos, agressores e da mesma linhagem, pesando entre
40-50g no dia do teste provenientes do biotério central da Universidade Estadual Paulista— UNESP
e 14 camundongos coespecificos ndo agressivos e também Suicos-Webster, pesando entre 25-30g.
Os camundongos foram alojados em grupos de 10 por gaiola (tamanho: 43 x 29 x 16 cm) e 0s
camundongos agressivos foram isolados em gaiolas individuais (28 x 17 x 12 cm). Os animais
foram mantidos em condicGes controladas de temperatura (23 £ 2 °C) e luz (ciclo de 12/12 horas,
luzes acesas as 07:00 a.m.) e tiveram livre acesso ao alimento e agua, exceto durante os curtos
periodos de teste. Todos 0os camundongos nao-agressivos eram naive no inicio dos experimentos e
foram usados apenas uma vez. Os camundongos agressores foram utilizados mais de uma vez, por
meio de um cronograma de rotacdo definido pelo experimentador, a fim de preservar a integridade
dos animais. Os camundongos ndo-agressores foram retirados de um grupo de coespecificos

familiares.
3.3 Escolha de camundongos coespecificos agressivos

Uma vez chegados ao biotério do Laboratorio de Farmacologia (Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas, UNESP), os camundongos foram alojados em grupos de 10 animais por gaiola (43
x 29 x 16 cm). Durante a habituacdo as condigdes locais, um observador treinado identificou os
camundongos dominantes de cada gaiola (definido como o sujeito que exibiu comportamento
agressivo espontaneo contra outros animais na gaiola de origem), isolando-os em uma gaiola

individual (28 x 17 x 12 cm) por pelo menos 4 semanas antes de serem usados COmOo agressores.
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3.4 FArmacos

Os farmacos usados foram o NOC-9 [6-(2-hidroxi-1-metil-2-nitrosohidrazino)-N-metil-1-
hexanamina], um diazeniodiolato (NONOate), doador de NO de liberacéo rapida (Tocris Cookson
Inc., Ballwin, EUA). O NOC-9 se dissocia espontaneamente dependente do pH, num processo de
primeira ordem meia-vida de 1 min e 3 min a 37 °C e 22-25 °C, respectivamente (pH 7,4), para
liberar 2 mol de NO por mole do composto original (HRABIE et al., 1993; KEEFER et al., 1996).
A principal via fisiolégica para a degradacdo do oOxido nitrico atua através do grupo heme
(SEREGELYES et al., 2004). O NO difunde-se muito rapidamente através das membranas até o
limen dos vasos, onde reage com hemoglobina (Hb) formando nitratos e metemoglobina (metHb)
(GUIX et al., 2005). Outros farmacos foram o CP 376395 [cloridrato de N-(1-etilpropil)-3,6-
dimetil-2-(2,4,6-trimetilfenoxi)-4-piridinamina], um antagonista seletivo do receptor CRF1 (Tocris
Cookson Inc., Ballwin, EUA) e AP-7 (acido 2-amino-7-fosfo-heptandico), um antagonista do
receptor de glutamato NMDA. As doses foram baseadas em estudos anteriores (NUNES-DE-
SOUZA et al., 2010; SAHUQUE et al., 2006). O NOC-9 foi dissolvido numa solucdo TRIS, pH
10,00. A razdo para a dissolucdo de NOC-9 em uma solucdo de pH 10,00 teve por base evitar a
formacdo de NO até o farmaco atingir o tecido cerebral, onde seria produzido em pH fisiol6gico
(7,4) (SECCIA et al., 1996). Os outros farmacos foram dissolvidos em soro fisiologico 0,9%.
Assim, enquanto a solu¢do TRIS (veiculo) foi usada como controle para injecfes de NOC-9, a

solucdo salina fisioldgica a 0,9% foi usada como controle para injecGes de AP-7 e CP 376395.
3.5 Cirurgia e microinjecao:

Cada camundongo foi submetido a cirurgia estereotaxica para o implante intracraniano de
canula guia (Insight Equipamentos Cientificos Ltda., Calibre 26) de aco inoxidavel de 7 mm, sob
anestesia com injecdo intraperitoneal de cetamina (100 mg / kg) e xilazina (10 mg / kg). As canulas
guias foram fixadas ao cranio com parafusos e cimento acrilico. As coordenadas estereotaxicas
para o0 BNST foram 0,5 mm anterior ao bregma, + 3,0 mm bilateralmente a linha média e 3,2 mm
ventral a superficie do cranio, com a canula guia em angulo de 32 °. As coordenadas para 0 CPFmD
foram 1,7 mm anterior ao bregma, -0,3 mm lateral a linha média e 2,1 mm ventral a superficie do
cranio (PAXINOS; FRANKLIN, 2001), com a céanula guia na posi¢do vertical +1,0 mm
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dorsalmente ao alvo estrutura. Para evitar problemas com obstrucéo e para reduzir contaminacéo,

foi inserido um estilete (mandril) na canula-guia.

Imediatamente apds a cirurgia, 0s animais receberam injecdo intramuscular de penicilina G
benzatina (Pentabiotico, 56,7mg/kg em volume de 0,1 ml; Fort Dodge, Campinas, SP, Brasil) e
injecdo subcutanea do analgésico anti-inflamatdrio Banamine (0,5 mg/kg de flunixina meglumina
num volume de 0,3 mL). Cinco a sete dias ap0s a cirurgia, diferentes solu¢des foram injetadas
bilateral ou unilateralmente no BNST e CPFm, respectivamente, por meio de unidades de
microinjecdo (canula de aco inoxidavel de 33 gauge; Insight Equipamentos Cientificos Ltd., Brasil)
que se estendiam 1,0 mm além da ponta do canula guia. Cada unidade de microinjec&o foi acoplada
a uma micro-seringa Hamilton de 2 ul via tubo de polietileno (PE-10). O procedimento de
microinjecdo consistiu em moderadamente restringir o animal, removendo a canula ficticia,
inserindo a unidade de injecdo in situ e procedendo com a microinjecdo, deixando a agulha por
mais 30s ap0Os a microinjecao estar completa. O volume do farmaco/veiculo injetado foi de 0,2 pL
unilateral (CPFmD) e bilateralmente (BNST). A confirmagéo de um procedimento de inje¢éo foi

obtida monitorando 0 movimento de uma pequena bolha de ar no tubo PE-10.
3.6 Modelos animais
3.6.1 Labirinto em cruz elevado

A busca pela compreensdo dos transtornos de ansiedade resultou no desenvolvimento de
modelos animais, dentre os quais destaca-se o labirinto em cruz elevado (LCE), um modelo que
se baseia na aversdo natural de roedores a espagos abertos, amplamente utilizado como
ferramenta para estudar comportamentos relacionados a ansiedade (HANDLEY; MITHANI,
1984; LISTER, 1987; PELLOW et al., 1985).

O desenho basico do LCE foi muito semelhante ao originalmente descrito por Lister (1987)
e composto de dois bragos abertos (30 x 5 x 0,25 cm) e dois bragos fechados (30 x 5 x 15 cm)
conectados através de uma plataforma central comum (5 x 5 cm). O aparelho foi construido em
madeira (assoalho) e vidro transparente (paredes transparentes) e o conjunto de bracos elevado

a uma altura de 38,5 cm acima do nivel do chdo por um suporte de madeira.
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Apos a injecdo do farmaco no CPFmD e/ou BNST (para mais detalhes, ver Experimentos
2 e 3 abaixo), cada camundongo foi colocado em uma gaiola (28 x 17 x 12 cm) e,
subsequentemente, transportado para a sala do labirinto. Os testes comecaram colocando o
sujeito na plataforma central do labirinto (de frente para um braco aberto), quando o
experimentador imediatamente se retirava para um laboratdrio adjacente. As sessdes de teste
duraram 5 minutos e, entre cada animal testado, o labirinto foi completamente limpo com 20%
de alcool. Todas as experiéncias foram realizadas sob iluminacdo de 1 x 60 W (ou seja, 50 lux
no assoalho do LCE), durante a fase de luz do ciclo claro-escuro. Todas as sessfes foram
gravadas por uma camera montada verticalmente (JVC “Everio” GZMS110) posicionada a
aproximadamente 1 metro do aparelho, ligada a um monitor e gravador de DVD. Os animais

foram testados em uma ordem contrabalancada para condicdes de tratamento.

Os comportamentos apresentados pelos camundongos durante os testes foram analisados e
quantificados por um observador treinado sem conhecimento prévio das condigdes
experimentais de cada individuo (confiabilidade > 0,90). As analises comportamentais foram
realizadas por meio do software “X-plo-rat 2005”, desenvolvido pelo grupo do Dr. Morato na
Faculdade de Filosofia das Ciéncias e Letras de Ribeirdo Preto, USP (o software pode ser
baixado gratuitamente em http://www.oocities.org/xplorat/). Os parametros comportamentais
incluiram as medidas espaco-temporais convencionais: nimero de entradas nos bracos abertos
(entrada = todas as quatro patas em um braco) e o tempo gasto no braco aberto do labirinto.
Estes dados foram utilizados para calcular a percentagem de entradas nos bracgos abertos ([aberto
/ total] x 100) e a percentagem de tempo gasto no braco aberto do labirinto [por exemplo (tempo
no braco aberto / 300) x 100]. A distancia (em centimetros) movida no braco fechado e na
plataforma central foi usada como uma medida da atividade locomotora geral.

3.6.2 Derrota social cronica

A derrota social consiste num conflito entre coespecificos, no qual um animal dominante
residente - agressor - que exibe comportamento agressivo espontaneo aos demais da gaiola -
vive isolado por, no minimo, 4 semanas, para intensificar o comportamento agressivo
(VALZELLI, 1985) ataca um intruso, que, por sua vez, exibe varios comportamentos

defensivos. Ao causar alteracdes comportamentais, enddcrinas e fisiologicas, o modelo de
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derrota social tem sido proposto para o estudo de distarbios comportamentais [por exemplo,
depress&o, abuso de drogas e ansiedade social (BJORKQVIST, 2001; KEENEY; HOGG, 1999;
LAVIOLA etal., 1999; STEIN; BOUWER, 1997)]. A derrota social é definida pela exibicao da
postura de submissdo [elevacdo do corpo sobre as patas traseiras, patas dianteiras estendidas em
direcdo ao agressor, cabeca retraida e orelhas arqueadas (MICZEK, 1983)] por pelo menos 3
segundos ou por um periodo total maximo de 5 minutos de agressdo, 0 que ocorrer primeiro
(YAP et al., 2006). Apos a interacdo social, 0s animais intrusos voltaram para suas gaiolas, e
esse processo foi repetido por 10 dias (derrota social crénica). No 11° dia, os animais tiveram
seus encéfalos removidos para a quantificagdo de neurdnios positivos para AFosB e NOSn no
CPFm ou receberam injecdo de farmacos intra-BNST e, em seguida, foram individualmente
expostos ao LCE para registro das medidas comportamentais descritas no item 3.6.1 (para

detalhes, ver Experimentos 1 e 3 no item 3.7).
3.7 A proteina AFosB

A AFosB ¢ uma variante truncada via splicing alternativo do gene FosB, que pertence a
familia de genes de ativacdo imediata Fos e sdo classificados como fatores de transcricdo. Quando
uma célula ¢ ativada por diferentes estimulos ocorre a produg¢ao da AFosB e devido a esse motivo,
as proteinas dessa familia sdo largamente empregadas no mapeamento da ativacdo neural
(KOVACS, 1998). A AFosB é uma proteina composta por 237 aminoacidos, com
aproximadamente 26 kD, fortemente estavel devido a sua estrutura bioquimica que ndo possui
dominios de degradacdo em sua por¢do C-terminal. Além disso, também sofre fosforilagcdo por
proteinas quinases no residuo de SeR27 da porcdo N-terminal, que oferece protecdo adicional
contra a degradacdo proteolitica (NESTLER, 2015). Diversos estudos demonstram que FosB e
AFosB sdo produzidas mediante a estimulos repetidos. Enquanto a FosB ¢ rapidamente degradada

apos sua produgdo, a variante AFosB, altamente estavel, se acumula no interior da célula (RUFFLE,
2014).

Nesse sentido, um estudo com ratos Sprague-Dawley submetidos ao estresse agudo de
restricdo tiveram aumento de c-Fos e FosB nas regides do CPF e nlcleo accumbens (Achb),
enquanto a expressdo de AFosB apareceu somente ap0s o estresse cronico de restrigdo,

predominantemente nas regides do CPF, Acb e amigdala basolateral (BLA) (PERROTTI et al.,
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2004). Ainda, segundo Perrotti e colaboradores (2004), seria interessante especular que a inducao
robusta de AFosB dentro do CPFm pelo estresse cronico altera a fungdo cortical pré-frontal de
forma a hiper- (upregulation) ou sub-regular (downregulation) a influéncia da regido sobre o eixo

hipotalamo-pituitaria-adrenais (HPA).
3.8 Delineamento experimental

3.8.1 Experimento 1. Efeitos do estresse cronico de derrota social na dupla marcagao
de AFosB e NOSn em neurdnios da regido dorsal esquerda e direita (PrL + Cgl) do CPFm.

Vinte e quatro horas ap6s a Ultima sessdo do estresse de derrota social cronica de 10 dias (n =
5) ou interagdo ndo agressiva (n = 6) os animais tiveram seus cérebros removidos para
quantifica¢do dos neuronios positivos AFosB e NOSn no CPFm. Para controlar os niveis de linha
de base da expressdo de AFosB e NOSn no CPFm, um grupo naive de camundongos (n = 6), ou
seja, sem qualquer manipulacdo comportamental ou farmacolégica, foi adicionado ao experimento.
Todos os animais foram anestesiados com uretano (2,5 g/kg, por via intraperitoneal) e submetidos
a uma perfusdo transcardiaca com solucdo salina tamponada com fosfato (PBS) 0,01 M durante 2
min, seguido por 4% de paraformaldeido (PFA) durante 8 min. Os cérebros foram removidos e
mantidos em solucdo de sacarose a 30% para crioprotecdo por 48 h. Em seguida, os tecidos foram
seccionados a 30 um em criostato (Leica CM 1850) e armazenados em solucao anticongelante de

sacarose e etilenoglicol para serem processados para procedimentos imunoistoquimicos.

3.8.2 Experimento 2. Efeitos de injecdes intra-BNST de AP-7 ou CP 376395 na
ansiogénese induzida pela inje¢cdo intra-CPFmD de NOC-9 em camundongos expostos ao
LCE.

Cento e quarenta e seis animais foram pré-tratados bilateralmente com salina, AP-7 0,05 nmol
ou CP 376395 3,0 nmol no BNST e 10 min depois receberam tratamento intra-CPFmD de veiculo
ou NOC-9 37,50 nmol. Imediatamente apds a inje¢cdo intra-CPFmD do doador de NO, cada
camundongo foi colocado no LCE para registrar os indices de ansiedade (% de entradas nos bracos
abertos — EBA e % de tempo nos bragos abertos — TBA) e locomocdao (distancia percorrida nos

bracos fechados e na plataforma central) por um periodo de 5 minutos.
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3.8.3 Experimento 3. Efeitos de injecdes intra-BNST de AP-7 ou CP 376395 na
ansiedade de camundongos expostos ao estresse de derrota social cronica.

Vinte e quatro horas ap6s a Ultima sessdo do estresse de derrota social cronica de 10 dias, 82
animais receberam microinjecao bilateral intra-BNST de salina, AP-7 0,05 nmol ou CP 3,00 nmol
e, apés 10 minutos, foram expostos ao LCE para registrar os indices de ansiedade (% EBA e %
TBA) e de locomocao (distancia percorrida nos bragos fechados e na plataforma central) por um
periodo de 5 minutos. Com o objetivo de controlar o efeito do estresse sobre o comportamento, 49
animais ndo estressados (isto é, camundongos expostos a um camundongo familiar ndo agressivo
por um periodo de 5 min durante 10 dias consecutivos) receberam injecdo intra-BNST de solugédo

salina, AP-7 (0,05 nmol) ou CP (3,00 nmol) e, ap6s 10 minutos, foram expostos ao LCE.
3.9 Dissecacio dos encéfalos e imunofluorescéncia para AFosB e NOSn

As fatias dos encéfalos foram lavadas trés vezes de 10 min com PBS 0,01 M num agitador.
Em seguida, todas as fatias foram expostas durante 1 h em solugéo bloqueadora contendo 3% de
albumina de soro bovino (BSA), 0,2% de Triton X-100 e 5% de soro equino diluido em PBS 0,01
M. Depois disso, as fatias foram incubadas overnight a 4 °C com o0s anticorpos primarios anti-
rabbit, reativo para FosB/AFosB [1: 1000, cat. No. (EPR15905), ab184938, Abcam, Cambridge-
MA, EUA] e anti-mouse, reativo para NOSn [1: 1000, cat.No. 37-2800 (3G6B10), Life
Technologies Co., Rockford-IL, EUA]. Subsequentemente, as fatias foram incubadas durante 2 h
a temperatura ambiente em anticorpos secundarios anti-rabbit 1gG Alexa-Fluor 488 (1: 1000, cat.
No. A21206, Life Technologies Co., Eugene-OR, EUA) e anti-mouse 1gG Alexa-Fluor 568 (1:
1000, cat. No. A11004, Life Technologies Co., Eugene-OR, EUA). Ap0s varias lavagens em PBS
0,01 M, as fatias foram montadas em laminas revestidas com gelatina e cobertas com Fluoroshield
com DAPI (Sigma-Aldrich F6057, St. Louis-MO, EUA).

3.10 Contagem de células

O numero de células imunorreativas foi contado separadamente no CPFm esquerdo e
direito. Células positivas duplamente marcadas para AFosB e NOSn foram realizadas em trés fatias
por animal do Bregma +1.70 a +2.22 (coordenadas estereotaxicas de Atlas of Paxinos e Franklin,
2011).
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Células positivas duplamente marcadas para a contagem de AFosB e NOSn foram
realizadas em trés fatias por cada nivel antero-caudal. O valor atribuido de células positivas ao
animal foi a média dessas trés fatias. Imagens deles foram obtidas em uma ampliacdo de 20X
usando um microscopio de fluorescéncia (Axio Imager.D2, Carl Zeiss Microscopy, LLC,
Thornwood-NY, EUA) conectado a um computador e digitalizado pelo Zen Pro 2.0 (Carl Zeiss
Microscopy, LLC, Thornwood- NY, EUA). A dupla marcacdo foi analisada através da
sobreposi¢cdo das imagens de AFosB e NOSn das porgoes Cgl e PrL do CPFm com o auxilio de
ImageJ 1.48 (National Institutes of Health, Bethesda-MD, EUA) e contadas manualmente.

3.11 Analise histologica:

No final do teste, todos os animais receberam uma infuséo intra-CPFmD e/ou intra-BNST
de 0,2 uLL de azul de Evans a 1% utilizando o mesmo procedimento de microinjec¢do descrito para
os farmacos. Os animais foram entdo eutanasiados em uma camara de CO», seus encéfalos foram
removidos, e os locais de injecdo foram visualizados histologicamente, com base no Atlas de
Paxinos e Franklin (2001). As microinjecdes foram consideradas validas quando as unidades de
injecdo atingiram bilateralmente o0 BNST e/ou as porg¢des PrL ou Cgl do CPFmD. Os dados de
todas as microinjecdes que cairam fora do local foram analisados separadamente como controles
anatdmicos. Dados de canulas posicionadas fora do sitio em pelo menos um dos sitios alvo foram

excluidos do estudo.
3.12 Andlise estatistica:

Os dados imunoistoquimicos foram analisados pela analise de variancia (ANOVA) de duas vias,
considerando os fatores estresse (Controle vs N&o-Agressivo vs. Estresse) e hemisfério (direito x
esquerdo). Apenas a regiao dorsal do CPFm (isto é, PrL e Cgl) foi analisada. Nos casos em que a

ANOVA apresentou diferencas significativas, foi realizado o teste post hoc de Tukey HSD.

Todos os resultados comportamentais foram inicialmente submetidos ao teste de Levene para
homogeneidade de variancia. Quando o teste de Levene confirmou a homogeneidade, os resultados
foram submetidos a ANOVA de duas vias [Experimento 1 (fator 1: pré-tratamento; fator 2:
tratamento); Experimento 3 (fator 1: condicdo de estresse; fator 2: tratamento), seguida do teste

post hoc de Tukey. Quando o teste de Levene indicou heterogeneidade significativa, os resultados
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foram submetidos a testes ndo paramétricos (Kruskal-Wallis seguido de Teste de Dunn). Em todos
0s casos, o valor de p <0,05 foi aceito como significante. A homogeneidade de variancia foi violada
nos seguintes casos: Exp. 2 (para % TBA naqueles animais com implante de canula positiva e para

todas as medidas comportamentais nos animais com canulas posicionadas fora da area alvo).
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4. RESULTADOS

4.1 Experimento 1: O estresse cronico por derrota social aumenta a dupla marcacgéo de
AFosB e NOSn apenas no CPFm direito.

Enquanto ANOVA de duas vias ndo revelou qualquer efeito significativo da derrota social
para contagem total de marcagéo de AFosB (F <0,54; p > 0,58) ou NOSn (F <2,75; p>0,11) no
mPFC (detalhes para analises estatisticas estdo mostrados na Tabela 1), a analise dos dados mostrou
efeitos significativos nos fatores estresse (F2,28 = 4,28, p = 0,02) e hemisfério (F1,28 12=7,91, p
= 0,008) e uma tendéncia na interacao estresse versus hemisfério (F2,28 = 3,20, p = 0,056) para
dupla marcagdo com AFosB e NOSn. O teste post hoc de Tukey revelou que os animais socialmente
derrotados apresentaram maior dupla marcacéo de AFosB ¢ NOSn em comparag¢do com grupos nao
agressivos (p = 0,03) e controle (p = 0,017) apenas no hemisfério direito. Além disso, o teste de
Tukey HSD revelou um aumento da dupla marcagdo de AFosB ¢ NOSn no CPFm direito em

comparacdo com o CPFm esquerdo apenas para animais estressados (p = 0,017) (Figura 1A).



Tabela 1. Auséncia de efeitos do estresse de derrota social cronico na contagem total da marcacdo de AFosB e NOSn (neurdnios
positivos/mm2) no CPFm.

Grupo Controle (n=6) INA (n = 6) Estressados (n=5)
Estatisticas
Lado Esquerdo Direito Esquerdo Direito Esquerdo Direito

AFosB (2,28)=0,55; 0,58
Contagem 172,22 196,18 272,92 220,14 204,79 242,71 (1,28)=0,003; 0,95
Neurdnios (x25,52) (+39,88) (£57,27) (x51,03) (£32,63) (x29,09) (2,28)=0,31; 0,73

NOSn (2,28) =1,01; 0,37
Contagem 270,43 346,35 299,65 611,11 345,63 1033,75 (1,28) = 2,75; 0,11

Neurdnios  (+140,62) (+170,60)  (+154,84) (+249,49)  (£204,84) (+216,58)  (2,28) = 0,65; 0,53

Valores representam médias + EPM. INA: interacdo ndo agressiva
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Figura 1: A, Média (+EPM) de neurénios positivos AFosB e NOSn no cortex pré-frontal medial esquerdo e direito (CPFm) de camundongos naive
(controle; n = 6), ndo estressadod (INA: exposto a uma interagdo ndo agressiva; n = 6) ou socialmente derrotados (estressados; n = 5). * p <0,05
comparado a todos os grupos. B, fotomicrografias representativas dos grupos experimentais [controle, ndo estressado (INA: interacéo ndo agressiva)
e socialmente derrotado (estressado)] por meio de dupla marcagio para AFosB e NOSn por imunofluorescéncia verificada a esquerda (1, 3e 5) e a
direita (2, 4 e 6) do CPFm. Setas significam neur6nios positivos para dupla marcagdo de AFosB + NOSn (branco), AFosB (amarelo) e NOSn (azul).
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4.2 Injecdes no BNST e no CPFmD

A Fig. 2A e B mostra um diagrama esquematico de fatias cerebrais coronais, indicando locais
da microinjecdo bilateral no BNST (Exp. 3) e unilateral (lado direito) no CPFm (Exp. 2),
respectivamente. Da mesma forma, a Fig. 2 também ilustra um diagrama esquematico (esquerda)
e uma fotomicrografia representativa (direita) dos locais da microinjegdo dentro do BNST e
CPFmD (C e D; Exp. 2) ou somente no BNST (C; Exp. 3) de camundongos (Paxinos e Franklin,
2001).
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Figura 2. (A) Representacéo esquematica dos locais de microinjeces localizadas dentro (circulos pretos) e fora (triangulos) do ndcleo intersticial
da estria terminal (BNST) do camundongo. Os niimeros dos circulos e triangulos na figura séo menores que o nimero total de camundongos por
causa das sobreposicdes. (C) Diagrama esquematico (& esquerda) e uma fotomicrografia (& direita) de uma secéo coronal de um individuo
representativo mostrando o sitio de injecdo no BNST; segdo corresponde a 0,14 mm anterior ao bregma. (B) Representacdo esquematica dos locais
de microinje¢des localizadas dentro (circulos pretos) e fora (triangulos) do cortex pré-frontal medial direito (CPFmD) do camundongo. Os ndmeros
dos circulos e triangulos na figura sdo menores que o nimero total de mouses por causa das sobreposicdes. (D) Diagrama esquematico (a esquerda)
e uma fotomicrografia (& direita) de uma se¢éo coronal de um individuo representativo mostrando o sitio de injecdo no CPFmD; secéo corresponde
a 1,94 mm anterior ao bregma (PAXINOS; FRANKLIN, 2001). Abrev.: BST: ndcleo intersticial da estria terminal; LD: lateral-dorsal; LJ: lateral-
justacapsular; LP: lateral-posterior; VE: lateral-ventral; MA: mediano-anterior; MV: medial-ventral; Cgl: cingulo do cdrtex, area 1; IL: cortex

infralimbico; PrL: cortex pré-limbico.
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A histologia confirmou que um total de 94 (36,43% de um total de 258 animais) camundongos
tinham colocagéo precisa de canulas no CPFmD e/ou bilateralmente no BNST. Um total de 50
(34,24% de um total de 146 animais) camundongos foram utilizados para investigar os efeitos de
injecBes intra-BNST de AP-7 ou CP 376395 sobre os efeitos comportamentais produzidos pela
injecdo intra-CPFmD de NOC-9 em camundongos expostos ao LCE [Experimento 2: salina +
veiculo (n =9); salina + NOC-9 (n = 8); Veiculo + AP-7 (n = 8); AP-7 + NOC-9 (n = 8); Veiculo
+ CP (n = 9)]; CP + NOC-9 (n = 8). Quarenta e quatro (39,29% de um total de 112 animais)
camundongos foram utilizados para avaliar os efeitos das injecdes intra-BNST de AP-7 ou CP
376395 na ansiedade de camundongos expostos ao estresse cronico de derrota social [Experimento
3: salina ndo- agressivo (n = 8); AP-7 ndo agressivo (n = 5); CP néo agressivo (n = 5); salina
estressado (n = 9); AP-7 estressado (n = 9); CP estressado (n = 8)]. A histologia também mostrou
que um total de 78 (30,23%) camundongos tinham colocag6es de canula fora do CPFmD e/ou do
BNST. Destes, um total de 40 animais foram utilizados no experimento 2 [salina + veiculo (n = 6);
salina + NOC-9 (n = 11); Veiculo + AP-7 (n = 5); AP-7 + NOC-9 (n = 9); Veiculo + CP (n = 3)];
CP + NOC-9 (n = 6)], e trinta e oito animais foram utilizados no experimento 3 [salina nédo
agressivo (n = 7); AP-7 ndo agressivo (n = 5); CP ndo agressivo (n = 5); salina estressado (n = 7);
AP-7 estressado (n = 5); CP estressado (n = 9)]. Finalmente, a histologia mostrou que um total de
86 (33,33% de um total de 258 animais) camundongos tinham colocac¢des de canula fora do
CPFmD e/ou do BNST direito e/ou esquerdo BNST. Assim, 56 e 30 animais foram excluidos dos
experimentos 2 e 3, respectivamente. Em relacdo aos animais que tiveram colocacao de canula fora
do CPFmD, cerca de 80% deles foram colocados na area M2 (cortex motor secundario) e 20% no
fmi (férceps menor do corpo caloso). Posicionamentos de canula fora do BNST foram colocados
em muitas areas diferentes, no entanto cerca de 36% estavam no nucleo septal medial e lateral (MS
e LS), 23% no CPu (caudado putamen) e 13% no MPA (area pré-optica medial).

4.3 Experimento 2. InjecOes intra-BNST de AP-7 ou CP 376395 bloqueiam os efeitos
ansiogénicos provocados pela injecéo intra-CPFmD de NOC-9.

A Fig. 3A mostra os efeitos do pré-tratamento (isto &, injegdes intra-BNST de salina, AP-7 ou
CP 376395) nos efeitos do tipo ansiogénico provocados pelo tratamento (ie inje¢do intra-CPFmD

de NOC-9) em camundongos expostos ao LCE. Em relagdo a porcentagem de entradas no bra
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co aberto, a ANOVA de duas vias ndo revelou diferengas significativas para o pré-tratamento
[F(2,44) = 2,16; p = 0,12] e tratamento [F(1,44) = 2,79; p = 0,10], mas mostrou um efeito
significativo para a interacdo pré-tratamento versus tratamento [F(2,44) = 3,29; p = 0,04]. O teste
post hoc de Tukey revelou que o0 NOC-9 no CPFmD (salina + NOC-9) produziu uma tendéncia
para reduzir a porcentagem EBA em comparagdo com o controle (salina + veiculo; p = 0,06). Além
disso, nem a micro-injecdo de AP-7 nem a de CP 376395 no BNST impediram a tendéncia
ansiogénica induzida por NOC-9 na medida % entrada no brago aberto (p > 0,13). Em relago a
porcentagem de tempo no brago aberto, a ANOVA de Kruskal-Wallis revelou efeitos significativos
[H(5,50) = 13,93; p = 0,016] e o teste post hoc de Dunn mostrou que a injecdo intra-CPFmD de
NOC-9 reduziu a % TBA apenas naqueles camundongos que receberam injecéo intra-BNST de
salina (salina + NOC-9) quando comparados com todos os outros grupos (p < 0,03 comparado a
todos os grupos). Em relacdo a distancia percorrida nos bracos fechados e na plataforma central,
ndo houve alteracGes significativas para os fatores pré-tratamento [F(2,44) = 0,60; p = 0,55],
tratamento [F(1,44) = 1,22; p = 0,27] para a interagdo pré-tratamento versus tratamento [F(2,44) =
0,25; p = 0,78] (Fig. 3B).

A Fig. 3C-D mostra a auséncia de efeitos do farmaco no comportamento nos animais que
tinham inje¢des fora do CPFmMD e do BNST. A ANOVA de Kruskal-Wallis néo revelou diferengas
significativas em nenhum dos indices de ansiedade [% EBA: H(5,40) = 1,52; p = 0,91; % TBA:
H(5,40) = 0,87; p = 0,97] ou da atividade locomotora geral [H(5,40) = 2,79; p = 0,73].
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Figura 3. O bloqueio de receptores NMDA (com AP-7) ou CRF; (com CP 376395) no BNST prejudica o efeito
ansiogénico (A. % EBA e % TBA) provocado pela inje¢éo intra-CPFmD de NOC-9 sem alterar a resposta da atividade
locomotora (B. distancia percorrida) em camundongos expostos ao LCE [salina + veiculo (n = 9); salina + NOC-9 (n
= 8); Veiculo + AP-7 (n = 8); AP-7 + NOC-9 (n = 8); Veiculo + CP (n = 9); CP + NOC-9 (n = 8)]. * p <0,03 comparado
a todos os outros grupos. Auséncia de efeitos de AP-7, CP 376395 e NOC-9 injetados fora do BNST e CPFmD na %
EBA e % TBA (C) e distancia percorrida (D) de camundongos expostos ao LCE [salina + veiculo (n = 6); salina +
NOC-9 (n = 11); Veiculo + AP-7 (n =5); AP-7 + NOC-9 (n = 9); Veiculo + CP (n = 3)]; CP + NOC-9 (n = 6)]. Barras

representam média + EPM.

4.4 Experimento 3. O bloqueio dos receptores NMDA ou CRF1 no BNST prejudica 0s

efeitos ansiogénicos provocados pelo estresse de derrota social cronica.

A Figura 4A-B mostra os efeitos das injecdes intra-BNST de AP-7 ou CP 376395 no
comportamento de camundongos expostos ao LCE 24 horas ap6s o estresse social de 10 dias. Em
relacdo a porcentagem de entradas nos bracos abertos (% EBA), a ANOVA de duas vias revelou
diferencas significativas para o fator de tratamento [F(2,38) = 4,28; p = 0,02], sem apresentar
diferencas significativas para a condi¢do de estresse [F(1,38) = 2,59; p = 0,12] e condicdo de
estresse versus interagdo com o tratamento [F(2,38) = 1,38; p = 0,26]. O teste post hoc de Tukey
HSD revelou um aumento da % EBA produzido pela injecdo intra-BNST de AP-7 em animais
estressados em comparacao com animais estressados que receberam salina no BNST (p = 0,017).
Nenhuma outra diferenca significativa de tratamento foi alcancada para % EBA. Em relacdo a %
TBA, a ANOVA revelou diferencas significativas para os fatores estresse [F(1,38) = 6,44; p =
0,015] e tratamento [F(2,38) = 8,68; p = 0,001] bem como para a interacdo estresse versus
tratamento [F(2,38) = 5,37; p = 0,01]. O teste post hoc de Tukey revelou que o estresse croénico de
derrota social reduziu a % TBA de animais tratados com salina intra-BNST em comparagdo com
0 grupo controle sem estresse (salina ndo-estressado; p = 0,001). Importante, injecdes intra-BNST
de AP-7 ou CP 376395 aboliram o efeito ansiogénico induzido pelo estresse de derrota social (p =
0,0003 e p = 0,0005, respectivamente). Finalmente, em relacdo a distancia percorrida nos bragos
fechados e na plataforma central, a ANOVA nao revelou diferenca para os fatores estresse [F(1,38)
= 0,07; p = 0,79], tratamento [F(2,38) = 1,43; p = 0,25] ou interacdo estresse versus tratamento
[F(2,38) = 1,25; p = 0,29] (Fig. 4B).
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A Fig. 4C-D mostra a falta de efeitos de farmacos no comportamento naqueles animais que
tinham locais de injecéo fora do BNST. Em relagdo a porcentagem de entradas de bracos abertos e
a porcentagem de tempo de braco aberto (Fig. 4C), a ANOVA de dois fatores revelou diferencas
significativas apenas para fator estresse [% EBA: F(1,32) = 12,48; p = 0,001; % TBA: F(1,32) =
31,74; p = 0,000]. Em outras palavras, o efeito do estresse nesses indices de ansiedade néo
dependeu do tratamento [% EBA: F(2,32) = 0,78; p = 0,47; % TBA: F(2,32) = 1,14; p = 0,33].
Além disso, a ANOVA de dois fatores ndo revelou diferencas significativas para a interacéo
estresse versus tratamento [% EBA: F(2,32) = 0,67; p = 0,52; % TBA: F(2,32) = 1,15; p = 0,33].
Finalmente, em relacdo a distancia percorrida nos bracos fechados e na plataforma central (Fig.
4D), a ANOVA de dois fatores ndo revelou diferenca para a condicao de estresse [F(1,32) = 0,11;
p = 0,74), tratamento [F(2,32) = 0,82; p = 0,45] ou interacdo estresse versus tratamento [F(2,32) =
0,36; p = 0,69].
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Figura 4. O bloqueio de receptores NMDA (com AP-7) ou CRF1 (com CP 376395) no BNST antagoniza os efeitos
ansiogénicos (A: % EBA e % TBA) produzidos pelo estresse crénico de derrota social, sem alterar a atividade
locomotora (B : distancia percorrida) [salina ndo agressivo (n = 8); AP-7 ndo agressivo (n = 5); CP ndo agressivo (n =
5); salina estressado (n = 9); AP-7 estressado (n = 9); CP estressado (n = 8)]. *, # p <0,01 em compara¢do com 0s
grupos controle (sem estresse + salina) e estresse + salina, respectivamente. Auséncia de efeitos do AP-7 e CP 376395
injetados fora do BNST sobre os efeitos do tipo ansiogénico (C) induzidos pelo estresse cronico de derrota social. 8 p
<0,001. Nem a injecéo de fa&rmacos fora do BNST nem a derrota social crénica alteraram a atividade locomotora geral
(D: distancia percorrida) de camundongos expostos ao LCE [salina ndo agressivo (n = 7); AP-7 ndo agressivo (n = 5);

CP ndo agressivo (n = 5); salina estressado (n = 7); AP-7 estressado (n = 5); CP estressado (n = 9)].
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5. DISCUSSAO

Os principais resultados obtidos no presente estudo (i) mostraram que camundongos
cronicamente derrotados apresentam maior dupla marcagdo de AFosB ¢ NOSn nos neurdnios do
CPFm direito (mas néo do esquerdo), (ii) confirmaram achados anteriores mostrando que a ativagao
nitrérgica do CPFmD (através de injecdo local de um doador de NO) provoca efeitos ansiogénicos
em camundongos expostos ao LCE, (iii) revelaram que a ansiogénese induzida por NOC-9 foi
completamente bloqueada por injecBes de doses intrinsecamente inativas de AP-7 ou CP 376395
no BNST. Estes resultados sugerem que a liberacdo de NO no CPFmD facilita a ativagdo do
receptor glutamatérgico do tipo NMDA e do receptor CRF1 no BNST levando a ansiogénese. Além
disso, (iv) as injecOes intra-BNST de AP-7 e CP 376395 também prejudicaram os efeitos
ansiogénicos induzidos pelo estresse cronico de derrota social, sugerindo que essa modalidade de
ansiedade induzida ambientalmente também recruta receptores NMDA e CRF1 dessa area limbica
do prosencéfalo.

Apesar da derrota social ndo ter produzido efeitos significativos na expressao total de neurénios
positivos para AFosB ou NOSn no CPFm, é importante ressaltar que os camundongos socialmente
derrotados apresentaram maior expressdo de dupla marcagdo para AFosB e NOSn em células na
area cortical do que os ndo-estressados (expostos a um coespecifico ndo agressivo) ou
camundongos experimentalmente naive (controle). Curiosamente, esta diferenca de
imunofluorescéncia se mostrou dependente do hemisfério, uma vez que a dupla marcagdo
aumentou apenas no CPFmD. O aumento significativo da marcacdo de AFosB em neurdnios
contendo NOSn, mas ndo na populacédo geral de células, sugere que a derrota social crénica ativa
repetidamente 0s neurdnios nitrérgicos. A expressdo lateralizada de AFosB + NOSn em
camundongos socialmente derrotados é sugestiva de que alguns neurdnios do CPFmD (mas nao do
CPFmE) sdo ativados por essa modalidade de estresse em camundongos. Neste contexto, parece
razoavel sugerir que o NO liberado por alguns neurdnios da regido dorsal (PrL e Cgl) do CPFmD
desempenha um papel na ansiogénese induzida pela derrota social crénica. Para manter a coeréncia
com os locais-alvo destinados aos experimentos 2 e 3, a porcdo IL do CPFm nao foi investigada
no presente estudo. A principal razéo que evitamos analisar a IL foi baseada em estudos anteriores

mostrando que manipulagbes farmacolégicas da porgdo ventral do CPFm levam a resultados
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inconsistentes no comportamento de defesa (CERQUEIRA; ALMEIDA; SOUSA, 2008; CHAN et
al., 2011; FITZPATRICK; KNOX; LIBERZON, 2011; SUZUKI et al., 2016).

De fato, injec6es intra-CPFmD de NOC-9 reduziram a exploracéo dos bracos abertos, sugerindo
um efeito ansiogénico do NO nesta estrutura limbica do prosencéfalo. E importante ressaltar que
os efeitos produzidos pelo NOC-9 parecem ser seletivos em comportamentos relacionados a
ansiedade, porque esse doador néo alterou a distancia percorrida nos bragos fechados, considerado
um indice valido de atividade geral (CRUZ; FREI; GRAEFF, 1994; FILE, 1992; RODGERS;
DALVI, 1997). Os resultados do presente estudo corroboram achados prévios mostrando que a
injecdo intra-CPFmMD do NOC-9 provoca ansiedade em camundongos expostos ao LCE (COSTA
et al., 2016). Costa e colaboradores (2016) também demonstraram que o efeito ansiogénico apos a
liberacdo de NO no CPFm depende do hemisfério onde o doador de NO é injetado. Em resumo,
enquanto as injecbes de NOC-9 no CPFm esquerdo ou mesmo bilateralmente em ambos 0s
hemisférios ndo alteraram a ansiedade, esse doador de NO reduziu acentuadamente a exploracdo
dos bragos abertos no LCE quando injetado no CPFmD de camundongos. Vérios estudos ja
demonstraram o papel ansiogénico do NO em muitas estruturas cerebrais, como a matéria cinzenta
periaquedutal (MCP), o BNST e também o CPF (BRAGA; AGUIAR; GUIMARAES, 2009;
CAMPOS et al., 2013a; COSTA et al., 2016; FARIA et al., 2016; GUIMARAES et al., 2005;
MIGUEL; GOMES; NUNES-DE-SOUZA, 2012). No entanto, enquanto injecdes intra-MCP de
NOC-9 provocaram comportamento motor explosivo (por exemplo, saltos, corridas), seguido de
congelamento e ansiedade (MIGUEL; GOMES; NUNES-DE-SOUZA, 2012), inje¢des intra-
BNST deste doador NO produziram apenas congelamento seguido por aumento da ansiedade no
LCE (FARIA et al, 2016). Embora ndo registrado sistematicamente no presente estudo,
comportamentos motores explosivos ndo foram observados em camundongos que receberam
NOC-9 no CPFmD. A auséncia de tais efeitos comportamentais corrobora os achados prévios
mostrando que a injecdo intra-CPFmD desse doador de NO provoca efeito ansiogénico sem
produzir saltos, corridas e congelamentos em camundongos (COSTA et al., 2016). Em conjunto,
essas evidéncias e os resultados do presente estudo vdo ao encontro do construto teorico postulado
por McNaughton e Corr (2004), mostrando que 0 medo e a ansiedade estdo provavelmente

organizados em um sistema hierarquico encefalico de defesa.
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Com rela¢do aos mecanismos pelos quais 0 NO produz efeitos do tipo ansiogénicos, Varios
autores sugeriram que este neurotransmissor atipico induz liberacdo de glutamato e CRF em
diferentes areas do sistema encefalico de defesa, como a MCP, hipotalamo, nucleus accumbens,
amidala, BNST e CPF (COSTA et al, 1993, 2016; FARIA et al., 2016; MOREIRA;
MOLCHANOV; GUIMARAES, 2004;: PRAST et al., 1996, 1998; RABER; KOOB; BLOOM,
1995). Mais especificamente no CPF, Montague e colaboradores (1994) demonstraram que
injecBes locais de L-NOARG, um inibidor da sintese de oxido nitrico (NOS), diminuiram a
liberacdo de glutamato induzida pela ativacédo do receptor NMDA. Em relacdo a neurotransmissao
do CRF no CPFm, Miguel e colaboradores (2014) demonstraram que injecGes locais do
neuropeptideo CRF e do antagonista do CRF;, CP 376395, aumentaram e atenuaram,
respectivamente, a ansiedade de camundongos expostos ao LCE. Além disso, estudos prévios
mostraram que os efeitos do tipo ansiogénico provocados pelo NOC-9 sdo blogueados por injecbes
prévias de antagonistas do CRF1 na MCP (MIGUEL; GOMES; NUNES-DE-SOUZA, 2012) e no
BNST (FARIA et al., 2016) em camundongos. O bloqueio dos efeitos ansiogénicos induzidos pela
injecdo de NOC-9 intra-BNST também foi observado com injecédo local prévia de AP-7 (FARIA
et al., 2016), sugerindo que além de induzir a liberacdo de CRF, o NO pode afetar a sinalizacéo
glutamatérgica no BNST. Vale ressaltar que, nas doses utilizadas no presente estudo, nem o CP
376395 nem o AP-7 produziram efeitos intrinsecos na ansiedade quando injetados no BNST. Faria
e colaboradores (2016) também demonstraram que nem CP 376395 (1,0-3,0 nmol) nem AP-7 (0,05
e 0,1 nmol) injetados no BNST foram capazes de alterar os niveis de ansiedade em camundongos
expostos ao LCE. Em outras palavras, os resultados do presente estudo sugerem que o blogueio de
receptores NMDA ou CRF1 no BNST prejudica seletivamente os efeitos ansiogénicos induzidos
pela ativacdo nitrérgicado CPFmD. Embora os resultados atuais indiquem o envolvimento do CRF
e do glutamato no BNST na modulacdo da ansiedade induzida pela ativacédo nitrérgica do CPFmD,
nédo se pode excluir a potencial participacdo de outros neurotransmissores. Ou seja, sabe-se que o
NO também é capaz de liberar acetilcolina, dopamina, serotonina e GABA, 0s quais, por sua vez,
sdo fortes candidatos a modulacdo da ansiedade (DE OLIVEIRA et al.,, 2000; MOREIRA;
GUIMARAES, 2004; MOREIRA; MOLCHANOV; GUIMARAES, 2004; PRAST et al., 1998).

O presente estudo ndo demonstrou como o blogueio dos receptores NMDA e do CRF1 no BNST
impede a ansiogénese induzida pela ativacao nitrérgica do CPFmD. Tem sido demonstrado que o

CPFm estabelece conexdes reciprocas com varias areas subcorticais, como o nucleus accumbens,
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amidala, BNST, hipotalamo, nucleo do trato solitario e MCP (GABBOTT et al., 2005; HARDY;
LEICHNETZ, 1981; HERMAN et al., 2005; HURLEY et al., 1991; VERTES, 2004). Em outras
palavras, ao lado do BNST, todas essas areas sdo importantes candidatas a desempenhar um papel
na modulacdo da ansiedade induzida pela liberagdo de NO no CPFmD. Em relagdo as conexdes
entre CPFm e BNST, estudos anteriores mostraram que o BNST recebe projecGes excitatorias do
CPFm (CH’NG et al., 2018; MASSI et al., 2008; VERTES, 2004). Sendo assim, é possivel que a
estimulacdo nitrérgica do CPFmD ative projecdes excitatorias para o BNST, levando a
ansiogénese. N&o se sabe se essa interconexdo entre o0 CPF e o BNST é direta ou indireta (por
exemplo, via amidala) para modular a ansiedade. Nesse contexto, estudos prévios demonstraram
projecdes glutamatérgicas e CRFérgicas do CPFm para a amidala (MCDONALD; MASCAGNI;
GUO, 1996) e da amidala para 0 BNST (DONG; PETROVICH; SWANSON, 2001; GUNGOR;
YAMAMOTO; PARE, 2015; MYERS et al., 2014; SAKANAKA; SHIBASAKI; LEDERIS,
1986). Assim, com 0 objetivo de explicar os presentes resultados, e considerando que a ativagao
do receptor glutamatérgico do tipo NMDA leva a sintese e liberacdo de NO (GARTHWAITE et
al., 1989), sugerimos que o aumento da producdo de NO no BNST (desencadeado pela ativacao
nitrérgica das projecdes excitatdrias) do CPFmD facilitaria a liberacdo de glutamato nesta estrutura
do prosencéfalo. Além disso, considerando os achados anteriores (FARIA et al., 2016) que
mostraram que a ansiogénese induzida pela producdo de NO no BNST ¢é prevenida pela dose
intrinsecamente ineficaz de CP 376395 (ou seja, a mesma dose utilizada no presente estudo),
também sugerimos que o aumento da liberacdo de glutamato leva a producdo de NO
(GARTHWAITE et al., 1989), que, como neurotransmissor retrogrado, facilitaria a liberacdo de

glutamato e de CRF. Embora atraente, essa hipotese precisa ser investigada em novos estudos.

Os nossos resultados também corroboram estudos prévios que demonstraram ser a exposicao
crbnica a estressores altamente ansiogénica (BONDI et al., 2008; DANIEL; RAINNIE, 2016;
NORMANDEAU et al., 2018; PEGO et al., 2008; SHEKHAR et al., 2005). Exposicdes agudas e
cronicas a varios estressores também alteram o funcionamento do cérebro, e varios estudos
enfatizaram que algumas estruturas cerebrais (por exemplo, hipocampo, CPFm, amidala, BNST)
sdo particularmente vulneraveis a situacfes aversivas (e.g., CERQUEIRA; ALMEIDA; SOUSA,
2008; GEE; CASEY, 2015; MCEWEN, 2008, 2017; MCEWEN; NASCA; GRAY, 2015). Por
exemplo, enquanto a exposi¢do repetitiva a estressores causa encurtamento dendritico no CPFm
(COOK; WELLMAN, 2004; RADLEY et al., 2004, 2006; WELLMAN, 2001), esta situacdo
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aversiva provoca efeitos opostos (crescimento dendritico) na amidala e BNST (PEGO et al., 2008;
VYAS et al., 2002; VYAS; BERNAL; CHATTARIJI, 2003). Além disso, Cerqueira e
colaboradores (2008) enfatizaram que o estresse cronico induz a atrofia do hipocampo e altera
algumas fungdes do CPFm (isto €, enquanto prejudica o lado esquerdo, facilita sua porcéo direita),
levando a hiperativacdo da amidala e do BNST. As disfun¢Ges do CPFm também prejudicam o
controle das respostas emocionais, comportamentais e neuroenddcrinas aos estressores (GOLD;
MOREY; MCCARTHY, 2015; HERMAN et al, 2003; MAREN; HOLMES, 2016;
VERMETTEN; BREMNER, 2002). Além disso, o estresse cronico variavel tem sido relacionado
a plasticidade/remodelacao neuronal no BNST, facilitando a expressdo de transtornos de medo e
ansiedade (HAMMACK et al., 2009). Baseado em evidéncias anteriores mostrando que o BNST
desempenha um papel crucial na modulacdo das respostas de estresse/ansiedade atraves de
neurotransmissdes glutamatérgicas e CRFérgicas (FARIA et al., 2016; KASH; WINDER, 2006;
STOUT etal., 2000; TRAN; SCHULKIN; MEERVELD, 2014), nés levantamos a hip6tese de que
0 bloqueio dos receptores de NMDA ou CRF; atenuaria a ansiogénese induzida pela derrota social
crénica. Assim, como mostrado no Exp. 3, injecOes bilaterais de AP-7 e CP 376395 no BNST
reverteram completamente a ansiogénese induzida pela derrota social em camundongos expostos
ao LCE, sugerindo que a derrota social cronica facilita a ansiedade por meio da neurotransmissao
do glutamato e do CRF no BNST. Se assim, 0 aumento da ansiedade em camundongos expostos a
derrota social cronica poderia ter levado a uma disfuncéo do controle do CPFm sobre a expresséo
de ansiedade, facilitando a ativacdo do hemisfério direito e aumentando a ansiedade através da
liberacdo de CRF e glutamato no BNST. Nesse contexto, o aumento da dupla marcagdo de AFosB
+ NOSn verificada em neurdnios do CPFmD (Exp. 1) parece dar apoio a esta hipdtese. Embora
nédo tenhamos investigado a integridade neuronal do CPFm neste estudo, a atenuagédo da ansiedade
em camundongos socialmente derrotados que receberam injecdo intra-BNST de antagonistas de
receptores NMDA ou CRF; sugere que tanto a sinalizagédo de glutamato quanto de CRF no BNST

desempenha um papel importante na modulagéo deste tipo de ansiedade induzida pelo ambiente.

Os resultados apresentados neste trabalho parecem estar em consonancia com estudos anteriores
que demonstraram uma upregulation de CRF no BNST induzida por situacGes de estresse
prolongado (MAKINO; GOLD; SCHULKIN, 1994; SHEPARD; BARRON; MYERS, 2003;
WATTS; SANCHEZ-WATTS, 1995). Tran e colaboradores (2012) tambem relataram que o
implante de corticosterona (CORT) no nucleo central da amigdala (CeA) provocou efeitos
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semelhantes a aversdo (por exemplo, aumento da resposta nociceptiva) e aumentou a expressdo de
RNAm de CRF, bem como elevou a proporcao de receptores de CRF1/CRF2 no BNST. De modo
interessante, a injecdo intra-BNST de antagonista de CRF: prejudicou os efeitos pro-aversivos
induzidos pela CORT intra-CeA. Esse grupo de pesquisa também relatou que enquanto a injecao
intra-BNST de CP 376395 ndo alterou os niveis basais de ansiedade, este antagonista de CRF1
diminuiu o efeito ansiogénico induzido por situacdes estressantes em ratos expostos ao LCE
(TRAN; SCHULKIN; MEERVELD, 2014). Assim, é possivel que o efeito ansiogénico induzido
pelo estresse cronico de derrota social em camundongos, o qual também aumenta a CORT
plasmatica (por exemplo, KOOLHAAS et al., 1997; NORMAN et al., 2015), pode estar
relacionado & sensibilizacéo do sistema CRF no BNST, via ativa¢éo de neur6nios do ndcleo CeA.

Embora atraente, essa hipdtese precisa ser investigada em estudos posteriores.

Embora os resultados mostrados neste estudo enfatizem que os receptores de CRF; localizados
no BNST desempenham um papel importante no controle da ansiedade induzida pelo estresse de
derrota social em camundongos machos, tal conclusdo pode ndo ser necessariamente aplicavel a
camundongos fémeas. Neste contexto, estudos anteriores demonstraram que o sistema de CRF no
BNST é sexualmente dimdrfico (JANITZKY et al., 2014; UCHIDA et al., 2019). Por exemplo,
recentemente Uchida e colaboradores (2019) demonstraram que houve uma predominéncia
significativa no nimero de neurdnios expressando CRF no ndcleo oval do BNST e no BNST

anterolateral de camundongos fémeas.

Vale ressaltar que os resultados dos Exps. 1-3 foram seguidos por uma conclusdo bastante
consistente, por exemplo, (i) o estresse de derrota social crénica aumentou a ativacao dos neurdnios
NOSn positivos no CPFmD (Exp. 1), (ii) inje¢des intra-BNST de AP-7 ou CP 376395 bloquearam
a ansiogénese causada pela injecdo intra-CPFmD de NOC-9 (Exp. 2) ou por derrota social cronica
(Exp. 3). Assim, embora o Exp. 3 ndo tenha investigado o papel do CPFmD no aumento da
ansiedade em camundongos socialmente derrotados, os resultados dos trés experimentos sdo
sugestivos de que o estresse crénico por derrota social poderia ter levado a liberagdo de NO no
CPFmD, o que, por sua vez, facilitou a ativacdo de receptores NMDA e CRF1 no BNST. No
entanto, mais estudos sdo necessarios para esclarecer se a estimulagdo nitrérgica do CPFmD
desempenha um papel crucial no controle da ansiedade induzida pela ativagdo de receptores

NMDA e CRFL1 localizados no BNST em camundongos socialmente derrotados. Finalmente,
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embora a lateralizacdo hemisférica do CPFm deva ser considerada em estudos que investigam
respostas relacionadas a ansiedade (CERQUEIRA; ALMEIDA; SOUSA, 2008; COSTA et al.,
2016; SULLIVAN; GRATTON, 1999; presentes resultados), permanecem indeterminados se 0s
receptores NMDA e/ou o CRF1 localizados no BNST desempenham uma funcéo lateralizada no
controle da ansiedade induzida pela ativagdo nitrérgica do CPFmD ou pelo estresse cronico de

derrota social.
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6. CONCLUSAO

Este estudo mostrou que tanto a ativacao nitrérgica do CPFmD quanto a derrota social crénica
provocam ansiedade sem alterar a atividade locomotora em camundongos expostos ao LCE. Tanto
o receptor NMDA quanto o CRFy localizados no BNST modulam a ansiedade induzida pela injecdo
intra-CPFmD de NOC-9 e pela derrota social crénica. Além disso, dado que a derrota social cronica
ativa os neurdnios NOSn-positivos no CPFmD, uma Unica inje¢do intra-CPFm de um doador de
NO, particularmente no lado direito desta estrutura limbica do prosencéfalo, parece ser um
protocolo experimental potencialmente util e rapido para se investigar as consequéncias

ansiogénicas induzidas pelo estresse crénico de derrota social em camundongos.
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