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RESUMO

O hipocampo (HPC) é uma area do encéfalo bem conhecida por regular a
memoria € a navegagao espacial, mas também por ser uma estrutura cerebral
muito plastica e que é influenciada por outras areas como o cortex pré-frontal
medial (CPFm), bem como por estimulos relacionados ao estresse. No presente
estudo, investigamos os efeitos da exposi¢cdo ao estresse de derrota social cronica
(EDS) em camundongos machos sobre (i) o comportamento de evitacado social
avaliado no teste de interagao social (TIS); (ii) o comportamento do tipo ansioso no
labirinto em cruz elevado (LCE); (iii) a memoria de curto prazo no teste de
reconhecimento de objetos (RO); (iv) a verificagdo da presencga de projegcdes do
CPFm esquerdo para o HPC dorsal e ventral (HPCd e HPCv); (v) a marcagao de
AFosB, CaMKIl, bem como a dupla marcagao de AFosB + CaMKIl em neurdnios
localizados no HPCd e HPCv. Os resultados mostraram que o EDS crénico induziu
comportamentos do tipo ansioso e prejuizo da memoria de curto prazo, seguido
por diminuicdo e aumento na marcacdo de AFosB no HPCd e HPCy,
respectivamente. No HPCv, também foi demonstrado aumento na marcacao
CaMKIl. Houve presencga de proje¢cdes do CPFm esquerdo para HPCd e HPCv.
Juntos, esses achados sugerem que a exposigao cronica de camundongos ao
EDS pode induzir (a) ativagdo de neurdnios glutamatérgicos no HPCyv, levando a
um aumento nas respostas ansiogénicas, e (b) inibicaio do HPCd, causando
prejuizo da memoéria de curto prazo. Dado que o EDS crénico também prejudica o
funcionamento do CPFm esquerdo, esses efeitos induzidos pelo EDS nos
comportamentos e no HPCv e HPCd podem estar relacionados a alteragdes na

modulagdo do CPFm esquerdo sobre a atividade neuronal do hipocampo.

Palavras-chaves: Ansiedade; Hipocampo; Cortex Pré-Frontal medial,
Camundongo; Estresse de derrota social; Evitagcéo social; Prejuizo na memoria;

Neurotransmissao glutamatérgica; Neuroanatomia; Neurotracejamento.



ABSTRACT

The hippocampus (HPC) is a brain area well known to regulate memory and spatial
navigation but also known to be a very plastic brain structure that is influenced by
other areas like the medial prefrontal cortex (mPFC) as well as by stress-related
stimuli. In the present study, we investigated the effects of the exposition of chronic
social defeat stress (SDS) in male mice on (i) the avoidance behavior assessed in
the social interaction test (SIT); (ii) the anxiety-like behavior in the elevated plus-
maze (EPM); (iii) the working memory in the object recognition test (ORT); (iv) The
presence of projections from the left mPFC to the dorsal HPC and ventral HPC
(dHPC and vHPC) was also investigated (v) AFosB, CaMKIl as well as
AFosB+CaMKII labeling in neurons located in the dorsal and ventral hippocampus
(d & vHPC). Results showed that chronic SDS induced defensive- and anxiety-like
behaviors and memory impairment, followed by decrease and increase in AFosB
labeling in the dHPC and vHPC, respectively. In the vHPC, an increase in the
CaMKIll labeling was also shown. There was a presence of projections from the left
mPFC to both dHPC and vHPC. Together, these findings suggest that chronic
exposure of mice to SDS may have (a) overactivated glutamatergic neurons in the
vHPC, leading to an increase in defensive- and anxiogenic-like responses, and (b)
inhibited the dHPC, causing memory impairment. Given that chronic SDS also
impairs the left mPFC functioning, these SDS-induced effects on behavior and
vHPC & dHPC may be related to a failure of the left mPFC control on the neuronal

activity of the hippocampus.

Keywords: Anxiety; Hippocampus; Medial Prefrontal Cortex; Mice; Chronic Social
Defeat Stress; Social avoidance; Memory impairment; Glutamatergic

neurotransmission; Neuroanatomy; Neuronal tracing
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1 INTRODUGAO

Aproximadamente 264 milhdes de pessoas no mundo sofrem de

transtornos de ansiedade (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2017), o que seria
equivalente a 125% da populacgéo total do Brasil (“Population, total | Data”, [s.d.];
“Population Clock: World”, [s.d.]). Tais transtornos s&o causados por ma
adaptagdes a estimulos estressores, causando respostas psicofisioldgicas
temporarias ou permanentes (DEL GIUDICE; ELLIS; SHIRTCLIFF, 2011; RUSSO
et al., 2012).
O estresse pode induzir uma série de comportamentos relacionados a ansiedade
e depressao (HOFFMAN; DUKES; WITTCHEN, 2008; LEUNER; SHORS, 2013;
PEREZ-CANO et al., 2020; SHIN; LIBERZON, 2010) e prejuizo de memédria de
curto prazo (LUPIEN et al., 1994; MCEWEN; SAPOLSKY, 1995; SEEMAN et al.,
1997). Um dos estimulos que pode causar tais transtornos € o conflito social
(BOLGER et al., 1989; NEZLEK; PLESKO, 2001).

Alguns modelos animais tem sido usados nos ultimos anos para o estudo
de confrontos sociais em animais da mesma espécie, fendbmeno conhecido como
estresse de derrota social (EDS) [para uma revisao, ver (TOYODA, 2017)]. O EDS
se destaca por se tratar de um conflito entre coespecificos, no qual um animal
dominante residente ataca um intruso, resultando na exibicdo de diversos
comportamentos defensivos no animal agredido, como respostas do tipo ansiosa,
tanto em camundongos (RODGERS; COLE, 1993), quanto em outros roedores
(FUCHS; FLUGGE, 2002). Inicialmente descrito por Yen e colaboradores (YEN;
STANGER; MILLMAN, 1959), esse procedimento tornou-se amplamente utilizado
para o estudo da neurobiologia da agressao [para uma revisao ver (MICZEK et al.,
1994; SIEGFRIED; FRISCHKNECHT; NUNES DE SOUZA, 1990)] e das
consequéncias do estresse cronico sobre diversos parametros comportamentais,
fisiologicos, farmacolégicos e moleculares (KRISHNAN et al., 2007; ZELENA et al.,
1999). Posteriormente, tal paradigma foi otimizado e padronizado para fazer tal
avaliacédo em roedores (GOLDEN et al., 2011).
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Devido as alteragdes comportamentais, enddécrinas e fisioldgicas induzidas
pela derrota social, tem-se proposto este modelo para o estudo de desordens
comportamentais, tais como depressao, abuso de drogas e ansiedade social
(BJORKQVIST, 2001; KEENEY; HOGG, 1999; LAVIOLA et al., 1999; STEIN;
BOUWER, 1997). Além disso, recentemente, nosso grupo tem usado o modelo
EDS para a investigagdo de comportamentos defensivos dos camundongos
atacados/intrusos (FARIA; LAVERDE; NUNES-DE-SOUZA, 2020; SANTOS-
COSTA et al., 2021; VICTORIANO et al., 2020a).

Outro modelo animal bastante utilizado para a pesquisa do comportamento
do tipo ansioso em roedores, € o labirinto em cruz elevado (RODGERS; DALVI,
1997). Na década de 50, Montgomery (MONTGOMERY, 1955) conduziu trabalhos
com labirintos em forma de Y e notou que os ratos tinham preferéncia pelos
bracos fechados neste aparato, defendendo a hipotese sobre dois diferentes
drives, o de exploracdo e o do medo, que se conflitavam neste aparato. Pautada
nesta discussao, quase trinta anos depois, um novo modelo baseado no labirinto
em Y foi desenvolvido para melhor analise deste conflito, estudando os
comportamentos do tipo ansioso em roedores, o labirinto em X elevado ou mais
comumente conhecido, labirinto em cruz elevado (HANDLEY; MITHANI, 1984).
Amplamente utilizado para analise do comportamento tipo ansioso em
manipulagdes farmacoldgicas (HANDLEY; MITHANI, 1984; LISTER, 1987;
PELLOW et al., 1985), ele também tem sido usado de forma a analisar variagbes
deste comportamento em protocolos de estresse (ADAMEC; SHALLOW, 1993;
BATSCHAUER et al., 2020), assim como o proprio EDS (MORAIS-SILVA et al.,
2019; SANTOS-COSTA et al., 2021; VICTORIANO et al., 2020a).

Além de acentuar comportamentos do tipo ansioso, o estresse também se
mostrou capaz de reduzir a formagdo de memodrias (EAGLE; FITZPATRICK;
PERRINE, 2013; LI et al., 2012; NAVA-MESA; LAMPREA; MUNERA, 2013), com
efeitos sobre o Hipocampo ((BARKER; WARBURTON, 2011; TUSCHER et al.,
2018)) e o cortéx (AKIRAV; MAROUN, 2006; BARKER et al., 2007; TUSCHER et
al., 2018), como possiveis areas afetadas pelo estresse e com modulagdo da

memoria. Considerando essa alteracdo comportamental, o teste de
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reconhecimento de objetos (para revisdo, LEGER et al., 2013), é uma boa escolha
para a analise de memoria de curto prazo. Com os estudos de Berlyne, também
na década de 50 (assim como os de Montgomery) (BERLYNE, 1950), sobre o
poder que um estimulo novo tem sobre os ratos, quase quarenta anos depois,
foram propostos os primeiros modelos de um teste de unica exposigao, o teste de
reconhecimento de objetos (AGGLETON, 1985; ENNACEUR; DELACOUR, 1988).
Posteriormente, esse teste também foi adaptado para camundongos (DODART;
MATHIS; UNGERER, 1997; MESSIER, 1997) e tem sido utilizado tanto para
manipulagdes farmacolégicas (CANTO DE SOUZA et al., 2017; HAETTIG et al.,
2011; LIMA et al., 2009), quanto comportamentais, como de interesse comum de
nosso grupo, para protocolos de estresse (MOURA et al., 2020; PROVENSI et al.,
2019) e EDS (DUQUE; VINADER-CAEROLS; MONLEON, 2016; TIAN; XU; GUI,
2018; WANG et al., 2011).

Dentre os estudos que investigam as respostas defensivas de roedores,
uma das regides encefalicas que se destacam por direta modulagdo aos estimulos
estressores, € o Cortex Pré-Frontal medial (CPFm) (CERQUEIRA; ALMEIDA;
SOUSA, 2008; SULLIVAN; GRATTON, 1999). Apesar de ser uma regiao que difere
bastante em relacdo a nomenclatura adotada ao longo das espécies (DALLEY;
CARDINAL; ROBBINS, 2004; VAN HEUKELUM et al., 2020), ha definicao para
quatro sub-regides no CPFm de roedores, o pré-limbico (PrL), o infra-limbico (IL) e
as areas 1 e 2 do cortex cingulado anterior (Cg1 e Cg2) (BRODMANN, 1909;
ROSE; WOOLSEY, 1948). A inibicdo especifica do PrL com cloreto de cobalto
(inibidor sinaptico;(KRETZ, 1984), foi capaz de causar efeitos ansiogénicos em
ratos expostos a testes de ansiedade e medo (LISBOA et al., 2010). Em estudo
recente do nosso grupo, também demonstramos que a inibicdo especifica
somente do PrL esquerdo de camundongos, foi capaz de gerar respostas
ansiogénicas na exploracdo do LCE (SANTOS-COSTA et al., 2021), indicando

assim, uma sub-regido de interesse, para estudos de comportamentos defensivos.
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Figura 1: Representagcado diagramatica baseada no atlas de Paxinos & Watson (PAXINOS;
FRANKLIN, 2001); em vermelho, as 3 sub-regides do CPFm, o pré-limbico (PrL), o infra-limbico (IL)
e o cortex cingulado anterior -Areas 1 e 2 (Cg1 e Cg2) 1,54 mm e 1,42 mm anterior ao Bregma.

Como citado anteriormente, ha diferenca funcional, a depender do
hemisfério manipulado no CPFm, alterando o padrdo de comportamentos
defensivos apresentados (COSTA et al., 2016; LEE et al., 2015; SANTOS-COSTA
et al., 2021). Ja demonstramos em estudos do grupo o papel do CPFm direito na
modulagcao de resposta ao EDS (FARIA; LAVERDE; NUNES-DE-SOUZA, 2020;
VICTORIANO et al., 2020b). No mesmo estudo ja citado (SANTOS-COSTA et al.,
2021), além dos efeitos ansiogénicos na inibicdo do PrL esquerdo no LCE, houve
também aumento de atividade neuronal (no PrL e no IL) no lado direito apods tal
inibicdo. Esse mesmo padrao foi encontrado, quando os animais submetidos ao
EDS, apresentaram redugdo da atividade neuronal (redugdo da expressao de
AFosB e CaMKIl) no CPFm esquerdo e aumento da atividade neuronal (aumento
da expressao de AFosB e CaMKIl) no CPFm direito, indicando mais uma vez, a

lateralizagao funcional desta area em relagdo aos comportamentos defensivos.

O CPFm e o hipocampo (HPC) tém projecbes reciprocas que também
regulam a resposta ao estresse (CERQUEIRA et al., 2007; GOLDMAN-RAKIC;
SELEMON; SCHWARTZ, 1984; IRLE; MARKOWITSCH, 1982; PADILLA-
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COREANO et al., 2016; ROSENE; VAN HOESEN, 1977; SANT'ANA et al., 2019),
formando assim um sistema de via dupla. O HPC apresenta direta modulagao a
respostas defensivas e da ansiedade, (WINGENFELD; WOLF, 2014) e sua fungao
também é afetada por estimulos estressores (KIM; DIAMOND, 2002). Duas das
suas sub-regides ganham destaque nestes estudos, o HPC dorsal (HPCd)
relacionado a localizacdo e a memodria espacial (BANNERMAN et al., 2004a;
MOSER et al., 1995) e o HPC ventral (HPCv) relacionado a modulagdo ao
estresse e a respostas emocionais (BANNERMAN et al., 2004a). Ainda que
estudos anteriores tenham delimitado cada uma destas regides para cada
processo, tanto o HPCd, quanto o HPCv tem fungdes complementares nos
processos de memoria espacial, quanto no de resposta emocional ao estresse.
Ainda neste aspecto, o HPCv ja foi relacionado a memoria espacial
(CERNOTOVA; STUCHLIK; SVOBODA, 2021) e recuperacédo de memoéria (RIAZ
et al., 2017), enquanto o HPCd também estaria modulando comportamentos do
tipo ansioso, com a participacdo de uma série de neurotransmissores, quando
exposto ao estresse (HARTMANN et al.,, 2019a; SANT’ANA et al., 2019). Além
disso, quando exposto ao estresse, o hipocampo apresentou alteragdes
morfolégicas: como supressao da neurogénese no Giro Dentado, perda das
espinhas neuronais da regiao 1 do Corno de Amon (CA1), atrofia dos dendritos da
regidao CA3 e diminuicdo de volume (MCEWEN, 1999a), e mesmo antes de
expostos a estimulos estressores, animais suscetiveis ao estresse apresentaram

menor volume hipocampal (NASCA et al., 2019).

O hipocampo tem seus neurbnios organizados em camadas e recebe
informagdes de quase todas areas neocorticais, via cortex perirrinal, giro para-
hipocampal e cértex entorrinal (CE) (VAN STRIEN; CAPPAERT, WITTER, 2009),
onde a camada Il de neurénios, tem projecdes das células granuladas para o giro
dentado (GD) (STRANGE et al., 2014). Vale ressaltar que mesmo essas projecdes
sdo distintas entre o HPCv e HPCd (SWANSON; COWAN, 1977). Comunicando-
se com o GD, estdao presentes as regides CA1 e CA3, que possuem quatro
camadas (piramidal, stratum oriens, stratum lucidum, stratum radiatum)
(LAVENEX; AMARAL, 2000). Todas essas sub-regides interligadas formam um
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sistema com feed-forward (sistema de alimentagdo anteroativo), que pode ser
critico para a memoria e aprendizado, mas que também contribui para a
vulnerabilidade durante o estresse (LAVENEX; AMARAL, 2000). Dado que
demonstramos recentemente que o CPFm esquerdo e direito sao afetados
diferencialmente pelo EDS (SANTOS-COSTA et al., 2021), eventual lateralizagdo
funcional do hipocampo no controle da ansiedade (no atual estudo, utilizando o
EDS) permanece a ser determinada.

Diversas ferramentas tém sido utilizadas para caracterizar o envolvimento
de uma area do encéfalo na modulagdo de uma resposta comportamental,
fisiologica ou farmacolégica. Nesse contexto, a quantificagdo da expressao de
proteinas da familia Fos em regides encefalicas tem sido amplamente utilizada
para esse fim (BAILEY; SILVER, 2014; NESTLER, 2015; NESTLER; BARROT;
SELF, 2001). Para identificar o envolvimento de uma éarea particular do encéfalo
em animais cronicamente estressados, o fator de transcricdo AFosB tem sido
bastante util, sendo o fator com maior estabilidade molecular, cumulativo frente a
um estimulo sustentado (assim como o estresse crénico) e amplamente usado
para a pesquisa comportamental (NESTLER, 2008; NESTLER; KELZ; CHEN,
1999).

Além do padrdao de ativacdo destas regides, € valido verificar qual
neurotransmissao é utilizada para modulagao do estresse. Na regido do HPC, ha a
predominancia de neurdnios glutamatérgicos presentes nas células granuladas do
giro dentado e neurbnios piramidais da regiao CA1 e CA3 (CITRI; MALENKA,
2008). O desbalanco desta neurotransmissdo esta intimamente interligado a
fisiopatologia dos transtornos de ansiedade e humor em humanos e roedores, em
especial para os mediados pelos receptores N-Metil-D-Aspartato (NMDA)
(MCEWEN, 1999b; NASCA et al.,, 2015; SANACORA; TRECCANI; POPOLI,
2012).

Com neurotransmissao em comum e relevante comunicagao entre o HPC e
o CPFm regulando a resposta ao estresse (CERQUEIRA et al., 2007; GOLDMAN-
RAKIC; SELEMON; SCHWARTZ, 1984; IRLE; MARKOWITSCH, 1982; PADILLA-
COREANO et al., 2016; ROSENE; VAN HOESEN, 1977; SANT’ANA et al., 2019),
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levantamos a hipotese de que os comportamentos defensivos, do tipo ansioso de
roedores e evocados pelo uso do EDS, sédo regulados via neurotransmisséo
glutamatérgica e com alteragdo no padrao de comunicagao entre CPFm esquerdo/
hipocampo. Para testar nossa hipotese, nds investigamos os efeitos da exposi¢céo
ao estresse de derrota social crénica (EDS) em camundongos machos sobre (i) o
comportamento de evitagao social avaliado no teste de interacao social (TIS); (ii) o
comportamento do tipo ansioso no labirinto em cruz elevado (LCE); (iii)) a memodria
de curto prazo no teste de reconhecimento de objetos (RO); (iv) a marcagao de
AFosB, CaMKIl, bem como a dupla marcagao de AFosB + CaMKIl em neurdnios
localizados no hipocampo dorsal e ventral (HPCd e HPCv); (v) a presenga de
projecdes do PrL (CPFm) esquerdo para o HPCd e HPCv também foi investigada
via BDA (Dextran Amine-Texas Red® , Biotinylated; Vector Laboratories) (KIMET
et al., 2019).



16

2 OBJETIVO

2.1 Objetivos Gerais

Investigar (a) possiveis alteragdes comportamentais decorrentes da
exposicao ao estresse de derrota social (EDS), (b) identificar potenciais projecoes
do CPFm ao HPC e (c) a participacdo da neurotransmissdo glutamatérgica no

HPC de camundongos estressados.

2.2 Objetivos especificos

1. Verificar o comportamento associados a ansiedade e memoria de animais
socialmente derrotados cronicamente e submetidos ao teste de interagao
social, no labirinto em cruz elevado e no teste de reconhecimento de

objetos.

2. Verificar nas porg¢des dorsal e ventral do hipocampo proje¢cdes provenientes
do CPFm através de microinje¢cao intra Pré Limbico esquerdo de BDA

(neurotragador anterégrado)

3. Investigar o padrao de atividade hipocampal através da quantificacéo
AFosB, e marcacdo neuronal de CaMKIl, e colocalizagdes AFosB/CamKI|

em camundongos submetidos ao EDS.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Sujeitos

Cinquenta camundongos Swiss-Webster machos [(Universidade Estadual
Paulista / UNESP, SP, Brasil) (proveniente do biotério central da UNESP, SP de
Botucatu, SP)], com 7 semanas de idade e 35 camundongos agressores Swiss-
Webster machos, com cerca de 6 a 8 meses de idade, foram usados para realizar
o presente estudo. Os individuos atacados foram alojados em grupos de 10 por
gaiola (41 x 34 x 16 cm) e mantidos sob um ciclo claro/escuro de 12: 12 h (luzes
as 07:00 h) em um ambiente com temperatura controlada (23 £ 1 -C). Comida e
agua estavam disponiveis ad libitum, exceto durante breves periodos de teste.
Todos os sujeitos eram ingénuos no inicio dos experimentos e foram usados
apenas para esse experimento e eutanasiados ao fim deste. Os camundongos
agressores foram alojados individualmente em suas residéncias (28 x 17 x 12 cm)
e usados mais de uma vez por meio de um esquema de rotacdo definido pelo

experimentador.

3.2 Cirurgia estereotaxica e inje¢cao de neurotragador

Os camundongos foram submetidos a cirurgia estereotaxica para receber
0,1 pL do tragador neuronal anterogrado BDA (Dextran AmineTexas Red®,
Biotinylated-Vector Laboratories). O procedimento cirurgico utilizou anestesia
inalatéria com isoflurano (concentragdo de indugdo de 4-5% + 0,8-1 L / min e
concentragdo de manutencao de 1-3% + 0,8-1 L / min) e inser¢ao da agulha de
injecdo no CPFm esquerdo, seguindo as coordenadas: 1,9 mm posterior ao
bregma; 0,3 mm lateral ao bregma; 2,0 mm ventral a superficie do cranio. As
solugdes foram infundidas com o suporte de uma bomba (Micro4 Micro seringa
Pump) acoplada a uma seringa (0,5 pL, Neuros Syringe, modelo 7000,5 KH, 32
gauge) a uma taxa de 0,02 pL / min (volume final 0,1 uL). Ao final da infusdo do
tragador neuronal, a agulha permaneceu no encéfalo do animal por 5 minutos para
difundir o liquido. Ao final da cirurgia estereotaxica, os animais receberam injecao

subcuténea do anti-inflamatério e analgésico cetoprofeno (acido benzeno acético,
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5 mg / kg) e injecdo intramuscular do antibiotico ceftriaxona (ceftriaxona
hemipenta-hidratada sédica, 4 mg / kg) (STEPANOVIC-PETROVIC et al., 2014).

3.3 Estresse Cronico de Derrota Social (EDS)

O EDS consiste em um conflito entre coespecificos, no qual um animal
agressor residente dominante ataca um intruso, resultando na exibicdo de
diversos comportamentos defensivos no animal atacado. O residente, animal que
apresenta comportamento agressivo esponténeo, é isolado socialmente em
gaiolas individuais (28 x 17 x 12 cm) com ventilacdo separada por pelo menos 4
semanas para intensificar seu comportamento agressivo. Por causar mudancas
comportamentais, endocrinas e fisioldgicas, o modelo de derrota social foi
proposto para o estudo de disturbios comportamentais [por exemplo, depresséo,
abuso de drogas e ansiedade social. A derrota social é definida pela exibicdo da
postura submissa (elevagdo do corpo nas patas traseiras, patas dianteiras
estendidas em direcdo ao agressor, cabeca retraida e orelhas arqueadas por pelo
menos 3 segundos), ou por um periodo maximo de 3 minutos de agressao, o que
ocorrer primeiro. Posteriormente, o animal intruso foi colocado em um recipiente
perfurado (15,5 cm x 10,6 cm x 4,8 cm), no qual ainda podia cheirar e ver o animal
residente, mas sem contato fisico, periodo a que chamamos de derrota
psicoldgica, por 5 minutos. Esse procedimento foi realizado sob luz vermelha (5

lux), por um total de 10 dias consecutivos (sessoes).

3.4 Interacao Nao Agressiva (INA)

INA consiste em uma interagdo entre membros da mesma familia, ou seja,
animais que vivem na mesma gaiola. Semelhante ao protocolo EDS, os animais
foram colocados no mesmo modelo de caixa, no qual dois animais interagiram por
3 minutos. Posteriormente, um dos animais (escolhido ao acaso) foi colocado em
um recipiente perfurado (15,5 x 10,6 x 4,8 cm) por 5 minutos. Apds esse periodo,
0s animais trocavam de posig¢ao, o que ficava preso no recipiente ia para fora e
vice-versa, por mais 5 minutos. Este procedimento também foi realizado sob luz

vermelha (5 lux) e por um total de 10 dias consecutivos (sessdes). Os protocolos
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usados para as sessdes de EDS e INA foram semelhantes aos descritos por

Golden e colegas (2011).

3.5 Teste da Interagao Social (TIS)

Os sujeitos foram colocados individualmente na extremidade oposta da
caixa de contencdo de arame da arena de interagao social, que é um aparelho que
consiste em uma caixa de acrilico cinza opaca (42 x 42 x 15 cm) com uma caixa
de contencao de arame (10 x 6 x 15 cm) centrado em uma das paredes, com a
zona de interacdo em torno dela e duas zonas de espacamento em cantos
opostos, voltados para o lado oposto do alvo vazio, para avaliar a exploracdo da
linha de base por 150 segundos (habituacédo). Apds esse tempo, cada intruso foi
removido da arena e um residente agressor foi colocado no alvo. O intruso era
entdo colocado de volta na arena por mais 150 segundos para avaliar o
comportamento da interagdo social. Todas as sessbes foram gravadas sob
iluminagdo de luz vermelha (5 lux no chdo da arena) por uma camera montada
verticalmente ligada a um monitor e a arena foi cuidadosamente limpa com alcool

20% entre cada suijeito.

3.6 Labirinto em cruz elevado (LCE)

Um dos primeiros estudos usados para validar o comportamento de
exploragéo de bragos abertos e fechados foi o de Montgomery (MONTGOMERY,
1955), no protétipo do que seria o LCE, porém ainda em formato em Y. Nos anos
seguinte outros grupos adaptaram este aparato como usado hoje (HANDLEY;
MITHANI, 1984; PELLOW et al., 1985) e por fim adaptado para camundongos
(LISTER, 1987). Desde entdo vem sendo frequentemente usado como teste
comportamental para mensurar o comportamento do tipo ansioso (RODGERS;
DALVI, 1997). A principal medida usada para indicar variagbes deste
comportamento é o tempo gasto nos bragos abertos (PELLOW et al., 1985).

O LCE usado neste estudo é composto de dois bragos abertos (30 x 5 x
0,25 cm) e dois bragos fechados (30 x 5 x 15 cm) conectados por meio de uma

plataforma central comum (5 x 5 cm). O aparelho foi construido em madeira (piso)
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e vidro transparente (paredes transparentes) e foi elevado a uma altura de 38,5
cm acima do nivel do chdo. Cada camundongo foi colocado em uma gaiola de
contencao individual e posteriormente transportado para a sala do labirinto. O
teste comecou colocando o sujeito na plataforma central do labirinto (de frente
para um brago aberto), apds isto, o experimentador se retirou imediatamente para
uma sala adjacente. As sessdes de teste duraram 5 minutos e o labirinto foi
cuidadosamente limpo com alcool a 20% entre cada sujeito. Todos os
experimentos foram realizados sob iluminagao de 1 x 60 W durante a fase de luz
do ciclo claro-escuro (ou seja, 50 lux no piso da area central do LCE), com
diferenca da luminosidade do EDS e TIS, para evitar memaria de contexto.

Todas as sessdes foram gravadas por uma camera montada verticalmente
ligada a um monitor. As sessdes foram pontuadas as cegas para o tratamento por
um observador altamente treinado (confiabilidade intraexaminador = 0,90) usando
o software “X-Plo-rat 2005, (X-plo-rat 2005, Universidade de S&o Paulo) para
comportamento analise. Os parametros comportamentais compreenderam as
medidas espago temporais convencionais: frequéncias de entradas de braco
fechado (CE) [(medida usada para avaliar a atividade motora do animal (CRUZ et
al, 1994)] e entradas de brago aberto (OE) (entrada = todas as quatro patas em
um brago) e o tempo gasto no brago aberto do labirinto. Esses dados foram
usados para calcular a porcentagem de entradas de brago aberto [(% OE) -
(aberto / total) x 100] e a porcentagem de tempo de brago aberto (% OT) [(tempo
aberto / 300) x 100].

3.7 Teste de Reconhecimento de Objeto (RO)

Desde os estudos de Berlyne (BERLYNE, 1950), o fator novidade vem
sendo usado para mensurar a memoria tanto de curto prazo, quanto de longo
prazo de roedores, por meio do teste de RO (AGGLETON, 1985; DODART;
MATHIS; UNGERER, 1997; ENNACEUR; DELACOUR, 1988). Ainda que tenham
alguns modelos diferentes, nosso grupo optou por seguir o modelo de Ennaceur e
Delacour (ENNACEUR; DELACOUR, 1988) com o uso da habituagao prévia, sem
os objetos presentes na arena (FRICK; GRESACK, 2003; LEGER et al., 2013).



21

O paradigma RO mede uma forma de memoria baseada em experimentos
curtos e nao repetidos sem qualquer reforco, como comida ou choques elétricos.
O reconhecimento de objetos € uma tarefa de uma unica tentativa e ndo envolve o
aprendizado de nenhuma regra, sendo inteiramente baseado no comportamento
exploratorio espontaneo de roedores em relacdo a objetos. Em resumo, os
camundongos foram colocados em uma caixa quadrada de madeira laminada de
40 x 40 cm revestida com um laminado de plastico e cercados por uma parede de
50 cm de altura com piso de facil limpeza e iluminacédo de 1 x 60 W durante a fase
de luz do ciclo claro-escuro (50 lux no piso da area central). Os objetos a serem
discriminados eram frutas coloridas de plastico: dois saleiros na forma de um
abacaxi e um em forma de abacate, ambos de 10 cm de altura.

A tarefa de RO consistiu em uma fase de treinamento (T1) e uma fase de
teste (T2). Vinte e quatro horas antes do T1, eles foram habituados por 10 min ao
aparato experimental na auséncia de qualquer objeto. Cada camundongo foi
submetido ao procedimento separadamente e o cuidado foi tomado para remover
quaisquer pistas olfativas/sabor, limpando cuidadosamente a arena e objetos teste
entre as tentativas. No dia do experimento, o camundongo foi colocado por 5 min
na arena de teste voltado para a mesma direcdo e na mesma posi¢cao na presenga
de dois objetos de plastico idénticos (T1). O comportamento dos camundongos foi
registrado, e o tempo gasto explorando ativamente os objetos foi medido por dois
observadores experientes, desconhecendo a condicdo dos camundongos
(estressados ou NA) o aparato foi cuidadosamente limpo com alcool a 20% entre
cada sujeito..

A exploragao foi definida como cheirar ou tocar objetos com o nariz e/ou
patas dianteiras. Sentar ou girar ao redor dos objetos ndo era considerado
comportamento exploratorio. T2 foi realizado 2 h apds T1, onde cada camundongo
foi novamente colocado na arena de teste por 5 min na presenga de um dos
objetos familiares (F) e um objeto novo (N). A posigcdo dos objetos (esquerda/
direita) foi randomizada para evitar viés de ordem ou preferéncia de lugar. Os
camundongos foram colocados em uma gaiola temporaria entre as tentativas. O

comportamento dos camundongos durante o T2 foi registrado, e os periodos de
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exploragéo do familiar (tF) e do novo objeto (tN) foram medidos por um observador
experiente, inconsciente da condi¢cao de estresse. Um indice de discriminagao (ID)
foi calculado de acordo com a féormula (N - tF) / (tN + tF). Cuidados foram
tomados para evitar preferéncia de lugar e estimulos olfatérios, alterando
aleatoriamente a posicdo dos dois objetos durante T2, e limpando-os

cuidadosamente com alcool 20% (tanto em T1, quanto em T2).

3.8 Imunofluorescéncia

Apods o TIS, os camundongos foram perfundidos transcardialmente com 24
mL de solugéo salina tamponada com fosfato (PBS) 1X em pH 7,4, seguido por 50
mL de PFA fresco. Os encéfalos removidos foram fixados posteriormente em
paraformaldeido por 1 hora e transferidos para uma solugao de sacarose a 30%
em PBS 4 ° C. Ap6s 2 dias, o encéfalo foi congelado em gelo seco por 1 hora e
mantido a -80 ° C, até ser fatiado em sec¢des coronais de 35 um de espessura
(entre 2,54 mm e 3,08 mm posterior ao Bregma) no criostato (Leica CM 1850).
Vale ressaltar que foi feita uma marca, com uma agulha, no lado direito do
encéfalo para ter certeza sobre o hemisfério que estava sendo quantificado. As
fatias foram alocadas de forma seriada em placas de 12 pogos de forma que cada
em um dos pogos contivesse 8 fatias em bregmas semelhantes.

Para o AFosB e CaMKIl duplamente marcados, as secdes foram colocadas
em série em uma placa de 12 pogos contendo tampao fosfato 0,1 M (PB) com
azida de soédio 0,01%. As secbes foram lavadas 3 vezes em 0,1 M PB e, em
seguida, incubadas em bloco numa solugéo, contendo 10% de soro normal de
cabra e 0,3% de Triton-X 100 em 0,1 M PB, por 1 hora em temperatura ambiente
com agitacao suave. As sec¢des foram incubadas durante a noite com o anticorpo
primario previamente diluido em uma solucao de bloqueio. Os anticorpos primarios
usados foram: anti-AFosB (1: 1000, cat. No. EPR15905, Abcam) e anti-mouse
CaMKIl (cat. No. TH269517: 6G9, Thermo Fischer Scientific. Rockford - IL, EUA -
na concentracdo 1: 200). Os cortes foram lavados 5 vezes em 0,1 M PB e, a
seguir, incubados por 2 horas a temperatura ambiente com anticorpo secundario

(1: 1000 cada) diluido em solucdo de bloqueio. Os anticorpos secundarios usados
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foram: IgG Alexa-Fluor 488 anti-rabbit (1: 1000, cat. No. A21206, Life Technologies
Co. Eugene-OR, EUA) e IgG Alexa-Fluor 568 anti-mice (1: 1000, cat No. A11004,
Life Technologies Co. Eugene-OR, EUA). Apds a incubagao secundaria, as se¢des
foram lavadas 5 vezes em 0,1 M PB, montadas em laminas de vidro, cobertas
usando Fluoroshield Mounting Medium e seladas com esmalte de unha, uma vez
curadas.

As imagens foram obtidas em ampliagdo de 10X, 20X e 40X através de um
microscopio de fluorescéncia (Axio Imager.D2, Carl Zeiss Microscopy, LLC,
Thornwood-NY, EUA) conectado a um computador e digitalizadas pelo software
Zen Pro 2.0 (Carl Zeiss Microscopy, LLC, Thornwood-NY, EUA). A quantificagdo da
fluorescéncia foi realizada no software Imaged (NIH), utilizando a técnica
“Corrected total cell fluorescence”. Nesta técnica o programa mede a fluorescéncia
da area definida, entretanto, a fluorescéncia emitida pelo fundo (background) é
removida do valor final (FITZPATRICK, 2014). Os valores obtidos referem-se a
uma média obtida com 3-4 cortes de cada sujeito experimental/area.

Para a marcagdo BDA, as fatias contendo as regides do encéfalo de
interesse foram montadas em laminas gelatinizadas e laminulas. Posteriormente,
as projecdes do CPFm esquerdo para o HPCv e HPCd foram observadas via
microscopio de fluorescéncia (Axio Imager.D2, Carl Zeiss Microscopy, LLC,
Thornwood-NY, EUA).

3.9 Delineamento experimental

3.9.1 Experimento 1: Analise comportamental de camundongos submetidos
a derrota social crénica ou a interagao nao agressiva

Vinte animais foram submetidos a dez sessbes de EDS (n = 11) ou
interacdo nao agressiva (NA) (n = 9) (ver secdo 2.4 para detalhes) e entéo
expostos a interagao social (11° dia), labirinto em cruz elevado (12° dia) e testes

de reconhecimento de objetos (13° dia).
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3.9.2 Experimento 2: Avaliagdo das projecoes do CPFm esquerdo no
hipocampo HPCd e HPCv marcadas via BDA e analise qualitativa da
expressao de AFosB, CaMKIl e AFosB + CaMKII

Quatro camundongos receberam microinfusdo de tragador neuronal dentro
do CPFm esquerdo (ver segao 2.2 para detalhes), e, apds doze dias, foram
eutanasiados, e seus encéfalos removidos e histologicamente processados para
analises de projecdo em neurbnios do HPCd e HPCv que expressam AFosB,
CaMKIl, e marcagao AFosB + CaMKIl.

2.9.3 Experimento 3: Padrao de ativagao neuronal (AFosB) e sua correlagao
com a neurotransmissao glutamatérgica (CaMKIl) nas areas do hipocampo
de camundongos submetidos a EDS ou INA

Vinte animais foram submetidos a dez sessbes de EDS (n = 10) ou INA (n =
10) (ver segdo 2.4 para detalhes), e, apos 24 horas,foram eutanasiados, e seus
encéfalos foram removidos para ensaio de imunofluorescéncia para identificar
AFosB, CaMKIl e AFosB + CaMKIl em neurdnios bilateralmente marcados no
hipocampo ventral e dorsal. Um grupo experimentalmente ingénuo (n = 6) também
foi adicionado a este experimento para registrar os niveis basais de
imunofluorescéncia. Este grupo também incluiu o uso de BDA, ja que em um
primeiro delineamento, seria 0 usado o TIS para screening de animais relientes/
suscetiveis ao estresse, posteriormente, esse screening ndo obteve resultados
esperados e teve sua avaliacdo descartada, porém sem influéncia aos resultados

obtidos neste experimento.
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Figura 2. Delineamento experimental dos experimentos 1 e 3.

3.10 Estatistica.

Todos os resultados foram inicialmente submetidos ao teste de Levene para
homogeneidade de variancia. No TIS, a analise de varidncia (ANOVA) de duas
vias para medidas repetidas foi usada para avaliar os dados [fator 1: condi¢cao
(INA ou estresse); fator 2: alvo (sem alvo ou com alvo)]. O LCE e o RO foram
analisados usando-se o teste t de Student para amostras independentes. Os
dados de imunoistoquimica foram analisados por meio da ANOVA de uma via,
considerando-se o fator estresse (ingénua x nao agressiva x estresse). Quando
significativa, os dados da ANOVA foram analisados adicionalmente usando-se o
teste post hoc de comparagdes multiplas de Duncan. Valores de p < 0,05 foram

considerados significativos.

3.11 Etica: Os protocolos experimentais foram conduzidos de acordo com os
principios éticos do Conselho Nacional de Controle da Experimentacédo Animal
(CONCEA) e aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa local (CEUA / FCF
-UNESP: protocolo numero 23/2020).
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4 RESULTADOS

4.1 Experimento 1: EDS crénico aumenta o comportamento defensivo e

prejudica a memoéria

4.1.1 Teste de interagao social

A Figura 3 representa o tempo gasto na (A) zona de interagao (ZI) ou (B)
zona de afastamento (ZA) exibida por camundongos submetidos a interagdo nao
agressiva (INA; n = 9) e submetidos as derrotas (EDS; n = 11) na auséncia (sem
alvo) e presencga (alvo) de um residente da mesma espécie. Uma ANOVA de duas
vias para medidas repetidas indicou efeitos significativos para o tempo de
exploracéo no Zl para a condigao [F (1,36) = 9,61; p <0,05] e alvo [F (1,36) =
58,82; p <0,05] fatores, mas nao para interagéo entre fatores [F (1,36) = 1,90; p>
0,05]. O teste post hoc revelou que os camundongos INA exploraram mais o ZI na
presenca do que na auséncia do alvo. Em contraste, os camundongos EDS
passaram menos tempo no ZI na presenga do que na auséncia do alvo (Fig.3A). A
ANOVA de dois fatores para medidas repetidas também indicou mudancas
significativas na ZA para a condigao [F (1,36) = 4,22; p <0,05] e alvo [F (1,36) =
9,09; p <0,05] mas nao para interagéao entre fatores [F (1,36) = 3,25; p> 0,05]. O
teste post hoc revelou que o grupo EDS também passou mais tempo na ZA com o

alvo em comparagao com a situagdo em que o alvo nao esta presente (Fig.3B).

A Figura 3C representa a razdo de interagdo social no ZI e ZA de
camundongos INA e EDS. O teste t de Student indicou uma diminuicao no Z| [t
(18) = 2,23, p <0,05] e aumento no ZA [t (18) = -1,21, p <0,05]. Esses resultados
demonstraram um aumento no comportamento de evitagdo social no grupo EDS

em comparagao com o grupo INA (Fig.3C).
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Figura 3. O estresse cronico de derrota social induz comportamento de evitagdo social em
camundongos. (A) Camundongos EDS (n = 11) passam menos tempo na zona de interagédo (ZI)
com um alvo nao familiar em comparagao com os camundongos INA (n = 9). (B) Tempo gasto na
zona de afastamento (ZA) na auséncia e presenca do alvo. (C) Taxa de interagdo social no ZA. As
barras representam a média (+ SEM). * p <0,05 em comparagdo com a sem o alvo do respectivo

grupo ou com o grupo INA. INA, interagdo ndo agressiva; EDS, estresse de derrota social.

4.1.2 Labirinto em Cruz Elevado

A Figura 4 representa a porcentagem de entradas e tempo no brago aberto (A), e
a frequéncia de entradas no brago fechado (B) de camundongos submetidos a
interacdo EDS ou INA e expostos ao LCE. O teste t de Student indicou que os
animais EDS (n = 11) apresentaram uma redugédo na porcentagem de tempo de
brago aberto em comparagdo com os animais INA (n = 9) tempo (t (18) = 2,40; p
<0,05) (Fig. 4A). Nao foram encontradas diferengas significativas para o numero
de entradas no brago fechado (t (18) = 1,03; p> 0,05) (Fig. 2B). Esses resultados
demonstraram um aumento no comportamento do tipo ansioso no grupo EDS em

comparagao com o grupo INA.
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Figura 4. O estresse de derrota social crénica (EDS) induz comportamento semelhante a
ansiedade em camundongos. (A) Porcentagem de entradas e porcentagem de tempo no brago
aberto do LCE. (B) Frequéncia de entradas de brago fechado no LCE. As barras representam a
média (+ SEM). * p <0,05 comparado ao grupo INA. INA, interacdo nao agressiva; EDS, estresse

de derrota social.
4.1.3 Teste de reconhecimento de memoéria (RO)
A Figura 5 representa o tempo gasto explorando objetos novos ou familiares (A) e

o indice de discriminagao (B). A ANOVA de duas vias revelou efeito significativo

para o fator objeto [F (1,36) = 4,26; p <0,05] mas nao para o fator condi¢ao [F
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(1,36) = 3,82; p> 0,05] ou para interagdo entre o tratamento e a porcentagem de
tempo gasto explorando objetos novos ou familiares [F (1,36) = 2,49; p> 0,05] (Fig.
5A). O teste t de Student indicou que os animais EDS (n = 11) tém um indice de
discriminagao prejudicado em comparagao com os animais INA (n = 9) (t (18) =
2,77; p <0,05) (Fig. 5B). Esses resultados demonstraram um comprometimento da

memoria do grupo EDS em comparagao com o grupo INA.

Figura 5. A Memdria de reconhecimento de objetos do grupo EDS foi prejudicada em
camundongos. (A) Porcentagem de tempo gasto explorando o objeto familiar e novo no RO. (B)
indice de Discriminagdo no RO. As barras representam a média (+ SEM). * p<0,05 comparado ao

grupo INA. INA, interagdo nao agressiva; EDS, estresse de derrota social.

4.2 Experimento 2: A injecdo de BDA no CPFm esquerdo atinge HPCd e

HPCv, onde a marcacao AFosB, CaMKIl e AFosB + CaMKIl sao expressas.

A Figura 6 mostra o local de injegao de BDA, o PrL esquerdo (Fig. 6A), a migragao
do tragador neuronal BDA para o hipocampo dorsal (Fig. 6C e 6D) e para o ventral
(Fig. 6E e 6F) e um representagao diagramatica do corte marcado via BDA do

HPC (Fig. 6G).
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Figura 6: Fotomicrografias representativas da injecdo do BDA. (A) Figura representativa do PrL
esquerdo, representagédo diagramatica baseada no atlas de Paxinos & Watson (2001) (PAXINOS;
FRANKLIN, 2001). (B) Local de microinje¢cdo de BDA no PrL esquerdo (barra de escala= 200 pym).
(C) Figura representativa do HPCd e (F) HPCyv, representagéo diagramatica baseada no atlas de
Paxinos & Watson (2001) (PAXINOS; FRANKLIN, 2001). Proje¢des marcadas via BDA no HPCd
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esquerdo (D); no HPCd direito (E); no HPCv esquerdo (G) e no HPCv direito (H). (D, E, G e H,
barra de escala= 20 ym);

4.3 Experimento 3: O estresse de derrota social crénica provoca efeitos
diferenciados na marcag¢ao neuronal AFosB, CaMKIl e AFosB + CaMKIl no

HPCd e HPCv.

A Figura 7 mostra uma fotomicrografia ilustrativa de cortes de imunofluorescéncia

de neurénios marcados com AFosB (Fig.7A) e CaMKII (Fig. 7B) no HPCd.

A Figura 8 representa o padréo de ativacdo em AFosB, CaMKIl e AFosB + CaMKII
no HPCd. Para o AFosB, a ANOVA de duas vias mostrou efeito significativo para o
fator condigao (F (2, 30) = 10,47, P <0,05), mas sem efeito significativo para o
fator lado (F (1, 30) = 0,8213, P > 0,05), e entre o fator interacéo (F (2, 30) =
0,6967 P> 0,05). A analise post hoc de Duncan revelou uma diminuicdo na
expressao de AFosB nos lados direito e esquerdo do HPCd em animais que foram

submetidos ao EDS crénico (Fig. 8B).

Nas avaliagdes para a imunofluorescéncia CaMKIl, a ANOVA de duas vias néo
revelou efeitos significativos para nenhum fator [Condi¢do (F (2,30) = 0,448, P>
0,05); Lado (F (1, 30) = 0,1368, P> 0,05); Interacéo (F (2,30) = 0,09977, P> 0,05)].
Uma falta de efeitos semelhante foi revelada para a marcagédo AFosB + CaMKII no
HPCd [Condigdo (F (2,30) = 1,796, P> 0,05); Lado (F (1, 30) = 0,404, P> 0,05);

Interagao (F (2,30) = 0,1197, P> 0,05)].
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Figura 7: Fotomicrografia representativa no aumento de 10X de neurdnios marcados
positivamente para (A) AFosB e (B) CaMKIl no hipocampo dorsal. Bregma: -1,94 (barra de escala=
100 pm).
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Figura 8: (A) Fotomicrografias das regides

esquerda e direita do hipocampo dorsal em um aumento de 20X representativo da marcacgao
neuronal positiva para AFosB, (D) CaMKIl e (E) colocalizagdo AFosB + CaMKIl em animais
ingénuos, ou submetidos a interagdo INA ou EDS (Estressado) (A, C e E, barra de escala= 50 ym).
(B) Avaliagao da fluorescéncia total corrigida (CTCF) para AFosB, (D) CaMKIl e (F) colocalizagao
AFosB + CaMKII por mm2 no hipocampo dorsal. As barras representam as médias e o erro padrao
da média (+ EPM). #p <0,05 comparado ao grupo ingénuo e NA; n = 5-7 por grupo.
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A Figura 9 representa o padrao de ativagdo em AFosB, CaMKIl e AFosB +
CaMKIl no HPCv. Para o AFosB, a ANOVA de duas vias mostrou efeito
significativo para o fator de condicao (F (2, 30) = 16,58, P> 0,05), mas sem efeito
significativo para o fator lado (F (1, 30) = 0,02, P > 0,05), e interagao entre fatores
(F (2, 30) = 0,99 P> 0,05). A analise post hoc de Duncan revelou um aumento na
expressao de AFosB nos lados direito e esquerdo do HPCv em animais que foram

submetidos ao EDS crénico (Fig. 9B).

Nas avaliagdes para a imunofluorescéncia CaMKII, a ANOVA de duas vias
revelou efeito significativo para o fator de condi¢ao (F (2, 30) = 12,72, P> 0,05),
mas nenhum efeito significativo para o fator lado (F (1, 30) = 0,23, P> 0,05) e
interagc&o entre os fatores (F (2,30) = 0,18 P> 0,05). A analise post hoc de Duncan
revelou um aumento na expressdao de CaMKIl nos lados direito e esquerdo do
HPCv em animais que foram submetidos a EDS crénico (Fig. 9D). As analises
estatisticas de colocalizagbes para AFosB + CaMKIlI no hipocampo ventral
também revelaram efeitos significativos para o fator de condicao (F (2, 30) = 9,96,
P> 0,05), mas nenhum efeito significativo para o fator lado (F (1, 30) = 0,05, P>
0,05) e interagéo entre os fatores (F (2, 30) = 0,07 P> 0,05). O teste post hoc de
Duncan revelou uma reducédo da marcacao AFosB + CaMKIl no HPCv de animais

expostos a EDS em comparagédo com grupos INA e ingénuo (Fig. 9F).
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Figura 9: (A) Fotomicrografias das regides esquerda e direita do hipocampo ventral com um
aumento de 20X representativo da marcagdo neuronal posﬁ"gaSpara AFosB, (C) CaMKIl e

Colocalizagbes; AFosB / CaMKIl em animais mgenuos submgtidod a INA e submetidos a EDS
(Estressados). (A, C e E, barra de escala= 50 ym) (B) Avalla'ga i} quores ncia total corrng

(CTCF) para AFosB, (D) CaMKII e (F) AFosB / CaMKII localiza %op ipocampo vasiral
As barras representam as médias e o erro padrao da medla&l+ ERN 05 @omparc
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5 DISCUSSAO

Neste estudo, observamos mais uma vez que o protocolo de EDS é capaz
de alterar o padrdo comportamental dos animais, desde evitagdo social, até
alteragdes no comportamento de tipo ansioso e prejuizo na memoria de curto
prazo. Outro achado que corrobora trabalhos anteriores do grupo é o
envolvimento ndao somente do CPFm como um todo, mas especificamente da
regiao do PrL esquerdo, tendo comunicagdes marcadas (ou seja, projegoes
diretas) por BDA, tanto para o HPCd quanto HPCv (para ambos os lados, mesmo
que em proporc¢des diferentes). Sobre estas duas ultimas regides, nas analises de
imuno-histoquimica, encontramos diferengas no padrao de ativagéo das proteinas
AFosB/CaMKIl, com diminuicdo bilateral na expressdao de AFosB no HPCd e

aumento bilateral na expressao de AFosB e CaMKIl no HPCv nos animais
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estressados, indicando assim a diferenga do papel destas regides na modulagéo

de comportamentos defensivos e da meméria.

Os testes comportamentais demonstraram que o protocolo de EDS foi
capaz de gerar comportamentos defensivos, principalmente os do tipo ansioso. No

teste de interacdo social, os animais demonstraram evitagao social, principalmente

pelo tempo gasto na zona de afastamento na presenca de um animal residente,
um resultado semelhante aos obtidos no protocolo que nos baseamos neste
estudo (GOLDEN et al., 2011). Como estudado por Montgomery (MONTGOMERY,
1955), os camundongos apresentam dois drives, o do medo e o da exploragao,
que somado aos estudos de Berlyne (BERLYNE, 1950), que abordavam a
preferéncia pela novidade e curiosidade destes animais, indicando o
comportamento mais comum destes animais no TIS, interagir com o coespecifico

residente. Este realmente é o comportamento observado para os animais
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expostos a INA, porém o mesmo nao ocorre para os submetidos ao EDS, que
evitam explorar esta regido onde um residente semelhante (residente/agressor
nunca usado no protocolo EDS do animal testado) esta presente. Este
comportamento, a evitacdo social, tem sido encontrado até mesmo em animais
que apenas testemunham o EDS, sem nunca ter tido contato corporal com um
residente/agressor (CARNEVALI et al., 2020; WARREN et al., 2013).

Figura 10: Aparato usado no TIS. ZI: Zona de interagéo, ZA: Zona de afastamento.

Aqui vale a mencao de que os resultados obtidos neste protocolo, para os
animais INA, foram diferentes do que normalmente foi encontrado em testes de
TIS (GOLDEN et al., 2011; SANTOS-COSTA et al., 2021), ja que em nosso estudo
este grupo evitou também a zona de interagao do alvo. Algumas hipoteses foram
levantadas para explicar esse desvio de resultado, no teste que usamos como
base (GOLDEN et al., 2011), o alvo utilizado impossibilita que os animais o subam,
jA no nosso caso, isso foi possivel e observamos que os animais acabam
passando bastante tempo sobre a gaiola sem o animal residente. Outro possivel
motivo é a leva de animais, notamos que algumas delas os animais vinham mais
estressados por si s6 e em outros, ndo. O que nos leva a esse motivo é que em
resultados ndo usados neste estudo, em datas bem préximas, os animais INA nao
demonstraram evitagdo a zona de interagdo, mesmo com a presenga do animal
alvo. Atualmente ja adquirimos um recipiente que impossibilita a subida dos
animais nele, logo nossos proximos estudos devem ter esse resultado mais

proximo dos estudos usados como base e também outros resultados do proprio
grupo.

Figura 11: Aparato usado no LCE.

No labirinto em cruz elevado, os animais demonstraram uma diminuigao no
tempo gasto nos bragos abertos do labirinto, compativel com efeito ansiogénico
causado pelo EDS, tanto em protocolos agudos (BERTON et al., 1999; LIEBSCH
et al., 1995; RODGERS; COLE, 1993), quanto crénicos (AVGUSTINOVICH;
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KOVALENKO; KUDRYAVTSEVA, 2005). Além disso, estimulos estressores, de
maneira geral, parecem suscitar tal efeito, ja que outros protocolos de estresse,
também foram capazes de induzir aumento de comportamento do tipo ansioso no
LCE. Dentre eles, destacam-se os de restricdio (GAMEIRO et al., 2006;
MANCHANDA; JAGGI; SINGH, 2011), de isolamento social (HERMES et al.,
2011; WEISS et al.,, 2004) e de instabilidade social (GREEN; BARNES;
MCCORMICK, 2013; SAAVEDRA-RODRIGUEZ; FEIG, 2013). Este conjunto de
comportamentos do tipo ansioso também foi demonstrado em estudos anteriores
do nosso grupo (COSTA et al.,, 2016; FARIA; LAVERDE; NUNES-DE-SOUZA,
2020; SANTOS-COSTA et al., 2021; VICTORIANO et al., 2020b).

Ainda sobre os testes comportamentais, os animais estressados
apresentaram um prejuizo no reconhecimento de novos objetos. H4 uma vasta
literatura indicando as razbes em que o estresse prejudica a formagdo de
memoria, principalmente as relacionadas ao hipocampo (DIAMOND et al., 2007;
JOELS; BARAM, 2009; VOGEL et al., 2017). Aparentemente, esta ¢ uma
adaptacao para que apenas memorias relacionadas ao estresse sejam adquiridas
e consolidadas (DIAMOND et al., 2007; JOELS; FERNANDEZ; ROOZENDAAL,
2011; SCHWABE et al., 2012). As razbes para tal mudanga de prioridade na
formagao de memoria vao desde diminuigao tanto na ramificagéo dendritica apical
quanto no comprimento dendritico total (GALEA et al., 1997; WATANABE et al.,
1992), mudanga no padrdo de producdo gendmica de glicocorticoides (JOELS;
BARAM, 2009), até alteracdo da consolidagdo da memoria do eixo “cognitivo”
CPFm-Hipocampo ao rigido controle pelo corpo estriado dorsal da memdria
baseada em habitos (SCHWABE et al., 2012; VOGEL et al., 2017).

O protocolo de EDS, usado nesse estudo, foi baseado naquele descrito por
Golden e colaboradores (GOLDEN et al., 2011), no qual por meio de 10 dias de
confronto agonistico, os animais apresentam comportamentos do tipo ansioso,
condizentes com os resultados encontrados neste estudo e em anteriores
(CARNEVALI et al., 2020; WARREN et al., 2014). Com base no protocolo do EDS,

também observamos prejuizos na memdria semelhantes a outros estudos com
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EDS (DUQUE; VINADER-CAEROLS; MONLEON, 2016; TIAN; XU; GUI, 2018;
WANG et al., 2011). Cabe ressaltar que outros protocolos de estresse também
levam a prejuizos na memoria, dentre eles, o de restricdo de movimento, nado
forcado e exposicdo ao éter (EAGLE; FITZPATRICK; PERRINE, 2013; LI et al.,
2012; NAVA-MESA; LAMPREA; MUNERA, 2013); o estresse crénico moderado
(uma variedade de estressores imprevisiveis) (LI et al., 2008); e o de instabilidade
social (PROVENSI et al., 2019).

Outra regido abordada nesse estudo foi o CPFm. Usando a injegado de BDA
(um marcador de neuro-comunicagdo anterograda) na sub-regido do PrL
esquerdo, onde ja encontramos evidéncias recentes com um papel proeminente
na regulacdo do estresse (COSTA et al.,, 2016; VICTORIANO et al., 2020).
Condizente com a literatura atual, houve marcacao no hipocampo, demonstrando
a importante comunicacdo direta entre essas duas regides (CERQUEIRA;
ALMEIDA; SOUSA, 2008; KIM; CHO, 2017b; KO, 2017). A atividade sincronizada
destas duas regides, somada também a comunicagdo com a amigdala, forma uma
circuitaria responsavel pela formagédo de memodria relacionada ao contexto do
estresse (KIM; CHO, 2017a). Vale ressaltar que o hipocampo tem funcao distinta
dependendo da sua regido e que estas comunicag¢des recebidas do CPFm sao
continuadas de diferentes formas, como a regido ventral tendo projecoes
retornando para o CPFm (KIM; CHO, 2017a) e para a amidala (KISHI et al.,
2006), enquanto a regido dorsal se comunica indiretamente via cértices entorrinal
e perirrinal com estas mesmas regides (PITKANEN et al., 2000; TANAKA et al.,
2014).

Nas nossas analises de imunofluorescéncia, encontramos algumas
diferencas nas sub-regides do hipocampo, tanto para a expressao do AFosB (um
marcador de atividade neuronal) (NESTLER, 2013; PERROTTI et al., 2004) ,
quanto para CaMKIl (um marcador para neurotransmissdo glutamatérgica) bem
como para a dupla marcacdo AFosB/CaMKIl. No hipocampo dorsal houve uma
diminuicao bilateral na expressao de AFosB dos animais estressados. Nao houve

diferenca para o CaMKIl e para dupla marcacgéao, indicando uma possivel menor
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ativagao de tal regido. Ainda que haja resultados indicando o efeito oposto no GD
dorsal (COOPER et al., 2017), este é condizente com o efeito do estresse no
hipocampo, como a atrofia dos dendritos (GALEA et al., 1997; WATANABE et al.,
1992) ou a supressdo da neurogénese desta regido (MCEWEN, 1999b) . Por
outro lado, esses resultados também indicam que os neurdnios afetados n&o sao
ativados por glutamato, ja que a ativagdo por meio de canais de NMDA, induz o
influxo de Calcio e a cascata de ativagcao da enzima CaMKII, e mesmo com menor
ativagdo dos neurdnios da regido (reducdo de AFosB), a expressédo de CaMKII
permaneceu inalterada. Este achado pode indicar a ocorréncia de modulagao por
outros neurotransmissores, como serotonina (SANT’ANA et al., 2019), acetilcolina
(AMARAL; KURZ, 1985; MORENO-CASTILLA et al., 2017), adrenalina (VERNEY
et al., 1985) e/ou endocanabinoide (HARTMANN et al., 2019b).

Interessantemente, um elegante estudo envolvendo o uso de “Designer
Receptors Exclusively Activated by Designer Drugs” (DREADDs) demonstrou que
a inativagao do HPCd levou a prejuizo na memdéria do teste de RO (TUSCHER et
al., 2018). Corroborando, a inibigdo do HPCd também causou prejuizo em outros
testes de memoria, como o de localizagdo de objetos (HAETTIG et al., 2011;
TUSCHER et al., 2016), a preferéncia por um objeto novo e o do labirinto aquatico
de Morris (STACKMAN et al., 2016). Corroborando nossos resultados, a literatura
demonstra que a inibicdo/menor ativagcdo do HPCd induz ao prejuizo na memoaria
em diferentes testes do tipo, porém uma pergunta ainda fica em aberto: O que
levou a inibicdo/menor ativagdo do HPCd? Ainda que a hipdtese do estresse
modular esse processo sobre o HPC (GALEA et al.,, 1997; MCEWEN, 1999b;
WATANABE et al., 1992) seja a resposta mais robusta, ainda n&o esta claro qual é

0 exato mecanismo de ag&o para tal.

Diferente dos resultados obtidos no HPCd, a imunofluorescéncia no HPCv
mostrou aumento bilateral da expressdao de AFosB e CaMKIl nos animais
estressados, indicando um importante papel desta regido na modulagdo a
exposi¢ao ao estresse. Dado que a exposi¢cao ao EDS crénico também induziu

comportamentos defensivos e do tipo ansioso, sugerimos que esse perfil
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ansiogénico induzido pelo estresse possa ser modulado por neurbnios
glutamatérgicos localizados no HPCv. Se assim for, esses resultados corroboram
estudos anteriores, que mostram o envolvimento da porgao ventral do hipocampo
na modulagdo do comportamento ansiogénico (BANNERMAN et al., 2004b;
HENKE, 1990; TOVOTE; FADOK; LUTHI, 2015) bem como o papel dos neurdnios
glutamatérgicos em seu controle (ROBISON; NESTLER, 2011). Curiosamente, os
presentes resultados também mostraram uma diminuicdo bilateral na
colocalizagdo AFosB + CaMKII no HPCv de animais estressados, indicando que
além de estimular os neurénios glutamatérgicos, o EDS crénico também ativou
outros sistemas de neurotransmissdo [por exemplo, serotonérgicos (KOHLER;
CHAN-PALAY; STEINBUSCH, 1981; SAULIN; SAVLI; LANZENBERGER, 2012),
noradrenérgico (HARING; DAVIS, 1985) e/ou endocanabindide (HUDSON;
RUSHLOW; LAVIOLETTE, 2018; TAKACS et al., 2015)] que podem desempenhar

um papel inibitério nos neurdnios glutamatérgicos.

O grupo de Gordon J. A. vem demonstrado nos ultimos anos que a inibigéo
da comunicacgédo (via emprego da técnica de optogenética) do HPCv e do CPFm
gera respostas do tipo ansiosas (ADHIKARI; TOPIWALA; GORDON, 2010, 2011;
PADILLA-COREANO et al., 2016). Concomitantemente, outros tipos de inibigdo
também foram capazes de levar a respostas do tipo ansiosa, como lesbes
citotoxicas e inativagao farmacolégica (BANNERMAN et al., 2003; KIELSTRUP et
al., 2002). Em contrapartida, a ativagao de proje¢des do HPCv para o CPFm,
aumentou as respostas defensivas (PARFITT et al., 2017). Somado aos nossos
resultados, o HPCv parece modular positivamente comportamentos defensivos
quando estimulado, mas uma questido muito parecida com os resultados do HPCd
permanece: o que teria ocasionado a maior ativagdo do HPCv? Como discutido
aqui, projegcdes vindas e enviadas ao CPFm parecem ter papel central neste
processo, que corroboram também nossos resultados com o emprego do BDA.

Contudo, novos estudos sdo necessarios para esclarecer este tema.

Entretanto, diferente do que ocorre com o CPFm (COSTA et al., 2016;
FARIA; LAVERDE; NUNES-DE-SOUZA, 2020; SANTOS-COSTA et al.,, 2021;
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VICTORIANO et al., 2020), ndo encontramos nenhum efeito de lateralidade no
HPC. Analisando a literatura, é possivel identificar a lateralizagdo funcional do
HPC, mas com vasta quantidade de dados, apenas para humanos, onde o lado
esquerdo é especializado para memoria episodica, contextual e autobiografica
(MAGUIRE; FRITH, 2003; SPIERS et al., 2001) e o lado direito & especializado
para navegacao espacial (HOWARD et al., 2014; MAGUIRE et al., 1998; SPIERS
et al., 2001). Contudo, os estudos envolvendo roedores, ainda ndo chegaram a
resultados conclusivos, mas ja existe uma série de achados indicando lateralidade
para aquisicdo de memoria espacial e a habilidade de criar rotas, no HPC de
roedores (JORDAN, 2020; KLUR et al., 2009; SHINOHARA et al., 2012). Como no
nosso estudo o teste de memodria nédo envolveu localizagdo espacial,
possivelmente ndo conseguimos identificar a lateralizagao funcional demonstrada
em outros estudos, uma vez que nossos resultados apontaram para aumento ou
diminuicdo de ativagao, os quais foram igualmente distribuidos nos hemisférios do
HPC. Todavia, quando o tema ¢ lateralidade do HPC na modulagcdo de
comportamentos defensivos, ha escassez de trabalhos na area, deixando em

aberto a lacuna para novas investigagdes.

Em resumo, nossos resultados sugerem que ha comunicagdo direta do
CPFm esquerdo e o HPC, tanto para sua porgao ventral como para a dorsal, ja
que o BDA n&o é um marcador transinaptico. Outro resultado encontrado neste
estudo indicou que o estresse do EDS alterou a neurocomunicag¢ao do hipocampo,
tendo consequéncias opostas em cada sub-regido e demonstrando a atuagao de

outras neurotransmissdes, além da glutamatérgica.

6 CONCLUSAO

O presente estudo demonstra que (i) o EDS crénico pode induzir evitagéo
social e (ii)) comportamentos ansiogénicos € comprometimento da memoaria de
curto prazo, e (iii) diferentes padrdes de ativagao neuronal no hipocampo dorsal e

ventral de camundongos, (iv) ndo apenas o0s neurbnios glutamatégicos foram
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recrutados para desempenhar um papel na modulacdo desses comportamentos e
ainda que (v) a sub-regido do Pré Limbico esquerdo do CPFm tem ligagdes

bilaterais tanto para o hipocampo dorsal quanto para hipocampo ventral.
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