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RESUMO

Novaes LS. Efeito protetor do enriquecimento ambiental na manifestagao tardia da
ansiedade e do déficit de extingdo da memodria de medo induzidos pelo estresse agudo
em ratos: o papela da sinalizacdo de glicocorticoide no complexo basolateral da
amigdala. [Tese (Doutorado em farmacologia)]. S&do Paulo: Instituto de Ciéncias
Biomédicas, Universidade de Sao Paulo, Sao Paulo; 2017.

As consequéncias de eventos estressantes sobre a saude humana, principalmente
relacionada a condigao psiquiatrica, tem ganhado notoriedade nos ultimos anos em
decorréncia do crescente numero de comorbidades associadas ao estresse
registradas nas grandes cidades. Transtornos emocionais relacionados a sintomas de
ansiedade sdo comuns dentre os relatados na clinica psiquiatrica e ganham
importancia em trabalhos cientificos devotados ao estresse, que lancam mao de
abordagens diversas para compreender os mecanismos neurobiologicos subjacentes
a a persisténcia de sintomas ansiosos decorrentes de um evento estressante.
Trabalhos prévios mostraram que tanto o estresse agudo de contengdo quanto a
administracédo sistémica de corticosterona (CORT, horménio glicocorticoide murino)
promovem, 10 dias depois, comportamento do tipo ansioso e remodelamento
dendritico no complexo basolateral da amigdala (BLA) em ratos. Além disso, alguns
trabalhos recentes mostraram que a exposi¢cao ao enriquecimento ambiental (EA)
reverteu o efeito ansiogénico e sobre a modulagao dendritica do BLA induzidos por
estresse repetido. Em trabalho recente, nés verificamos que o EA preveniu o efeito
ansiogénico imediato do estresse agudo de contencéo. Esse efeito protetor do EA
pareceu estar relacionado a seu efeito preventivo no aumento da atividade neuronal
e do receptor de glicocorticoide (GR) no BLA. No presente trabalho, nés verificamos
que o EA preveniu tanto o surgimento do comportamento do tipo ansioso quanto o
déficit de extingdo da memoadria de medo induzidos por estresse agudo de contengao
verificados 10 dias depois. Porém, ndo esta claro se esses efeitos estao relacionados
com alteragdes na arvore dendritica do BLA e/ou com a atividade de GR no mesmo
nucleo. Dessa forma, um dos objetivos centrais do trabalho foi determinar se o efeito
preventivo do EA na persisténcia das alteracbes comportamentais, e nas alteracdes
morfolégicos no BLA, induzidas por estresse agudo, sao atribuidas as acbes de
CORT. No6s observamos que o efeito preventivo do EA na ansiedade e no déficit de
extingao, verificados 10 dias apds o estresse, ndo estao relacionados a prevencao no
aumento da densidade de espinhos dendriticos do BLA. Além disso, ainibicdo da
sintese de CORT por metirapona preveniu a emergéncia do comportamento do tipo
ansioso 10 dias ap6s o estresse, indicando que a sinalizagdo desse hormonio é crucial
para os efeitos comportamentais tardios relacionados ao estresse agudo. Finalmente,
langando mao do uso da tecnologia do DNA recombinante, nés verificamos que a
inibicdo da atividade gendémicoa de GR no BLA preveniu o comportamento do tipo
ansioso manifestado 10 dias apds o estresse

Palavras-chave: Estresse. Enriquecimento ambiental. Ansiedade. Extingdo da
memoéria de medo. Amigdala.



ABSTRACT

Novaes LS. Environmental enrichment protection on acute stress-induced late
anxiety-like behavior and fear extinction impairment in rats: role of glucocorticoid
receptor signaling in the basolateral nucleus of amygdala. [PhD Thesis
(Pharmacology)], Sdo Paulo: Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sao
Paulo; 2013.

The consequences of stressful events on human health, especially related to
psychiatric disorders, have gained attention in recent years due the increasing number
of comorbidities associated to stress in large cities. Anxiety-related disorders are
common among the psychiatric patients and are widely present in studies devoted to
stress, which use different approaches to investigate the neurobiological mechanisms
underlying the persistence of anxiety symptoms caused by a stressful event. Either
acute restraint stress or systemic injection of corticosterone (CORT, a rodent
glucocorticoid) in rats leads to enhanced anxiety-like behavior and dendritic branch
remodeling in the basolateral amygdala complex (BLA) 10 days later. Also, some
studies showed that exposure to environmental enrichment (EE) reverted the long-
lasting anxiety-like behavior and the repeated stress-induced BLA dendritic
hypertrophy in rats. In a recent study, we found that EE prevented anxiety-related
behavior in adult rats observed immediately after acute restraint stress. This protective
role of EE appears to be due to the prevention of the stress-induced increase in
neuronal activity and in glucocorticoid receptor (GR) nuclear activity in the BLA. In this
study, we showed that EE prevented the restraint stress-induced long-lasting anxiety
and contextual fear extinction impairment in adult rats. However, it is not yet clear if
this protective role of EE is related to changes in the dendritic branch and/or in the GR
signaling in the BLA. The present study sought to determine whether the preventive
effect of EE on persistent stress-related changes in behavior as well as in the BLA
morphology and activity are attributed to CORT signaling. We found that the EE-
induced protection on anxiety-like behavior and fear extinction impairment 10 days
after acute restraint stress was not related to prevention of the increase in spine density
in BLA. Moreover, systemic injection of GC synthesis inhibitor (metyrapone) prevented
the anxiety-like behavior 10 days after stress, showing that GC signaling during stress
is crucial to late stress-related behavior. Finally, by antagonizing the genomic signaling
of the endogenous GR in the BLA, through the use of recombinant DNA technology,
we prevented the emergence of anxiety-related behavior 10 days after acute stress.

Keywords: Stress. Environmental enrichment. Anxiety. Fear extinction. Amygdala.
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1 INTRODUGAO

As respostas fisiolégica e comportamental do organismo a estimulos
estressores possuem um importante valor adaptativo, na medida em que o preparam
para lidar com uma situagédo de risco. Porém, a recorrente submissdo a estimulos
dessa ordem implica em alteracbes adaptativas em sistemas enddécrinos e de
mediadores neurais, como os hormdnios glicocorticoides (GCs) e as catecolaminas
(McIntyre et al., 2012). Esses mediadores estdo diretamente implicados no
desenvolvimento de transtornos psiquiatricos de humor e ansiedade, como
depressao, sindrome do panico, transtorno obsessivo compulsivo e transtorno do
estresse pos-traumatico (TEPT; Abelson et al., 2007; Kluge et al., 2007; Ressler e
Nemeroff, 1999). Dados divulgados pela Secretaria de Previdéncia do Ministério da
Fazenda em parceria com o Instituto Nacional do Seguro Social (INSS)' mostram que,
entre os anos de 2014 e 2016, foram concedidos no Brasil 538.493 auxilios
acidentarios na categoria transtornos mentais e comportamentais (90% referiam-se a
problemas como estresse, episédios depressivos, alteracdo de humor e ansiedade),
equivalendo a cerca de 9,3% do total de auxilios concedidos, sendo a terceira causa
mais recorrente de afastamento no periodo. Levantamento realizado por Andrade et
al. (2012) apontou que cerca de 30% da populagao residente na regido metropolitana
de S&o Paulo apresenta algum tipo de transtorno mental, sendo os mais comuns
aqueles agrupados nas categorias de ansiedade (19%) e disturbios de humor (11%).

A recordacdo de um evento ameagador, tanto quanto a resposta fisiolégica e
comportamental imediata a um dado estimulo estressor, também possui um valor
biolégico adaptativo importante, na medida em que prepara o organismo para gerar
uma resposta mais eficaz a uma eventual situacdo de risco futura. Porém, a
recordacao persistente de um evento estressante agudo pode desencadear uma
condicao patoldgica associada a ansiedade, onde a memoéria recordada assume uma
caracteristica traumatica recorrentemente evocada, condicdo caracteristica de
pacientes com TEPT (American Psychiatric Association: Diagnostic and statistical
manual of mental disorders: DSM-V, 2013).

! Anudrio Estatistico da Previdéncia Social/Ministério da Fazenda, Secretaria da Previdéncia, Empresa de
Tecnologia e Informagdes da Previdéncia — Ano 9 (2014-2016); v.23, p. 1-934.
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A esse respeito, muitos pesquisadores estdo investigando quais condigoes
levam alguns individuos a desenvolverem TEPT, langando mé&o de abordagens que
variam desde a caracterizagado genética idiossincratica do individuo até a influéncia de
fatores de riscos ambientais e, mais recentemente, a combinacdo de ambos os fatores
através da investigacdo de mecanismos epigenéticos da modulagdo gendémica (ver
McEwen et al., 2012). Nesse contexto, diversos trabalhos relatam a influéncia
modulatéria que o estado de excitagdo emocional (do termo inglés arousal), durante
a exposicao a um evento, exerce sobre a memodria, atribuindo uma valéncia emocional
ao fato a ser recordado e, assim, modificando sua persisténcia em comparacéo a fatos
extraidos de contextos emocionalmente neutros (para um a ampla revisao, ver de
Quervainet al., 2017; McEwen et al., 2012; McGaugh, 2004).

O condicionamento classico de medo € um dos paradigmas mais usados em
animais de experimentacao para o estudo da memadria emocional e é extensamente
utilizado como modelo de estudos de desordens associadas ao estresse e ansiedade
(Fendt e Fanselow, 1999; LeDoux, 2000). Nesse paradigma, durante o periodo de
treino, o rato ou camundongo € exposto a um estimulo condicionado neutro (EC; por
exemplo, um sinal luminoso, sonoro ou olfativo) pareado a um estimulo
incondicionado (El) aversivo, por exemplo, um choque nas patas ou um ruido
estridente. No dia do teste, quando se verifica a meméria adquirida no treino, a
apresentacao apenas do EC desperta uma resposta emocional de medo, mesmo na
auséncia do El, tal como congelamento (freezing), aumento do reflexo de sobressalto
e supressao de comportamento exploratério. Além disso, ha manifestacdes
autondmicas e neuroenddécrinas como o aumento da liberagcao de horménios do eixo
hipotalamico-hipofisario-adrenal (HPA), entre eles o horménio adrenocorticotréfico
(ACTH) e a corticosterona (CORT, principal GC murino, analoga ao cortisol humano;
Fendt e Fanselow, 1999). Essas respostas condicionadas podem ser observadas
quando o animal é submetido a arena de testes onde recebeu o estimulo aversivo
(El), mesmo na auséncia do EC. Nesse caso, o condicionamento esta associado ao
contexto.

A amigdala figura como estrutura chave no condicionamento aversivo classico
(ver LeDoux, 2000). Estudos anatbmicos, eletrofisiolégicos e comportamentais
sugerem que a convergéncia dos estimulos condicionado e incondicionado (de ordem
sensorial) ocorre no complexo basolateral da amigdala (BLA - que inclui os nucleos

lateral, basolateral e basomedial), cujas projecbes determinam direta, ou
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indiretamente, a resposta comportamental do animal (Amaral et al., 1992; Fendt and
Fanselow, 1999; Gallagher and Holland, 1994; Janak and Tye, 2015; McDonald, 1998;
Sah et al., 2003; Salzman and Fusi, 2010; Sarter and Markowitsch, 1985). Lesdes ou
inibicdo dos neurénios da regido prejudica o condicionamento de medo (Amano et
al.,2011; Anglada-Figueroa e Quirk, 2005; Hatfield et al., 1996; Maren et al., 2001), ao
passo que a estimulacdo de populagdes neuronais do BLA favorece o pareamento
com um estimulo neutro para, posteriormente, desencadear uma resposta de medo
(Johansen et al., 2010; Yiu et al., 2014). A apresentagado apenas do EC, em animais
que tiveram o estimulo pareado com o El, evoca respostas eletrofisiolégicas mais
acentuadas nos neurdnios do nucleo lateral da amigdala quando comparados a
animais que nao tiveram o dado estimulo pareado com o El (Collins e Paré, 2000;
Quirk et al., 1995). Em trabalho recente, Gore e colegas (2015) mostraram que os
neurdnios do BLA ativados durante a apresentag¢ao do El, quando estimulados fora
do contexto em que este foi apresentado, gera a mesma resposta comportamental
desencadeada pelo El. Além disso, os mesmos neurbnios ativados durante a
apresentacao do El sdo necessarios para a expressao do condicionamento quando
da apresentacdo do EC, se este foi pareado com o El.

Nas ultimas décadas, diversos achados trouxeram avangos importantes sobre
0 substrato neural subjacente ao processo mnemonico associado a experiéncias
estressantes, visando compreender como o estado de excitagdo emocional, além do
componente potencialmente aversivo intrinseco ao proprio evento, modula o
processamento da memoria (de Quervain et al., 2017; Joéls et al., 2006; de Kloet et
al., 1999; McEwen e Sapolsky, 1995; McEwenn et al., 2015; Zoladz et al., 2011).
Dentro dessa perspectiva, muitas abordagens investigam a influéncia dos mediadores
neuroenddécrinos do estresse nas diferentes fases da formacado ou expressao da
memoria. GCs, liberados pela glandula suprarrenal em decorréncia de eventos
estressantes, ganham destaque nesses trabalhos, fundamentalmente por estarem
implicados em diversas patologias associadas ao estresse (de Kloet et al., 2005;
McEwenn et al., 2015; de Quervain et al., 2017). De forma geral, sabe-se que a
elevacgao sistémica de CORT em roedores resulta em aumento na capacidade de
consolidagdo da memoria de informagbes novas, porém prejudica o processo de
recordagdo de memorias anteriormente armazenadas (de Quervain et al., 1998;
Roozendaal et al., 1999). Por outro lado, a elevagao crénica dos niveis do mesmo

horménio estd associada a prejuizos no desempenho em testes de cognigao
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(McEwen, 2001, Sapolsky , 2000). Estudos utilizando modelos de condicionamento
classico mostraram que a administracao sistémica de CORT resulta em aumento de
consolidacdo de memadria quando efetuada antes, ou imediatamente apds, o treino de
aquisicao da memoria (Buchanan e Lovallo, 2001; Cordero et al., 2002; Roozendaal
et al., 1999). Um aspecto muito importante a ser destacado a respeito do papel dos
GCs sobre a memdria é sua atuacdo potencializadora apenas quando ha um
componente aversivo, ou de alta excitacdo emocional, intrinsecos ao teste. Nesse
sentido, em modelos experimentais nos quais ndo ha associacao da aversividade com
o fato ou evento a ser recordado, o aumento sistémico de CORT nao exerce qualquer
influéncia no processo de aquisicdo de memoéria (Buchanan e Lovallo, 2001;
Kuhimann e Wolf, 2006; Okuda et al., 2004).

A influéncia de estimulos estressores exdégenos ao contexto do paradigma de
aprendizado sobre a meméria emocional também depende do processamento das
informacdes pela amigdala (Davis, 1992; Liu et al., 1999; Pelletier et al., 2005). A
execucao de atividades estressantes, ou de alta excitacdo emocional, que elevam,
portanto, a liberagdo de horménios glicocorticoides pela glandula adrenal, também
ativam a amigdala (Pelletier et al., 2005). Além de serem horménios lipofilicos e,
assim, atingirem rapidamente uma extensa area do organismo, incluindo o encéfalo,
a amigdala contém consideraveis concentragdes de receptores de mineralocorticoides
(MR) e de glicocorticoides (GR) (Patel et al., 2000; Pryce, 2008). Kvushansky e
Richter-Levin (2006) mostraram uma relagdo diretamente proporcional entre o
aumento da concentragao sérica de CORT e a atividade dos neur6nios da amigdala.
Dados obtidos em humanos e em animais apontam o papel central da amigdala em
uma variedade de processos que envolvem informagdes emocionalmente excitaveis,
incluindo influéncias sobre a atencao, percepcgao, aprendizado e memoéria (LeDoux,
2003; Phelps e LeDoux, 2005). O BLA, nesse contexto, ocupa um papel chave. Lesbes
nessa estrutura, por exemplo, bloqueiam os efeitos sobre a modulagdo da memdria
induzida por administracdo sistémica poés-treino de CORT (McGaugh, 2004;
Roozendaal e McGaugh, 1996), efeito que independe do nucleo central da amigdala
(CeA). Além disso, infusdes pds-treino de CORT no BLA, mas nao no CeA, promovem
aumento de consolidagao de memoria (Roozendaal e McGaugh, 1997). Ja a infusao
de antagonista de GR (RU-486) nessa estrutura prejudica, ou até bloqueia, o efeito
potencializador decorrente da exposi¢cao ao estresse no processo de consolidagcio da
memoria (Conrad e MacMillan, 2004; Perusini et al., 2016).
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Trabalhos desenvolvidos com humanos complementam achados obtidos com
0 uso de animais, mostrando grandes avangos na compreensao do papel da amigdala
na atribuicdo de valéncia emocional ao estimulo apreendido. Em testes de
condicionamento classico, pacientes com transtornos de ansiedade apresentam maior
aquisicao e retencido de um estimulo novo associado a uma situagado de medo do que
individuos controles. Nesses trabalhos, a atividade da amigdala novamente se
destaca. No condicionamento de medo, por exemplo, trabalhos com ressonancia
magnética funcional mostraram um aumento significativo da atividade da amigdala
durante a fase de aquisicao em pacientes ansiosos (Blchel et al., 1998; LaBar et al.,
1998). Outros estudos mostraram que pacientes ansiosos tendem a apresentar
atencdo seletiva a eventos de cunho emocional negativo (ou aversivo) ou, até, a
interpretar estimulos de carater dubio (sem clara distingdo entre aversdo e
neutralidade) como sendo de ordem aversiva, efeitos acompanhados pelo aumento
de atividade da amigdala (Bishop et al., 2004; Pessoa et al., 2002; Vuilleumier et al.,
2001). Em conjunto, esses dados apontam que a ansiedade, ou o estado de excitagao
emocional elevada, promove aumento da aquisicdo de memdria associada a
componentes aversivos, quadro que pode ser dependente de um processo de atengao
seletiva a estimulos supostamente ameacgadores, além de predispor o sujeito a
interpretar estimulos, aparentemente neutros, como aversivos (Bishop, 2007).

A extingdo da memdéria de medo, um paradigma experimental que consiste na
reducdo da resposta apreensiva mediante apresentacdes sucessivas do EC, possui
um correlato importante com a terapia cognitivo-comportamental (Milad e Quirk, 2012;
Pitman et al, 2012; Singewald et al, 2015; Yehuda e LeDoux, 2007). Trata-se de um
fendbmeno baseado na auséncia de reforco da resposta apreendida mediante a
apresentagdo do EC. Nesse sentido, a extingdo da memodria apreendida € um
processo ativo de aprendizado, distinto do processo de aprendizado que levou a
resposta de medo (Berman e Dudai, 2001; Myers e Davis, 2002).

A dependéncia de informacdes contextuais para que a extingao ocorra de forma
eficiente traz implicagdes de relevancia clinica importantes, visto ser um dos maiores
desafios da psicoterapia chegar a uma redugéo da resposta apreensiva ou de medo
que transcenda o ambiente terapéutico (ver Maren et al., 2013). O BLA, além de um
papel crucial na aquisigao e expressdo do medo apreendido (LeDoux, 2000), também
possui um papel central no processo de extincdo da memoadria em modelos animais

(Maren e Quirk, 2004). A inibicdo de sintese proteica ou a infusdo de antagonista do



25

receptor subtipo NMDA para o glutamato diretamente no BLA prejudica a
consolidagéo da extingdo do medo condicionado (Falls et al., 1992; Lee e Kim, 1998),
enquanto que a infusdo de agonista do receptor NMDA no mesmo nucleo facilita a
extingcdo (Ledgerwood et al., 2003; Walker et al., 2002). Do ponto de vista celular, uma
questédo intrigante é compreender como o processamento do estimulo condicionado
recruta neurdnios do BLA para manifestar a resposta de medo e, a depender de um
processo de plasticidade (Herry et al., 2010; Quirk e Muller, 2008) decorrente da
reexposicao ao mesmo estimulo condicionado, porém na auséncia do estimulo
incondicionado, a resposta é suprimida. Sabe-se que em roedores, populacdes
neuronais especificas do BLA apresentam aumento dos disparos apdés o
condicionamento de medo e essas mesmas populagdes reduzem a magnitude desses
disparos apds o processo de extingdo (Repa et al., 2001). Paralelamente, algumas
populagbes codificam o processo de extincdo, aumentando a atividade de seus
neurdnios em decorréncia da exposi¢ao ao treino de extingdo (Hobin et al., 2003).
Além das implicagbes do estresse e da sinalizagdo mediada por CORT na
aquisi¢ao e consolidagado da memoria de medo (de Quervain et al., 2017; McGaugh e
Roozendall, 2002), recentes evidéncias vém mostrando seus efeitos sobre a aquisigao
e consolidacao da extincdo da meméria. A exposicdo ao estresse de plataforma
suspensa 30 minutos antes do treino de extingdo prejudicou a extingdo da memaria
de medo ao contexto (Xu et al., 1997; Xu et al., 1998), ao passo que estresse unico
prolongado (2h de estresse de contencdo, 20 min de nado forgado e perda de
consciéncia por inalagao de éter) prejudicou a extingdo de medo ao contexto dos
animais quando foram testados 7 dias apds o estresse (Knox et al., 2012a; Knox et
al., 2012b; Yamamoto et al., 2008). Por outro lado, e de forma contra intuitiva, a
inibicdo da liberacao sistémica de CORT antes do treino de extingdo no paradigma
pavloviano classico prejudicou a retencdo da extingdo da memoria (Barrett e
Gonzalez-Lima, 2004). No teste de sobressalto potencializado pelo medo, as
sucessivas sessdes de extingdo aumentaram as concentragdes séricas do hormdnio,
ao passo que a administragdo do glicocorticoide sintético dexametasona facilitou a
extingdo quando infundida antes, ou imediatamente apds, as sessdes de extingao
(Yang et al., 2006). A infusao intra BLA de antagonista de GR (RU-486) preveniu o
efeito facilitatério da administracdo periférica de Dexametasona (glicocorticoide
sintético) na extingdo da memoaria, enquanto que a infuséo de agonista de GR (RU-

28362) intra BLA promoveu aumento de extingédo (Yang et al., 2006), sugerindo que o
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BLA é uma regido critica na modulagdo da memoaria exercida pelas alteragdes nas
concentragdes de CORT. E interessante destacar que pacientes com TEPT, além de
apresentarem déficit de extingdo de memoaria traumatica (Rothbaun e Davis, 2003),
também apresentam alteragbes nas concentragdes de glicocorticoides no plasma e
urina, e feedback negativo aumentado do eixo HPA (Yehuda, 2001). Outros trabalhos
mostraram, ainda, que a administragdo diaria de baixas doses de hidrocortisona (um
outro glicocorticoide sintético) reduz os sintomas clinicos em pacientes com TEPT
(Aerni et al., 2004; Soravia et al., 2006).

Além de possuir um papel chave nos efeitos do estresse sobre os diferentes
processos de memoria emocional, diversos trabalhos vém mostrando que o BLA
também protagoniza o efeito ansiogénico do estresse néo relacionado a memoria
(Davis, 1992; Gross and Hen, 2004; LeDoux, 2000; Rosen and Schulkin, 1998;
Rodrigues et al., 2009). Alguns trabalhos mostraram que o estresse crénico de
contengao em ratos (2h por 10 dias consecutivos) promove alteracées na morfologia
da arvore dendritica do BLA, como o aumento do comprimento de cada segmento e
do numero de bifurcagdes (Mitra et al., 2005; Vyas et al., 2002), sugerindo um aumento
da hiperatividade dos neurdnios dessa regidao. Outros trabalhos mostraram que o
estresse agudo de contencdo (2h), assim como a administragdo sistémica de uma
unica dose de CORT, geraram o mesmo efeito comportamental que o estresse crénico
(Kim et al.,, 2014; Mitra et al.,, 2005; Mitra e Sapolsky, 2008; Rao et al., 2012).
Interessantemente, nesses trabalhos, o comportamento ansioso dos animais foi
verificado 10-12 dias apds a infusao de CORT ou o estimulo estressor e coincidiu com
o periodo em que também foram verificadas alteracdes na arvore dendritica do BLA
(nesse caso, aumento da densidade dos espinhos dendriticos), sugerindo a
necessidade de um periodo de laténcia para que sejam verificados os efeitos
morfologicos do estresse no BLA. Em conjunto, esses trabalhos sugerem que ha uma
correlagdo entre os efeitos do estresse sobre a manifestagcdo do comportamento
ansioso e seu efeito sobre a arvore dendritica do BLA, além de indicarem que os
efeitos do estresse sejam mediados pela CORT.

Abordagens distintas vém sendo utilizadas para verificar fatores
predisponentes ou protetores do organismo a submissdo a estimulos estressores,
dentre elas as condicdes ambientais as quais os mesmos sido submetidos. O
enriquecimento ambiental (EA) € um modelo experimental amplamente utilizado para

esse fim, com conhecidas propriedades ansioliticas (Benaroya-Milshtein et al., 2004;
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Friske e Gammie, 2005; Huzard et al., 2015; Koe et al., 2016; Pietropaolo et al., 2014;
Revenelle et al., 2014; Roy et al., 2001) e tem sido amplamente utilizado como modelo
de indugdo de protegcdo ao organismo frente a estimulos estressores em diferentes
modelos animais (ver Fox et al., 2006). Trata-se de um modelo experimental no qual
0s animais s&do acondicionados em caixas moradia que propiciam o aumento de
estimulos sensorios, motores e sociais em relagao as condi¢coes padrdes oferecidas
a animais de experimentacdo. De modo geral, o EA consiste no acondicionamento de
grupos de animais em caixas relativamente grandes nas quais sao introduzidos
periodicamente objetos e brinquedos, de tal forma a criar um ambiente que
potencialize as interagdes sociais e estimule o comportamento exploratério e motor
(Mohammed et al., 2002; van Praag et al., 2000).

Embora muitos trabalhos tenham mostrado o efeito protetor do EA em
diferentes transtornos induzidos por estresse, ainda ndo esta claro como esse tipo de
moradia exerce seus efeitos biologicos. Em trabalho recente (Novaes et al., 2017),
obtivemos alguns resultados que nos ajudam a esclarecer os mecanismos
neurobiolégicos subjacentes aos efeitos protetores do EA sobre o comportamento do
tipo ansioso induzido pelo estresse agudo. De forma geral, verificamos que animais
acomodados em gaiolas enriquecidas sao resilientes ao desencadeamento de
comportamento do tipo ansioso induzido por estresse agudo de contengdo e
apresentaram menor expressao de EGR-1 no BLA, um marcador indireto de atividade
neuronal. Contra intuitivamente, o EA nao preveniu o aumento das concentragdes
séricas de CORT induzido pelo estresse, entretanto, nés observamos aumento da
atividade nuclear de GR apenas nos animais ndo enriquecidos. Esses dados sao
interessantes na media em que muitos dos trabalhos relacionam os efeitos protetores
do EA a seu efeito modulatério sobre o eixo HPA (Belz et al., 2003; Francis et al.,
2002; Morley-Fletcher et al., 2003; Moncek et al., 2004; Roy et al., 2001; Welberg et
al., 2006).

Pertencente a familia dos receptores nucleares, o GR encontra-se no
citoplasma da célula acoplado a algumas proteinas acessoérias (chaperonas, como a
Hsp90; co-chaperonas, como a Fkbp5; co-reguladores, como a CBP) e, quando ligado
ao hormoénio glicocorticoide, dissocia-se dessas proteinas e migra, em dimeros ou

nao, para o nucleo celular (ver Duque e Mnhoz, 2016). No nucleo celular, o complexo
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GR-ligante atua como fator de transcrigao através da transativagao ou transrepressao
de genes, ligando-se com alta afinidade aos elementos responsivos a glicocorticoides
(GRE), localizados na regido promotora ou no zona intra-génica dos genes alvos
(Kadmiel e Cidlowisk, 2014; Ratman et al., 2013). Dados da literatura mostram que o
aumento da atividade nuclear de GR, desencadeado por estresse, € um fendmeno
diretamente relacionado ao aumento da resposta eletrofisiolégica dos neurdnios do
BLA (Duvarci e Paré, 2007), fenbmeno atrelado a génese da resposta do tipo ansiosa
(Drevets et al., 1992). Ademais, evidéncias apontam que esse efeito modulatério de
GR sobre a excitabilidade dos neurdnios do BLA se deve a agao genémica do receptor
(Duvarci e Paré, 2007).
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2 OBJETIVO

Tendo em vista a pertinéncia do exposto, a presente tese teve como objetivo
verificar os efeitos dos sintomas de ansiedade, decorrente de um evento estressante
agudo, sobre os mecanismos de aquisicdo e extingdo de meméria aversiva. Fazendo
referéncia aos trabalhos supracitados acerca do quadro de ansiedade sobre a
percepcao de estimulos aversivos, propusemos verificar, em ratos Wistar, os efeitos
gue a ansiedade manifestada tardiamente ap6s um estimulo estressor agudo exerce
sobre os diferentes processos de memoaria no condicionamento de medo ao contexto.
Além disso, tendo em vista os dados obtidos previamente pelo grupo (Novaes et al.,
2017), objetivamos verificar os efeitos que o EA prévio ao estresse exerce no decurso
da resposta comportamental ao estresse, com destaque as alteragbes morfologicas e

a sinalizagao de glicocorticoide via GR no BLA
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Animais

Todos os experimentos foram realizados de acordo com o estabelecido pelo
Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA), sob a lei
federal de numero 11794 de 10/08/2008. Todos os procedimentos experimentais
utilizados foram aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa Animal do Instituto de
Ciéncias Biomédicas da Universidade de Sao Paulo (ICB/USP — protocolo 028, fls. 04
do livro 03; protocolo 086, fls. 08 do livro 03; protocolo 085/2016) e foram conduzidos
de forma a reduzir ao maximo o sofrimento e o numero de animais utilizados.

Foram utilizados como sujeitos experimentais 344 ratos machos da linhagem
Wistar provenientes do Biotério Central do Instituto de Ciéncias Biomédicas da
Universidade de Sao Paulo, obtidos com 2 meses de idade. Os animais foram
acondicionados, em grupos de 2, em gaiolas padrdo de polipropileno (com medidas
de 30 X 40 X 18 cm) por um periodo de 7 a 10 dias, seguidos de transferéncia para
gaiolas especiais desenvolvidas para EA (ver descricdo no proximo item), ou
permanéncia na gaiola padrdo conforme o grupo experimental. Os animais ficaram
alojados com livre acesso a agua e ragao, em biotério mantido sob ciclo de
luminosidade claro-escuro de 12 horas (luz acessa as 6h00) e sob controle de
temperatura (23 £ 2 °C). Para a realizagédo da cultura primaria de células do cortex,

foram utilizados 5 ratos neonatos da linhagem wistar, entre 1 e 4 dias de idade.

3.2 Delineamento experimental

Os ensaios comportamentais foram divididos em 4 frentes de trabalho
independentes e conduzidas de forma paralela: No experimento 1, o objetivo do
ensaio foi verificar o efeito da prévia exposi¢cao dos animais ao EA na manifestagao
tardia do comportamento do tipo ansioso desencadeado por estresse agudo (Fig. 1,
A). Para tanto, passados 7-10 dias de aclimatagao apds o recebimento dos animais
do Biotério Central, estes foram acondicionados em suas moradias conforme os
grupos definidos, a saber: animais criados em gaiolas padrdo e animais criados em
ambiente enriquecido, onde viveram por 14 dias. No décimo quinto dia de estadia,

entre 8h00 e 12h00, metade dos animais foi exposta ao estresse agudo por contengao
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por duas horas, seguido de imediata transferéncia as gaiolas de acomodagao padrao,
inclusive o grupo de animais enriquecidos. Os animais n&o estressados
permaneceram em suas caixas moradia e, passado o periodo de estresse dos demais,
0s animais enriquecidos (e ndo estressados) foram realocados em caixas moradia
padrao. Desta forma, ao final do ensaio, obtivemos 4 grupos experimentais: animais
criados em gaiolas padréo nao estressados; animais criados em gaiolas padréo e que
sofreram estresse agudo; animais criados em ambiente enriquecido ndo estressados;
animais criados em ambiente enriquecido e que sofreram estresse agudo. Dez dias
apos o estresse agudo, os animais foram submetidos aos testes de ansiedade no
labirinto em cruz elevado (LCE) ou no campo aberto (CA; nesse caso, apenas um
grupo adicional de animais estressados — enriquecidos ou nao), apos o qual foram
submetidos imediatamente a eutanasia. A eutanasia em parte dos animais foi por
decapitagdo por guilhotina e parte através do procedimento de perfusao
transcardiaca, ambos os processos descritos em detalhes adiante.

O objetivo do experimento 2 foi verificar o efeito da inibicdo da sintese de
corticosterona durante o estresse no comportamento ansioso tardio (10 dias apds; Fig.
1, B). Todos os animais foram acondicionados em gaiolas padrao do inicio ao fim do
experimento e o delineamento experimental seguiu conforme experimento 1, com as
seguintes modificagbes. Apos o periodo de aclimatagdo (7-10 dias em moradia
padrdo), os animais foram divididos em 4 grupos experimentais: animais que
receberam salina e ndao foram estressados; animais que foram estressados e que
receberam salina antes do estresse; animais que receberam inibidor de sintese de
glicocorticoide (Metirapona) e ndo foram estressados; animais que foram estressados
e que receberam Metirapona antes do estresse. Dez dias apds a sesséo de estresse
(os animais que nao foram estressados seguiram em suas caixas moradia), 0s animais
foram submetidos ao teste no LCE e, imediatamente apds, submetidos a eutanasia
por decapitacao.

O experimento 3 teve como objetivo verificar o efeito da inibicdo da sinalizagao
de GR no BLA (através da expressao de tdGR, detalhes adiante) durante o estresse
no comportamento do tipo ansioso tardio (10 dias apds; Fig. 1, C). Apds o periodo de
aclimatagdo, os animais passaram por cirurgia estereotaxica para injegcdo das
particulas virais no BLA (detalhes adiante) e, passado e periodo de recuperagao (4 a
6 dias), os animais foram estressados (0s animais ndo estressados permaneceram

em suas respectivas caixas moradia). Dez dias depois do estresse, os animais foram
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testados no LCE e, imediatamente apds, submetidos a eutanasia por perfusao
transcardiaca. Ao final do experimento, formaram-se o0s seguintes grupos
experimentais: animais infectados com o virus controle (GFP, detalhes adiante) nao
estressados; animais infectados com GFP e estressados; animais infectados com
tdGR nao estressados; animais infectados com tdGR e estressados.

O experimento 4 teve como objetivo verificar se 10 dias apds o estresse agudo,
0s animais apresentam diferencas no processo de aquisicao e extingdo da memoaria
de condicionamento de medo ao contexto (Fig. 1, D). O delineamento experimental
seguiu-se da mesma forma que no experimento 1 até o fim do intervalo pds-estresse,
guando os animais foram encaminhados ao condicionamento de medo ao contexto.
No dia do treino de aquisicdo da memoria, os animais foram introduzidos na caixa de
condicionamento, retornados as suas respectivas gaiolas de acomodacéo e, 24h
apos, iniciou-se a bateria de 6 testes de extingdo da meméria, intervalados de 24h.
Apds o ultimo teste, os animais foram imediatamente submetidos a eutanasia
conforme experimento 1.

Com vistas a obter amostras biolégicas imediatamente apés o fim do estimulo
estressor, um grupo de 40 animais foi submetido ao mesmo delineamento
experimental do experimento 1 até o fim do periodo de EA, quando foram expostos
ao estresse agudo de contengdo. Cinco minutos apos o estresse, os animais foram

submetidos a eutanasia conforme os experimentos anteriores.
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Figura 1 - Representacdo esquematica dos diferentes delineamentos
experimentais adotados.
14 dias 10 dias 5 min
- MP ou EA MP = LCE ou CA
A Estresse Eutanasia
7 - 10 dias _15h 10 dias . _5min__
- MP MP = | CE —1—>
Estresse Eutanasia
Injecao I.P.
B Salina ou
metirapona
. 7 - 10 dias I4-6dias . 10 dias . 5 min .
- MP MP MP = |CE —l—>
Estresse Eutanasia
Injecdo dos
C virus intra-BLA
14 dias . 10 dias . 7 dias ,
- MP ou EA MP - EMM —l—>
D Estresse Eutanasia

Desenho experimental adotado no experimento 1 (A), no experimento 2 (B), no experimento
3 (C) e no experimento 4 (D). CA, teste em campo aberto; EA, enriquecimento ambiental;
EMM, teste de extingcdo da memoadria de medo; LCE, teste em labirinto em cruz elevado; MP,

moradia padrao
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3.3 Procedimentos comportamentais e aparelhos utilizados

3.3.1 Enriquecimento ambiental

O ambiente enriquecido consiste em uma caixa moradia confeccionada em
polipropileno com dimensdes de 30 X 45 X 25 cm, dentro da qual foram inseridos
diversos objetos remanejados, trocados e limpos regularmente (a cada 2 dias), dentre
eles, bolas e brinquedos de plastico, objetos de madeira, escadas metalicas e
plasticas, cordas penduradas, nés de cordas soltos, caixas de madeira, tuneis de PVC
e plataformas suspensas de madeira, plastico e metal, de diferentes tamanhos. O
assoalho da caixa foi coberto com maravalha seca, regularmente trocada. Os animais
foram acondicionados em grupos de 2, tal como os animais que viveram em caixas
padrao, de forma a evitar que a atividade de interacao social entre os animais de cada

grupo variasse em decorréncia do tamanho populacional.

3.3.2 Estresse Agudo por Contengao

O aparato utilizado para a contencdo dos animais consiste em um cilindro de
PVC opaco (marrom) de 20 cm de comprimento e 6 cm de didmetro, com uma das
extremidades fechadas e furos que permitem a circulacdo de ar. Quando contido,
atentamos para que o animal nao tivesse a suas fezes em contato com o corpo nem
que a cauda permanecesse levantada, pois estes fatores poderiam causar um
estimulo estressor mais intenso do que o desejado. Os animais ficaram contidos no

aparato por um periodo de 1h ou 2h sob constante observacado do experimentador.

3.3.3 Teste de ansiedade

Para verificarmos o comportamento do tipo ansioso nos animais, utilizamos o
LCE e o CA.

3.3.3.1LCE

O labirinto consiste de dois bragos abertos (50 X 10 cm, sem paredes) disposto

em posigdes opostas e dois bragos fechados (50 X 10 cm, circundados por parede de
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40 cm de altura), também em posi¢des opostas, de tal forma que os bragos abertos
figuem em posigao perpendicular aos bragos fechados, com um espaco central (10 x
10 cm) que conecte os quatro bragos. O aparelho é constituido de material acrilico
preto e permanece suspenso a 50 cm do assoalho através de suporte posicionado na
base de cada braco (Insight Equipamentos, Pesquisa e Ensino, Ribeirdo Preto, SP).
Os testes foram realizados em sala com isolamento acustico e baixa luminosidade (8-
10 lux). Todos os testes foram filmados por uma camera de video suspensa sobre o
aparelho para posterior analise. Parte dos aniamais do experimento 3 foi testada em
uma aparato (com as mesmas dimensdes) de detecgcdo de movimento automatizada
(Kinder Scientific, CA, EUA), conforme mencionado adiante.

Os animais de todos os grupos experimentais foram introduzidos individualmente
no centro do labirinto, com o focinho voltado para o brago aberto, alternadamente entre
o brago esquerdo e o brago direito, com total liberdade para poder percorré-lo ao longo
de 5 minutos. Os paradmetros analisados foram a frequéncia de entradas em bragos
abertos (razédo entre o numero de entradas nos bragos abertos pelo numero total de
entradas nos bragos, representada em porcentagem), a permanéncia nos bragos
abertos (razdo entre o tempo despendido nos bragos abertos pelo tempo total
despendido nos bracgos, representada em porcentagem) e a distancia total percorrida
(M) pelos animais em todo o labirinto. Para a andlise deste ultimo parametro, foi
utilizado o software EthoVision® (Noldus, Holanda). Baseados em Cohen et al. (2007),
utilizamos uma analise adicional na qual faz-se uso dos parametros de frequéncia de
entradas e taxa de permanéncia nos bragos abertos descritos sob a forma de um
indice, que varia entre os valores de 0 e 1, onde o aumento do indice indica um
aumento do comportamento do tipo ansioso. O indice de ansiedade é descrito pela
seguinte formula: 1 — [(tempo despendido nos bragos abertos / tempo despendido nos
bracos abertos + tempo despendido nos bragos fechados) + (nUmero de entradas nos
bracos abertos / numero de entradas nos bragos abertos + nimero de entradas nos
bragos fechados) / 2]. A colocagao das quatro patas foi o critério para definir a entrada
do animal nos bragos e/ou no quadrado central do labirinto. Os animais foram testados
entre 8h00 e 12h00 e ao término de cada teste, o labirinto foi impo com uma solugao
de alcool a 5% para minimizar a influéncia de eventuais odores deixados pelos

animais. Os animais que cairam do labirinto foram excluidos do teste.
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3.3.3.2CA

O campo aberto consiste em uma area circular (60 cm de didmetro) circundada
por parede (50 cm de altura) por toda sua extenséo. No centro da arena foi desenhado
um circulo menor (30 cm de didmetro), subdividindo a arena entre o compartimento
central (com as margens afastadas 15cm da parede) e o compartimento periférico,
margeando a parede da arena. Cada arena foi, ainda, subdividida em quadrantes com
iguais dimensdes (4 quadrantes no compartimento central e 8 quadrantes no
compartimento periférico). Os animais dos grupos experimentais de interesse foram
introduzidos no compartimento periférico da arena e permaneceram no aparato
durante 5 minutos, com total liberdade para explora-lo. Os paradmetros analisados
foram o tempo total que o animal permaneceu no compartimento central (s), razdo do
numero de quadrantes cruzados na arena central pelo nUmero de quadrantes na arena
periférica (representada em porcentagem) e o numero total de quadrantes cruzados
em toda a arena, independente do compartimento. Todo procedimento foi filmado por
uma camera de video suspensa sobre o0 aparato para posterior analise. A colocacao
das quatro patas foi o critério adotado para definir a entrada em cada um dos
quadrantes e/ou compartimentos. Assim como no LCE, os animais foram testados
entre 8h00 e 12h00 e, ao término de cada teste, o aparato foi limpo com uma solugao

de alcool a 5%.

3.3.4 Extingdo da memoéria de medo ao contexto (EMM)

Para a realizacdo do ensaio destinado a avaliagdo do medo condicionado ao
contexto foram utilizadas duas arenas distintas: uma caixa de condicionamento e uma
arena neutra (arena nao pareada, NP), no caso, uma caixa plastica com paredes em
preto e tampa transparente (21 x 26 x 27,5 cm), ambas localizadas em sala de
experimentacido mantida em condi¢cdes de temperatura e luminosidade iguais ao do
biotério de acomodacéao. A caixa de condicionamento (28 x 26 x 23 cm) € composta
por trés paredes brancas, uma tampa e uma parede de acrilico transparentes, e uma
base formada por barras metalicas condutoras de corrente elétrica disposta de forma
linear (diametro de 0,4 cm e espagamento entre elas de 1,05 cm) e conectadas a um
gerador de choque elétrico (Insight Equipamentos, Pesquisa e Ensino, Ribeirdo Preto,

SP). No dia do treino (10 dias apdés o estresse agudo de contengdo, conforme
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delineamento experimental), cada animal foi introduzido, individualmente, na caixa de
condicionamento pelo periodo de 2 minutos, seguido do estimulo incondicionado (El),
no caso choque nas patas. O El foi composto por 1 sessao de choque (0,5mA) com
duracédo de 1 segundo. Quinzes segundos apds o fim do El, os animais foram
reconduzidos a suas respectivas gaiolas de acomodacéo. Vinte e quatro horas apos
o treino, os animais foram conduzidos ao primeiro teste de extingdo da memoaria. Os
animais foram introduzidos, individualmente, na arena de condicionamento, onde
permaneceram por de 10 minutos, sem a presenca do El. Esse procedimento foi
repetido por mais 5 vezes totalizando, portanto, 6 sessdes de testes, com 0 mesmo
intervalo de 24h entre eles. A medida de analise de comportamento de medo foi o
tempo de congelamento (freezing), definido como uma completa imobilidade do
animal, com auséncia de movimento de vibrissas e de farejamentos (Fanselow e
Bolles, 1979).

O grupo dos animais que foi direcionado a arena NP seguiu 0 mesmo
procedimento, sendo acondicionado na arena NP com o mesmo intervalo de 24h apds
o condicionamento na arena pareada, seguida por mais 4 reexposigdes intervaladas
de 24h. No ultimo teste, porém, os animais foram introduzidos na arena de
condicionamento (pareada). Esse controle foi realizado para verificarmos se as
eventuais alteragdes na porcentagem de freezing dos animais sdo decorrentes da
passagem do tempo ou fruto da exposi¢cao a arena condicionada sem a presenga do
El. Espera-se que os animais NP, no teste 6 (ultimo dia de teste), apresentem a
mesma porcentagem de freezing que os animais pareados no teste 1 (primeiro dia de
teste pds condicionamento). Todo o procedimento de treino e testes foi registrado por
uma camera de video e a analise do comportamento foi realizada durante o treino (2
minutos antes do El — pré-El) e durante os primeiros 5 minutos de cada teste. Apos a
realizacdo de cada ensaio, as caixas foram limpas com alcool 5% para evitar pistas
olfatdrias.

Um grupo adicional de animais foi submetido a diferentes intensidades de
choque durante o treino de condicionamento para verificarmos um eventual efeito do
estresse prévio na aquisigdo da memoria de medo. Para tanto, os animais seguiram
o0 mesmo delineamento do teste de EMM, porém foi realizado apenas um teste 24h
apos o treino de condicionamento (teste de aquisigédo). Diferentes grupos de animais

(estressados ou nao) foram submetidos a sessdes de treino com choques de 1mA,
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0,5mA, 0,25mA e 0,15mA. Os animais foram eutanasiados imediatamente apds o

teste de aquisicao.

3.4 Inibicao da sintese de CORT por Metirapona

Para a inibicdo da sintese de CORT, utilizamos Metirapona (2-Metil-1,2-di-3-
piridil-1-propanona; Sigma-Aldrich), conhecido inibidor da enzima 11p-hidroxilase, que
converte a 11-deoxicorticosterona em corticosterona. A dose utilizada foi de 150
mg/kg de peso corporal, administrada via introperitoneal (i.p.), 1h antes da sesséao de
estresse de contengdo. A dose foi baseada em referéncia a trabalho prévio (Perusine
et al., 2016) e preparada em solugéo salina 0,9%/etanol 10%. Os animais controles

receberam apenas a solugao veiculo (salina 0,9%/etanol 10%).

3.5 Procedimentos cirurgicos e infusao das particulas virais no BLA

As particulas virais foram infundidas no BLA através de cirurgia estereotaxica.
Os animais foram anestesiados com Isoflurano (4% de saturagdo em oxigénio para
indugdo e 2-3% para manutengdo) e acomodados no equipamento estereotaxico
(Neurostar Neurosolutions, Kahnerweg, Alemanha). Apds assepsia e exposi¢cao do
cranio, pequenos orificios foram feitos na superficie da caixa craniana com o auxilio
de broca odontoldgica para a passagem da agulha injetora. As particulas virais foram
injetadas através de agulhas de ago inoxidavel acopladas a uma seringa Hamilton (10
M, Hamilton Co., NV, EUA) fixada a torre do estereotaxico por meio de suporte
apropriado. As injegdes foram feitas bilateralmente no BLA, seguindo as coordenadas:
A/P -2.5, M/L +/-5.0, D/V -7.1, mm relativos ao bregma e a superficie do encéfalo. Os
virus foram infundidos a uma taxa de 0.1ul/min durante 20 min (total de 2ul por sitio
de injecao, totalizando 2000000 particulas virais). As agulhas permaneceram no local
por 10 minutos antes de serem removidas. As injecoes foram realizadas 4-6 dias antes
do estresse, intervalo necessario para que ocorra a expressao maxima do gene de
interesse (Russo et al., 2009). Apenas os animais com infecgao viral bilateral no BLA
foram considerados na analise comportamental. O método de confeccdo das

particulas virais sera descrito adiante.
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3.6 Confeccgao dos vetores virais

Os vetores virais contendo o dominante negativo para GR (tdGR) e o gene
reporter GFP (green fluorescent protein) foram confeccionados conforme previamente
descrito (Kaufer et al., 2004; Kirby et al., 2012; Meyer et al., 2014). Trata-se de um
hibrido composto pela subunidade alfa (a, proveniente do GR de rato; Genbank
M14053), que se liga a CORT, fundida a subunidade beta (B, proveniente do GR
humano; Genbank X03348), que se liga ao DNA. Embora roedores possuam a
subunidade B, esta é um produto de splicing e nao homologa a humana. Sendo assim,
a subunidade B humana ndo é funcional no rato, por ndo se ligar ao elemento
responsivo presente no genoma do rato (Otto et al., 1997). Assim, a CORT se liga a
subunidade a, mas a subunidade 3 ndo € capaz de se ligar ao DNA, ndo havendo a
transcricdo génica; dessa forma, o HSV-tdGR funciona como um “antagonista”
gendémico de GR (Kaufer et al., 2004). Herpes Simplex Virus (HSV) foi usado como
base para os vetores. Resumidamente, células aderentes 2.2 foram transfectadas
com o plasmideo de interesse (contendo tdGR) ou apenas com o vetor associado a
GFP como controle. A transfecgéo foi feita usando o reagente Lipofectamina LTX
(Invitrogen). Vinte e quatro horas apds a transfeccdo, as células foram super-
infectadas com o Helper Virus 5d11.2, com multiplicidade de infec¢ao = 0.03. As células
foram coletadas 48 horas depois, quando o efeito citopatico do virus alcanga 100%.
Os virus foram entao extraidos, concentrados e purificados. A titulagdo dos vetores foi
quantificada em células Vero pela contagem das células que expressam a proteina
GFP. Foi antingida uma titulagdo média de aproximadamente 1 x 108 particulas virais
por ul. O desenvolvimento do constructo, bem como os primeiros testes
comportamentais com o seu uso, foram realizados no Massachusetts Institute of
Technology (MIT) na modalidade de Bolsa Estagio de Pesquisa no Exterior (BEPE,
processo FAPESP 2015/15169-6, sob supervisdo da Dra Ki Ann Goosens).

3.7 Eutanasia dos animais e obten¢ao do material a ser analisado

3.7.1 Decapitagcao por guilhotina, dissec¢do do BLA e coleta do sangue

Os animais foram profundamente anestesiados com Isoflurano (exposi¢cao

maxima de 30s) e decapitados com o auxilio de guilhotina para roedores (Insight
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Equipamentos, Pesquisa e Ensino, Ribeirdo Preto, SP). O cérebro foi rapidamente
retirado em solucdo fria de tampao salina-fosfato (NaCl 137 mM, KCI 2,68 mM,
KH2PO4 1,27 mM, Na2HPO4 8,06mM). O BLA foi dissecado bilateralmente sobre uma
placa de vidro gelada e congelado em tubo cénico (1,5 ml) em gelo seco. As estruturas
encefalicas foram estocadas a —80 °C para uso posterior. Para auxiliar a dissec¢ao do
BLA, os encéfalos foram acondicionados em uma matriz encefalica acrilica de corte
coronal de espessura de 1 mm (Zivic Laboratories Inc., PA, EUA), prépria para
disseccao de estruturas pequenas em tecido fresco, e a disseccao foi feita sob um
estereomicroscopio (Tecnival — Prolab, Sao Paulo, SP). O sangue dos animais foi
obtido a partir da coleta do tronco do animal no momento da decapitacdo, com o auxilio

de um funil de vidro, em tubo falcon (15 ml).

3.7.2 Perfusao transcardiaca

Os animais foram profundamente anestesiados com uma solugao de cloridrato
de cetamina (Syntec, Sao Paulo, Brasil; 9 mg/100 g, i.p.) e xilazina (Syntec, Sao Paulo,
Brasil; 1 mg/100g, i.p.) e perfundidos transcardiacamente, utilizando-se uma bomba
peristaltica (Cole Parmer, Vernon Hills, IL, EUA), com 200ml de solugéo salina a 0,9
% seguida por cerca de 500 ml de solugdo de formaldeido a 4% em tampao fosfato
de sédio (pH 7,4) a 4 °C, durante 20 minutos. Apds 3 horas, os encéfalos foram
removidos da caixa craniana e mantidos em solucao de sacarose a 30% em tampao
fosfato de potassio (0,02M) a 4°C por 48h. Apds esse periodo de crioprotecéo, os
encéfalos foram removidos da solugédo de sacarose e congelados a -80 °C até o

processamento histolégico.

3.8 Processamento do material biologico

3.8.1 Andlise da concentragao de corticosterona no sangue

Para a andlise dos niveis sanguineos de CORT, utilizamos o kit Corticosterone
EIA kit (Enzo Life Sciences, Inc, Reino Unido), de acordo com a orientagdo do
fabricante. O soro dos animais foi obtido a partir da coleta de sangue do tronco do
animal no momento da decapitagdo, com o auxilio de um funil de vidro, em um tubo

Falcon, apés centrifugacéo a 4.000 g por um periodo de 10 minutos. De parte dos
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animais foi obtido o plasma sanguineo com o intuito de se realizar analises futuras de
outros mediadores enddcrinos. Para tanto, o mesmo procedimento foi utilizado,
adicionando-se EDTA (4.5 mM) ao sangue coletado antes de centrifugagédo. As
amostras de soro foram diluidas 30 vezes em tampao de ensaio fornecido pelo kit para

gue se ajustassem a faixa 6tima da curva padrao.

3.8.2 Extragéao de proteinas citosolicas e nucleares

Os tecidos de BLA armazenados a -80 °C foram descongeladas e
homogeneizadas por atrito com pildo plastico conico (Thermo Fisher Scientific, MA,
EUA) dentro de microtubo de 1,5 ml, em tampao de lise (10 mM HEPES; 1,5 mM
MgCl2; 10 mM KCI; 0,1 mM Ditiotreitol e agua bidestilada), suplementado com
inibidores de protease e fosfatase (Halt Protease Inhibitor Cocktail, ThermoFisher
Scientific, MA, EUA), seguida de centrifugacdo a 11.000 g por 30s a 4 °C. O
sobrenadante, contendo proteinas citoplasmaticas, foi coletado em tubo e
armazenado a -80 °C. O pellet foi, entao, ressuspendido em tampao de extragao
nuclear (20 mM HEPES; 1,5 mM MgClz; 300 mM NacCl; 0,25 mM EDTA,; 25% glicerol
e agua bidestilada), suplementado com inibidores de protease e fosfatase (Halt
Protease Inhibitor Cocktail, ThermoFisher Scientific, EUA), e incubado por 30 minutos
em gelo. Apos o periodo e incubagao, o extrato foi centrifugado a 20.000 g por 5
minutos a 4 °C. O sobrenadante, contendo as proteinas nucleares, foi recolhido em
tubo e estocado a —80 °C. As amostras citoplasmaticas e nucleares permaneceram
congeladas até o periodo em que foi realizada a quantificagdo da concentragdo de

proteinas.

3.8.2.1 Determinagéo da concentragcéo de proteinas

A dosagem de proteinas foi realizada através do método de Bradford, utilizando
reagente da Bio-Rad Laboratories (Hercules, CA, EUA) e subsequente medicédo da
absorbancia no comprimento de onda de 595 nm no equipamento Synergy HT Multi-
Mode Microplate Reader (BioTek instruments, Inc, VT, EUA). A comparagdo com uma
curva de diluigdo de albumina (Bio-Rad Laboratories, Inc, CA, EUA) forneceu a

concentracao de proteinas presente nas amostras.
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3.8.3 Ensaio de Western Blot para expressao de GR

O ensaio de Western blot utilizado foi baseado no descrito por Laemmli (1970).
As proteinas foram ajustadas na quantidade de 5 ou 10 ug com o tampao de amostra
(0,125 M tris-HCI; 4 % de SDS; 20 % v/v glicerol; 0,2 M de DTT,; 0,02 % de
bromophenol blue; pH 6,8) e fervidas por 5 minutos a 95 °C. O conteudo total do meio
de reacgao foi aplicado no gel de SDS-poliacrilamida 10% (acrilamida/bisacrilamida
(37,5:1), 10 % SDS) para que ocorresse a separagao das proteinas contidas na
amostra. No mesmo gel foi adicionado um padrdo de peso molecular. Para a
eletroforese, foi utilizado um tampao de corrida consistindo em 25 mM de tris-base,
0,192 M de glicina e 0,1 % de SDS. O gel foi corrido por volta de 2 horas a 90 V. Ao
final da corrida, as proteinas separadas e contidas no gel foram transferidas
eletroforeticamente para uma membrana de nitrocelulose (Bio-Rad Laboratories, Inc,
CA, EUA), ou PVDF (Millipore corporation, MA, EUA) por aproximadamente 2h a
400mA. Para a transferéncia foi utilizado um tampao contendo 25 mM de tris-base,
192 mM de glicina, 20 % de metanol e agua bidestilada. Apds a transferéncia, as
membranas foram coradas com solugao de vermelho de Ponceau (0,5% Ponceau-S;
5% acido tricloro acético e agua bidestilada), lavadas com agua até tirar todo o
excesso da solucdo corante e deixadas por 2h a temperatura ambiente em uma
solugéo contendo TBS (100 mM tris-base; 0,9 % NaCl e agua bidestilada), 5 % de leite
desnatado e 0,1 % de tween 20 para bloquear ligagbes inespecificas com o anticorpo.
Apds essa etapa, as membranas foram incubadas com o anticorpo primario (anti-GR,
feito em coelho, 0,2 ug/ml; Santa Cruz Biotechnology Inc., EUA) diluido em TBS-T
(TBS; 0,1 % Tween 20) “overnight” a 4 °C. As membranas foram, entao, lavadas 5
vezes com TBS-T e incubadas com o anticorpo secundario (anti-coelho, feito em
cabra, 0,05 pg/ml; KPL Inc., EUA) por 2 horas. Para a normalizagdo da expressao de
GR, foi utilizada como controle constitutivo a expressao de a-tubulina (anti a-tubulina,
feito em camundongo, 0,04 ug/ml; Santa Cruz Biotechnology Inc., EUA — anticorpo

secundario anti-camundongo, feito em cabra, 0,05 ug/ml; KPL Inc., EUA).

3.8.3.1 Visualizagdo e anélise das imagens
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Apés 5 lavagens com TBS-T, a visualizagdo das bandas foi obtida apds reagéo
com o kit de quimioluminescéncia ECL-Amersham (General Eletric Company, MA,
EUA) e a revelagdo em fotodocumentador ChemiDoc Imager (Bio-Rad Laboratories,
Inc, CA, EUA). A analise da densidade 6ptica das bandas (quantidade de pixels cinzas
por area, expressa em unidades arbitrarias) foi realizada com o auxilio do programa
Image Lab 5.2 (Bio-Rad Laboratories, Inc, CA, EUA). A expressao relativa de GR,
tanto no compartimento citoplasmatico quanto no compartimento nuclear, foi
determinada pela razao da densidade 6ptica das bandas indicativas da expressao de
GR pela densidade optica das bandas indicativas de expressao de a-tubulina. A
translocagdo nuclear de GR foi medida pela razdo da expressdo do receptor no
compartimento nuclear (ja normalizada pela expressao da a-tubulina) pela expressao
do receptor no compartimento citoplasmatico (ja normalizada pela expressao da a-

tubulina).

3.8.4 Processamento do material histolégico

3.8.4.1 Imunoistoquimica e imunofluorescéncia

Os encéfalos foram seccionados em criostato (Leica CM3050-S, Leica
Biosystems, Alemanha) em plano coronal, a -22 °C, a uma espessura de 40 uym e
armazenados em quatro compartimentos em solugao anticongelante (constituida de
tampéao fosfato de sédio 0,05 M, 150 g de sacarose e 300 ml de etilenoglicol) a -20 °C.
Para a visualizacdo da expressdo de FosB no BLA e no cortex pré-frontal medial
(CPFm), foi realizado o seguinte procedimento de imunoistoquimica: as fatias dos
encéfalos foram incubados em solugao de bloqueio (solugédo de fosfato de potassio
0,02 M contendo triton X-100 a 0,3% e albumina bovina a 1%) seguido de incubagéo
em solugdo de bloqueio contendo o anticorpo primario anti-FosB obtido em coelho
(diluicdo 1:1000; Santa Cruz, EUA) por 65h. Os cortes foram, entao, incubados em
uma solucéo de fosfato de potassio 0,02 M contendo um anticorpo biotinilado anti-
coelho feito em burro (dilugdo 1:200; Vector, EUA) e triton X-100 a 0,3% por 2h. O
complexo antigeno-anticorpo foi visualizado com a técnica da biotina avidina (kit Elite;
Vector, NY, EUA) e 3,3’-diaminobenzidina (DAB) como cromégeno, através de reagao
de peroxidase composta por solucdo de 2,5% de sulfato de niquel e 0.003% de

peréxido de hidrogénio em tampao fosfato de potassio 0,02M. Os cortes foram
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montados em laminas gelatinizadas, secos a temperatura ambiente, desidratados com
alcool, diafanizados com Xilol (Labsynth Produtos para Laboratério Ltda, Diadema,
SP) e recobertos com laminula usando-se DPX (Sigma-Aldrich, MO, EUA) como meio
de montagem.

Embora os vetores virais utilizados ja carreiem o gene que codifica a expressao
de GFP, foi realizado um procedimento de imunofluorescéncia para intensificar o sinal
e permitir uma melhor visualizagcdo da expressdo das particulas no BLA. Os
procedimentos de bloqueio, incubagdo no anticorpo primario e secundario seguiram
conforme realizado no procedimento de imunoistoquimica, com algumas alteragées.
Os cortes foram incubados em solugédo com o anticorpo primario (anti-GFP feito em
coelho, diluicdo 1:5000; Thermo Fisher Scientific, MA, EUA) “overnight’ e foi utilizado
um anticorpo secundario conjugado a um fluorocromo (AlexaFluor 488 anti-coelho
feito em burro, diluigdo 1:500, Thermo Fisher Scientific, MA, EUA). Apds incubagéo na
solugdo com o anticorpo secundario, os cortes foram montados em l|aminas
positivamente carregadas (Fisherbrand Superfroast Plus, Thermo Fisher Scientific,
MA, EUA) e recobertos com laminula utilizando-se Fluoromount-G (SouthernBiotech,
PA, EUA) como meio de montagem. Para a visualizagao da sublocalizagdo de GR nas
células do BLA, os mesmos procedimentos foram adotados. Para tanto, foram
utilizados os anticorpos primarios anti-GR (feito em coelho, diluicdo 1:1000; Santa
Cruz Biotechnology, CA, EUA) e anti-MAP2 (feito em camundongo, diluigao 1:1000;
Sigma-Aldrich, MO, EUA). Os anticorpos secundarios utilizados foram AlexaFluor 488

anti-coelho (diluicdo 1:500) e e AlexaFluor 594 anti-camundongo (diluicdo 1:500).

3.8.4.2 Coloragéo de Golgi

A coloracdo de Golgi foi feita utilizando-se o Kit FD Rapid GolgiStain (FD
Neurotechnologies, MD, EUA) de acordo com as instrugbes do fabricante. Apds a
decapitacao por guilhotina, os encéfalos foram removidos da caixa craniana e, com o
auxilio de uma matriz encefalica (Zivic Laboratories Inc., Portesville, P.A., EUA), foi
feita uma fatia de 5 mm de espessura no encéfalo no plano coronal, a partira do fim
do quiasma optico (na dimensao antero-posterior). As fatias, contendo o BLA, ficaram
imergidas em solugao de impregnagao (solugcao A e B) por 14 dias, periodo apés o
qual foram transferidas para a solugédo de crioprotegdo (solugdo C). Apds 48h, os

tecidos foram congelados a — 80 °C até uso posterior. Sec¢des coronais (120 ym de
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espessura) foram realizadas em criostato a — 22 °C (Leica CM3050-S, Leica
Biosystems, Wetzlar, Alemanha) e montadas em laminas previamente revestidas com
gelatina (0,5%). Apds secarem, os cortes foram reidratados em &gua destilada,
imersos em solugéo de coloracéo (D e E), desidratados com alcool, diafanizados com

Xilol e recobertos com laminula usando-se DPX como meio de montagem.

3.8.5 Analise do material histolégico

As imagens de campo claro e fluorescéncia foram obtidas em microscépio Nikon
Eclipse 80i (Nikon Instruments Inc., Japao). As imagens de confocal foram obtidas em
microscopio Nikon A1R+ (Nikon Instruments Inc., Japao), com fracionamento de 0,5
Mm. A contagem de células positivas para FosB no BLA e CPFm foi feita a partir de
imagem capturada em campo claro com magnificagdo de 10x (BLA) e 20x (CPFm),
salvas em TIF. Com o auxilio do software Imaged (Image Processing and Analysis in
Java, National Institutes of Health, MD, EUA), as estruturas foram delimitadas (mesma
dimensao para todos os casos) e as células com marcagao positiva foram contadas
manualmente. Foram contados 4 cortes, bilaterais, para cada estrutura analisada por
animal (8 replicatas). A média das replicatas foi utilizada como valor de comparagao
entre os animais.

Para a analise do material histologico corado com a técnica de Golgi, imagens
compreendendo todo o BLA foram obtidas em campo claro com o microscdopio Slides
Scanner Zeiss Axio Scan.Z1 (Carl Zeiss CA, Oberkochen, Alemanha), usando uma
objetiva de 40x. Para obter diferentes pontos focais, foi realizado um fracionamento
de 0,41 um no plano z. As imagens foram analisadas no software ZEN 2 (Carl Zeiss
CA, Oberkochen, Alemanha) com magnificagao digital de 600x. Foram utilizados para
analise 80 neurbnios (5 por cada animal, 4 animais por grupo experimental)
completamente corados, estrelados ou em formato piramidal (McDonald, 1982, apud
Klenowski et al., 2015), com o soma localizado no BLA, e cujos dendritos nao
encontravam-se sobrepostos. Apds a identificagdo do soma celular, foram
identificados e classificados os dendritos: dendritos oriundos do soma celular foram
classificados como dendritos primarios, aqueles que emergem de dendritos primarios
foram classificados como secundarios, os terciarios emergem do segmento
secundario e os quaternarios emergem do segmento terciario. Cada dendrito teve seu
comprimento mensurado através do software ZEN 2 (Carl Zeiss CA, Oberkochen,



46

Alemanha). Qualquer protrus&o oriunda dos dendritos, independentemente de suas
caracteristicas morfoldgicas, foi contada como espinho. A densidade de espinhos
dendriticos dos neurbnios do BLA foi calculada através da razao entre o numero de
espinhos dendriticos contados em determinado segmento pelo comprimento desse
segmento. A densidade de espinho de cada neurdnio foi determinada pela média da
densidade de cada dendrito, organizados por segmento. A densidade de espinho
dendritico do BLA de cada animal foi determinada pela média da densidade do total
de neurdnios analisados. O mesmo aplicou-se para o comprimento total dos dendritos

e para o numero total de bifurcacdes.

3.9 Cultura primaria de tecido cortical

Ratos neonatos, entre 1 e 4 dias de idade, foram sacrificados por decapitagao e
em seguida foi realizada a dissecg¢ao do cortex frontal em meio estéril (tampao Hanks:
160 mM de NaCL, 5,3 mM de KClI, 0,44 de Kh2PO4, 0,33 mM de Na2HPO4, 5,5 mM de
glicose, 4,0 mM de NaHCOs; Labsynth, Diadema, SP) acrescido de antibidticos
(penicilina / estreptomicina, Invitrogen, Grand Island, NY, EUA), em pH 7,4. O cortex
frontal isolado foi mantido em solugao de tripsina a 0,05% (Vitrocell, Campinas, SP) e
DNAse a 0,001% (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, EUA) a 37 °C por 10 minutos em
tampéao Hanks, para digestao enzimatica e depois transferido para o meio de cultura
Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEN; Vitrocel, Campinas, SP) acrescido de
10% de soro fetal bovino (SFB, Vitrocel, Campinas, SP) e 2 mM de glutamina (Sigma-
Aldrich, Saint Louis, MO, EUA), onde foi gentilmente triturado mecanicamente com o
auxilio de pipeta Pasteur. As células contidas nessa solugdo foram filtradas em
membrana de 70 uM (Becton-Dickinson, NJ, EUA), plaqueadas em placa de 24 pogos
e mantidas a 37 °C com 5% de CO2 em atmosfera umidificada (umidade relativa do
ar de 80%) em incubadora. Para realizar o ensaio de imunofluorescéncia, as células
foram plaqueadas em laminulas de boro-silicato recobertas com poli-L-lisina (0,01%,
Sigma-Aldrich, MO, EUA) em placa de 24 pocos. Para permitir o calculo da quantidade
de particulas virais necessarias para uma infecgéo eficiente, foi realizada contagem
do numero de células antes do plaqueamento, utilizando-se 0 método de exclusao por
Azul de Tripan (Sigma-Aldrich, MO, EUA). As células foram mantidas em DMEN
suplementado com antibiéticos e 10% de SFB. O meio foi trocado no segundo e quinto

dias apds o plaqueamento e as células foram mantidas até o décimo dia.
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3.9.1 Infecgao das células pelas particulas virais e analise da sub-localizagao e

atividade genémica de GR

Para verificar o trafego do receptor modificado tdGR nos compartimentos
celulares, em resposta a CORT, no oitavo dia de cultura as células foram infectadas
com as particulas virais (HSV-tdGR e HSV-GFP, relacao de 1 particula viral por célula
presente na cultura) diluidas em meio de cultura (DMEN + 2% de SFB). Quarenta e
oito horas depois (décimo dia de cultura), as células foram tratados com CORT a 10
MM em meio de cultura (DMEN + 2% de SFB) por 1h. Em seguida, o meio foi removido
e as laminulas foram lavadas com PBS e, entdo, fixadas com formaldeido a 4%
(Amresco, Fountain Parkway Solon, OH, EUA) por 20 minutos a temperatura
ambiente. Apos 5 lavagens com PBS, as células aderidas as laminulas foram
incubadas em solugéo de bloqueio (5% de soro de jumento, 0,05% de Triton X-100
em PBS) por 2h em temperatura ambiente. Posteriormente, as células foram
incubadas em solugédo de bloqueio contendo o anticorpo primario anti-GR (1:1000,
Santa Cruz, CA, EUA) por 24h e, em seguida, apds lavagens com PBS, incubadas em
PBS contendo o anticorpo secundario (AlexaFluor 594, 1:2000) e Triton X-100 a
0,05% por 2h. Finalmente, as laminulas foram incubadas em solugdo com DAPI
(1:100000, Sigma-Aldrich; PBS com 0,05% de Triton X-100) por 20 minutos, lavadas
com PBS e montadas em laminas em meio de montagem Fluoromount-G
(SouthernBiotech, EUA). As laminas foram analisadas em microscopio de
fluorescéncia, conforme descrito anteriormente.

Para a analise da atividade gendmica de GR nas células infectadas por tdGR, foi
realizado o ensaio de reacdo em cadeia da polimerase (PCR) para a amplificagdo dos
genes gilz e fkbp5, descrito adiante. As células foram obtidas utilizando-se o mesmo
protocolo para a analise de imagem, porém as células ndo foram plaqueadas em
laminulas. Ao final do tratamento com CORT, as células foram lavadas 5 vezes com
PBS e coletadas em TRIzol® (0,75 pl por amostra; Thermo Fisher Scientific, MA,

EUA). A extracdo do RNA seguiu conforme orientacédo do fabricante.
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3.10 Ensaio de PCR

3.10.1 Extracao de RNA

Apoés solubilizagdo das células em TRIzol®, foram adicionados 175 ul de
cloroférmio em cada amostra, seguindo-se para incubagao a temperatura ambiente
por 3 minutos. As amostras, entao, foram centrifugadas a 12000 g por 15 minutos a 4
°C, formando-se 3 fases. A primeira fase, que contém o RNA total, foi transferida para
outro tubo, onde foi adicionado 5 ug de glicogénio RNase-free e, posteriormente, 0,5
ml de alcool isopropanol para a precipitagcdo do RNA. As amostras ficaram incubadas
a temperatura ambiente por 10 minutos e, posteriormente, foram centrifugadas a
12000 g por 10 minutos a 4 °C. Apds descartar o sobrenadante, ao pellet resultante
foi adicionado 1 ml de etanol a 75%, seguido de agitacao vigorasa em vortex e de
centrifugagao a 7500 g por 5 minutos a 4 °C. Apds descartar o sobrenadante, o pellet
foi seco a temperatura ambiente e, em seguida, diluido em agua DEPC (20 pl) e
estocado a-80 °C. Uma pequena aliquota 2 ul do RNA foi separada para quantificacao
por espectrofotometria no aparelho Synergy HT Multi-Mode Microplate Reader

(BioTek instruments, Inc, EUA), nos comprimentos de onda de 260 e 280 nm.

3.10.2 Transcri¢do reversa

Para o procedimento de transcri¢cao reversa e obtencdo do cDNA, foi utilizado o
Kit SuperScript Ill Reverse Transcriptase (Thermo Fisher Scientific, MA, EUA) e
seguido os passos conforme orientagcao do fabricante. Para a reagéo, foram utilizados
12 pl de solugao final, contendo 5 ug de RNA, 1 pl de dNTPs (0,5nM cada), 1 ul de
Random Primer, 5 ug de RNA total e o restante de agua estéril. As amostras foram
incubadas por 5 minutos a 70 °C e, em seguida, foi adicionado a solugéo 8 pl de da
solugao Mix, resultando em um volume final de 20 ul. Apds incubagao de 10 miutos a
25 °C, as amostras foram incubadas a 42 °C por 70 minutos, seguido de aquecimento

a 70 °C por 15 minutos para a denaturacao da enzima.
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3.10.3 Reacao de amplificagao e corrida em gel de agarose

Para a reagédo de PCR, foram adicionados em um microtubo 2 yl do cDNA (20
ng/ul), 5 pl de Amp Buffer, 0,75 ul MgClz, 0,5 ul de dNTPs, 1,5 ul do primer foward e
1,5 ul do primer reverse, 0,5 ul de de Taqg Polimerasa (Promega Co., WI, EUA) e agua
milliQ (Merck Millipore, MA, EUA) suficiente para 25 pl. As condi¢gdes de reagédo no
termociclador (LifeECO, Bulldog Bio, Inc; NH, EUA) foram: 95 °C por 2 minutos iniciais,
seguido por 30 ciclos a 95 °C por 1 minuto, 55 °C por 30 segundos e 72 °C por 1
minuto. Apds o ultimo ciclo, as amostras permaneceram por 5 minutos a 72 °C. O
produto foi analisado por meio de eletroforese em gel de agarose (2%), corado com
BlueGreen (Thermo Fisher Scientific, MA, EUA) visualizado com transiluminador UV
(ChemiDoc Imager; Bio-Rad Laboratories, Inc, CA, EUA). As sequéncia dos primers
utilizados seguem abaixo:

gapdh: foward, 5-GGTGTGAACGGATTTGGC-3; reverse, 5-CTGG-
AAGATGGTGATGGGTT-3’;

gilz: foward, 5-TGGGGCCTAGTAACACCAAG-3’; reverse, 5-
GAGCACACTGGCATCACATC-3

fkbp5: foward, 5-GAACCCAATGCTGAGCTTATG-3’; reverse, 5-
ATGTACTTGCCTCCCTTGAAG-3'.

3.11 Analise estatistica dos resultados

As diferengas estatisticas entre os grupos experimentais foram detectadas por
analise de variancia (ANOVA) de dois critérios seguida pelo pos-teste de comparagbes
multiplas de Tukey. Comparagdes entre dois grupos experimentais foram feitas por
teste t ou Mann-Whitney. Foram adotados valores para p < 0.05 como estatisticamente
significantes. Ainda, utilizamos a estatistica descritiva para obtengao de médias e erro
padrdo da média. Para a analise da distribuicdo amostral, foi feito o teste de
normalidade de D'Agostino & Pearson. Para Todas as analises foram realizadas no
programa GraphPad Prism para Windows versao 7 (GraphPad Software, CA, EUA

www.graphpad.com).
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4 RESULTADOS

4.1 EA protege contra ansiedade manifestada 10 dias apés estresse agudo de

Contencgao

Ao analisarmos os resultados obtidos, de acordo com o delineamento proposto
no experimento 1, concluimos que 1h de estresse de contengdo ndo promoveu
comportamento do tipo ansioso mensurado 10 dias apds. Conforme apresentado na
figura 2, os animais acomodados em moradia padrdo (MP) ndo estressados e
estressados exploraram os bragos abertos em igual magnitude, tanto para os
parametros de frequéncia de entradas nos bragos abertos quanto para o tempo de
permanéncia nos mesmos (Fig. 2, A; teste t bicaudal, p = 0,6221 e p = 0,7153,
respectivamente). J& os animais MP que foram submetidos a 2h de estresse de
contengao, por sua vez, apresentaram significativa redugcdo na porcentagem de
entradas (Fig. 2, B) e tempo de permanéncia (Fig. 2, C) nos bragos abertos em relagao
ao grupo nao estressado. Por outro lado, os animais que sofreram o mesmo estresse,
porém que foram previamente acondicionados em ambiente enriquecido (EA),
apresentaram maior frequéncia de entradas e tempo de permanéncia nos bracos
abertos quando comparados aos animais MP estressados, sem apresentarem
diferencas na exploracao dos bragos abertos quando comparados aos animais MP
ndo estressados (Fig. 2 B; C), sugerindo que o enriquecimento ambiental, aplicado
previamente ao estimulo estressor, protegeu o0s animais em relacdo ao
comportamento do tipo ansioso manifestado 10 dias ads o estresse agudo de
contencdo de 2h. Ademais, os animais EA n&o estressados n&o apresentaram
diferencga estatisticamente significante na exploracao dos bragos abertos comparados
aos animais MP nao estressados e EA estressados, porém esta exploragao foi maior
qguando comparados aos animais MP estressados (Fig. 2, B; C), indicando que o EA,
por si, ndo provocou aumento da taxa de exploracdo dos bragos abertos, mas sim
modifica o curso da resposta do animal frente ao estresse agudo no que diz respeito
a seu efeito ansiogénico, verificado apds 10 dias. O indice de ansiedade apresentado
por cada um dos grupos experimentais corroborou os dados acima, sendo maior nos
animais MP estressados em comparagao aos demais grupos (Fig. 2, D). A analise do
deslocamento total dos animais no labirinto mostrou que ndo houve diferenga na

média de deslocamento total entre os quatro grupos experimentais (Fig. 2, E),
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confirmando que o estresse agudo por contengéo e o EA ndo provocaram alteragdes

na atividade locomotora dos animais.

Para a variavel porcentagem de entradas nos bracos abertos, a ANOVA de dois
critérios apontou efeito significante para os fatores estresse [F(1, 45) = 15,50, p =
0,0003], moradia [F(1, 45) = 22,15, p < 0,0001] e interagdo de ambos [F(1, 45) = 6,747,
p = 0,0126)]. Para a variavel permanéncia nos bragos abertos, a ANOVA de dois
critérios indicou efeito significante para os fatores estresse [F(1, 45) = 10,00, p =
0,0028] e moradia [F(1, 45) = 7,091, p = 0,0107], sem interagao de ambos [F(1, 45) =
2,289, p = 0,1373]. Em relacdo a variavel indice de ansiedade, a ANOVA de dois
critérios revelou um efeito significante para os fatores estresse [F(1,46) = 13,00, p =
0,0008], tipo de moradia [F(1, 46) = 13,71, p = 0,0006] e interacao de ambos [F(1, 46)
= 4,080 p = 0,0492].

Adicionalmente, o teste de campo aberto confirmou o efeito protetor do EA na
ansiedade tardia induzida por estresse. O teste Mann-Whitney bicaudal mostrou que
animais previamente enriquecidos e que foram estressados permaneceram, 10 dias
depois do estresse, maior tempo (p = 0,0070; Fig. 2, F) e deslocaram-se mais (p =
0,0372; Fig. 2, G) no centro da arena quando comparados a animais estressados,
porém nao enriquecidos. Conforme verificado previamente no LCE, tanto o estresse
quanto o EA nao influenciam na atividade motora dos animais, uma vez que n&o houve
diferengas no total de quadrantes cruzados na arena entre os diferentes grupos de
animais (p = 0,7657; Fig. 2, H).
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EA protegeu contra a persisténcia do comportamento do tipo

ansioso induzido por 2h de estresse de contencéo.

Figura 2 -
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Uma hora de estresse de contengao nao alterou, 10 dias depois, a exploragdo dos bragos
abertos no LCE (A). Duas horas de estresse de contengdo promoveu, em animais
acomodados em moradia padrao (MP), 10 dias depois, redugéo na frequéncia de estradas (B)
e tempo de permanéncia (C) nos bragos abertos em comparagdo aos animais MP nao
estressados. Animais enriquecidos (EA), tanto estressados quanto ndo estressados,
apresentaram exploracdo dos bragos abertos similar a dos animais MP n&o estressados,
porém maior do que a dos animais MP estressados (B, C). indice de ansiedade mostrou, no
LCE, comportamento do tipo ansioso maior nos animais MP estressados quando comparados
a animais MP nao estressados e animais EA, estressados ou néo (D). EA, estresse ou ambos
nao alteraram, 10 dias ap0s, a atividade locomotora dos animais no LCE (E). O teste de campo
aberto também mostrou que exposicao prévia ao EA preveniu o desencadeamento do
comportamento do tipo ansioso 10 dias apos o estresse. Animais MP estressados ficaram
menos tempo (F) e deslocaram-se menos (G) na regido central do campo aberto quando
comparados aos animais EA estressados. Nao foi observada diferenga no deslocamento total
entre os animais MP e EA no campo aberto (H). ANOVA de dois critérios seguido pelo pés-
teste de comparag¢des multiplas de Tukey (B-E) e teste t bicaudal ndo pareado (A, F-H).
Diferencas estatisticamente significantes entre grupos sao indicadas por * (p<0,05), **
(p<0,01), *** (p<0,001) e **** (p<0,0001). n= 9 por grupo (A), 10-14 por grupo (B-E) e 12 por
grupo (F-H).

4.2 EA previne o aumento da densidade de espinhos dendriticos do BLA

induzido por estresse agudo de contengao

Com o intuito de verificar se o efeito protetor comportamental exercido pelo EA
tem alguma relagdo com as alteragdes morfolégicas induzidas pelo estresse agudo
nos neurénios do BLA, nds verificamos alguns paradmetros morfolégicos da arvore
dendritica dessa estrutura. Conforme ilustrado na Figura 3 (A), a exposi¢cdo ao
estresse agudo de contencdo aumentou, 10 dias apds, a densidade dos espinhos em
todos os segmentos dendriticos analisados, tanto nos animais MP quanto nos animais
EA. Ja em ralagao aos demais parametros analisados, nés nao verificamos diferengas
no comprimento total dos dendritos (Fig. 3, B) e no numero de bifurcagdes (Fig. 3, C),
tanto nos animais MP quanto EA, estressados ou ndo. Em relagcdo a densidade de
espinhos dendriticos, a ANOVA de dois critérios revelou um efeito significante do
estresse para cada segmento dendritico [F(1, 12) = 16,89, p = 0,0014 para segmento
primario; F(1, 12) = 64,25, p < 0,0001 para segmento secundario; F(1, 12) = 80,62, p
< 0,0001 para segmento terciario; F(1, 12) = 90,76, p < 0,0001 para segmento
quaternario; F(1, 12) = 132,9, p < 0,0001 para todos os segmentos], enquanto nao
houve efeito significante para o tipo de moradia [F(1, 12) = 0,3362, p = 0,5727 para o
segmento primario; F(1, 12) = 0,1044, p = 0,7521 para o segmento secundario; F(1,
12)=0,1474, p = 0,7077 para o segmento terciario; F(1, 12) = 0,1621, p = 0,6943 para

o segmento quaternario; F(1, 12) = 0,1273, p = 0,7275 para todos os segmentos] ou
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para a interacdo de ambos [F(1, 12) = 1,170, p = 0,3007 para o segmento primario;
F(1,12)=2,161, p = 0,1672 para o segmento secundario; F(1, 12) = 4,185, p < 0,0633
para o segmento terciario; F(1, 12) = 0,02568, p = 0,8753 para o segmento
quaternario; F(1, 12) = 2,654, p = 0,1292 para todos os segmentos].



55

Figura 3 - EA ndo preveniu o aumento da densidade de espinhos
dendriticos no BLA induzido por estresse agudo.
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Animais estressados, independente se acomodados em moradia padrdao (MP) ou
enriquecimento ambiental (EA), apresentaram maior densidade de espinhos em todos os
segmentos dendriticos dos neurdnios do BLA quando comparados a animais nao estressados
(A). Tanto o estresse quanto o tipo de moradia ndo alteraram o comprimento total dos
dendritos (B) nem o total de bifurcagdes dendriticas (C) dos neurdnios do BLA. Imagens
representativas do segmento secundario de neurbnios do BLA dos diferentes grupos
experimentais (barra de escala: 10um; D). ANOVA de dois critérios seguido pelo pds-teste de
comparagdes multiplas de Tukey. n=4 por grupo. Diferencas estatisticamente significantes
entre os grupos séo indicadas por * (p<0,05), *** (p<0,001) e **** (p<0,0001) em comparagao
ao grupo MP; # (p<0,05), ## (p<0,01), ### (p<0,001) e #### (p<0,0001) em comparacao ao
grupo EA. EA, enriqguecimento ambiental sem estresse; EA-Est, enriquecimento ambiental
com estresse; MP, moradia padrao sem estresse; MP-Est, moradia padrdo com estresse.

4.3 Comportamento do tipo ansioso manifestado 10 dias ap6s o estresse nao
esta atrelado a alterag6es nos niveis séricos de corticosterona e a atividade
de GR no BLA

Tendo isso em vista, e conforme delineamento proposto no experimento 1 (Fig.
1, A) decidimos verificar se 10 dias apds o estimulo estressor, apos a submisséo dos
animais ao teste no LCE, ha diferencas nas concentragdes séricas do hormdnio entre
os diferentes grupos experimentais, com vistas a observar ndo sé se o estresse agudo
promove uma alteragao de longo prazo no eixo HPA, mas também se o efeito protetor
do EA esta relacionado, de alguma forma, a modulagdo do mesmo eixo ou da
atividade nuclear de GR no BLA. Nossos achados mostraram que nao houve diferenca
nas concentragdes séricas de CORT entre os 4 grupos experimentais, sugerindo que
nem o estresse agudo, tampouco a exposigdo ao EA, modificam a cinética de
liberacdo do hormonio frente ao estresse de exposi¢cao a novidade, no caso, o LCE
(Fig. 4, A). Da mesma forma, verificamos que nao houve alteragdes na translocacao
nuclear de GR no BLA dos animais dos 4 grupos experimentais analisados (Fig. 4, B).
A ANOVA de dois critérios ndo apontou efeito significante sobre as concentragdes
séricas de CORT e sobre a translocagao nuclear de GR do estresse [F(1, 34) = 2,523,
p=0,1215¢e F(1, 8) = 0,1384, p = 0,7195, respectivamente], do tipo de moradia [F(1,
34) = 0,1678, p = 0,6846 e F(1, 8) = 0,1614, p = 0,6984, respectivamente] e da
interacdo de ambos [F(1, 34) = 0,1634, p = 0,6885 e F(1, 8) = 0,02421, p = 0,9902,

respectivamente].
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Figura 4 - EA e estresse de contencdo de 2h nao alteram, 10 dias depois
de cada estimulo, as concentragbes séricas de CORT e a
translocag¢éo nuclear de GR no BLA.
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Concentragdes séricas de CORT (A) e translocagao nuclear de GR (B) ndo estao alterados
nos animais MP estressados e EA (estressados e n&o estressados) em relagao aos animais
MP néo estressados. ANOVA de dois critérios; n=8-12 por grupo em B e n=3 por grupo em C.
EA, enriquecimento ambiental sem estresse; EA-Est, enriquecimento ambiental com estresse;
MP, moradia padrdo sem estresse; MP-Est, moradia padrdo com estresse.

4.4 As concentracoes séricas de CORT ndo estdo modulados pelo EA

imediatamente apés o estresse de contengao.

As concentragbes séricas de CORT analisadas 10 dias apds o estresse
indicaram que o histérico de estresse agudo de contengédo ou de EA ndo modulam a
liberagcao do horménio na situacao de novidade, no caso, o LCE. Imediatamente apds
o estimulo estressor, conforme proposto no delineamento experimental e ilustrado na
Figura 5 (A), animais estressados, independentemente do tipo de moradia,
apresentaram elevados niveis séricos de CORT (Fig. 5, B), indicando que o EA prévio
ndo altera a liberagdo do hormdnio pelo estresse agudo de contengdo de 2h. Esse
dado confirma achado prévio do grupo. A ANOVA de dois critérios revelou efeito
significante do estresse [F(1, 34) = 35,51, p < 0,0001], porém nao do tipo de moradia
[F(1, 34) = 0,09052, p = 0,7654] e da interagdo estresse-tipo de moradia [F(1, 34) =
0,3852, p = 0,5390].
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Figura 5 - EA ndo modula o aumento nas concentragdes séricas de CORT
induzido por estresse.
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Representagdo esquematica do delineamento experimental adotado em B (A). Animais
estressados (tanto MP quanto EA) apresentaram, imediatamente apds o estresse,
concentracoes séricas de CORT maiores do que dos animais néo estressados. ANOVA de
dois critérios seguido pelo pos-teste de comparagdes multiplas de Tukey. n=9-10 por grupo.
Diferencas estatisticamente significantes entre grupos sao indicadas por ** (p<0,01) e ***
(p<0,001).

4.5 Inibigao da sintese de CORT durante o estresse previne o desenvolvimento

do comportamento do tipo ansioso avaliado 10 dias apés

Muito embora ndo tenhamos visto, 10 dias apds o estresse, diferengas tanto na
liberacdo de CORT nos animais enriquecidos quanto na sinalizacdo de CORT via GR
no BLA desses animais, considerando trabalho do grupo que mostrou que o efeito
protetor do EA imediatamente apds o estresse deve-se a alteracdo da sinalizacao
desse horménio no BLA via GR (Novaes et al., 2017), decidimos verificar se o efeito
tardio (10 dias apds o estresse) no comportamento ansioso desencadeado por
estresse agudo é dependente da sinalizacdo de CORT no momento em que ocorre o

estresse. Além disso, é sabido que ndo sé o estresse agudo, mas também a elevacao
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aguda das concentracdes séricas de CORT promove tardiamente (10-12 dias apos)
comportamento do tipo ansioso e 0 aumento na densidade dos espinhos dendriticos
do BLA. Conforme proposto no experimento 2 (Fig. 1, B), na secédo “material e
métodos”, e ilustrado na Figura 6, verificamos que a administracado de Metirapona
(inibidor de sintese de CORT, I|.P.) 1,5h antes do estresse preveniu a elevagédo dos
niveis plasmaticos de CORT nos animais estressados (Fig. 6, A). Interessantemente,
a nao elevacado dos niveis plasmaticos de CORT durante o estresse preveniu o
surgimento do comportamento do tipo ansioso 10 dias apds. Os animais que
receberam salina (Sal) e que foram estressados, além de terem suas concentragdes
plasmaticas de CORT aumentadas em relagao aos animais nao estressados (Fig. 6,
A), mostraram menor porcentagem de entradas nos bragos abertos no LCE 10 dias
apos o estresse (Fig. 6, B). Ja os animais estressados e que receberam metirapona
(Met), além de n&o terem as concentragdes plasmaticas de CORT alteradas pelo
estresse (Fig. 6, A), exploraram mais os bragos abertos em comparagao aos animais
Sal estressados e em igual magnitude aos animais Sal n&o estressados (Fig. 6, B).
Embora haja uma visivel tendéncia, o pos-teste de Tukey nédo indicou diferencas
significativas dos animais Sal estressados com os animais Sal ndo estressados ou
Met estressados para o tempo de permanéncia nos bragos abertos (Fig. 6, C). O indice
de ansiedade confirma os dados acima, sendo maior nos animais estressados que
receberam salina em comparagdo as demais grupos (Fig. 6, D). Finalmente, o
tratamento com metirapona ou o estresse ndo alteraram o comportamento motor dos
animais, indicado pelo deslocamento total no labirinto (Fig. 6, E). Em relacéo a
porcentagem de entradas nos bragos abertos, a ANOVA de dois critérios mostrou
efeito significante para os fatores estresse [F(1, 16) = 4,638, p = 0,0469], tipo de
moradia [F(1, 16) = 8,207, p < 0,0112] e interacdo de ambos [F(1, 16) = 5,718, p =
0,0294)]. Para a variavel permanéncia nos bragos abertos, a ANOVA de dois critérios
indicou feito significante do estresse [F(1, 16) = 6,247, p = 0,0237], porém nao do tipo
de moradia [F(1, 16) = 3,745, p = 0,0708] e interacdo de ambos [F(1, 16) = 1,257, p =
0,2787]. Ja em relacao ao indice de ansiedade, a ANOVA de dois critérios revelou um
efeito significante para os fatores estresse [F(1,16) = 6,448, p = 0,0219] e tipo de
moradia [F(1, 16) = 6,644, p = 0,0228], sem interagcao de ambos [F(1, 16) = 3,229 p =
0,0912].
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Figura 6 - Inibicdo da sintese de CORT durante o estresse preveniu, 10
dias apo6s, o desencadeamento do comportamento do tipo

ansioso.
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Administragdo prévia de metirapona preveniu o aumento dos niveis plasmaticos de CORT
induzido por estresse de contencdo de 2 horas (A). Animais estressados e previamente
tratados com salina (Sal) apresentaram menor exploragdo dos bragos abertos no LCE
(indicada pela maior porcentagem de entradas) quando comparados aos animais nao
estressados e que receberam o mesmo tratamento (B). Animais administrados com
metirapona (Met), estressados ou nao, apresentaram maior porcentagem de entradas dos
bragos abertos que os animais estressados administrados com salina (Sal) e a mesma
porcentagem de entradas que os animais nao estressados administrados com salina (Sal, B).
Pos-teste utilizado ndo apontou diferengas estatisticamente significantes entre os grupos em
relagdo ao tempo de permanéncia nos bragos abertos, porém ANOVA indicou um efeito
exercido pelo estresse (C). indice de ansiedade indicou, no LCE, comportamento do tipo
ansioso maior nos animais Sal estressados quando comparados a animais Sal nao
estressados e animais Met, estressados ou ndo (D). Tratamento com metirapona e/ou
estresse ndo alteraram a atividade motora dos animais no labirinto, indicada pelo
deslocamento total no labirinto (E). ANOVA de dois critérios seguido pelo pds-teste de
comparagdes multiplas de Tukey. n=4-6 por grupo. Diferengas estatisticamente significantes
entre grupos sao indicadas por * (p<0,05), ** (p<0,01) e **** (p<0,0001).

4.6 Efeito ansiogénico tardio do estresse esta associado ao aumento imediato

da sinalizagao de GR no BLA

Baseados no resultado anterior, decidimos verificar se o efeito ansiogénico tardio
do estresse (manifestado 10 dias apds) deve-se ndo s6 ao aumento da liberagédo de
CORT, mas ao aumento da sinalizacao desse horménio no BLA, via GR. Como pode
ser observado na Figura 7, imediatamente apds o estresse de contencdo de 2h, ha
uma maior concentracao de GR no compartimento nuclear dos neurdnios do BLA (Fig.
7, D, E, F) em comparagédo a um animal nao estressado (Fig. 7, A, B, C), ocorrendo,

inclusive, a formagao de aglomerados (Fig. 7, F).
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Figura 7 - Fotomicrografia ilustrando aumento de translocagao nuclear de
GR no BLA imediatamente apds estresse.
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Imunofluorescéncia do BLA mostrando aumentado acumulo de GR (vermelho) no nucleo de
neurdnios (verde, MAP-2) de animais estressados (D, E, F) comparados a animais nao
estressados (A, B, C). DAPI (azul) foi utilizado como marcador nuclear. Pontas de seta indicam
regiao nuclear de neurbnios. Barra de escala em F corresponde a 8um. Imagens foram
adquiridas em microscépio confocal seccionadas no plano Z a 0,6 pm.

Para inibirmos a sinalizacdo de GR no BLA dos animais, durante a sessao de
estresse, fizemos uso do constructo viral HSV-tdGR. A Figura 8 ilustra a
sublocalizacao celular de GR apds infecgdo de neurénios com o virus HSV-tdGR.
Neurdnios infectados com o construto controle (HSV-GFP, que carrea apenas a
sequéncia codificadora da proteina GFP) contém GR difuso entre o citoplasma e o
nucleo celular (Fig. 8, painel A), ao passo que neurdnios infectados com esse mesmo
construto, quando tratados com CORT, apresentaram menor difusdo de GR no
citoplasma e maior concentracdo do receptor no nucleo (Fig. 8, painel B). Os
neurénios infectados com HSV-tdGR, quando tratados com CORT, também
apresentaram uma menor difusdo de GR pelo citoplasma e maior concentragao no
nucleo (Fig. 8, painel C), sugerindo que o trafego no receptor entre os diferentes

compartimentos celulares nao foi alterado. Para confirmar o efeito que o construto
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HSV-tdGR exerce sobre a atividade gendémica de GR, utilizamos o mesmo
delineamento utilizado na Figura 8 para verificar, via PCR, a expressao de dois genes
sabidamente transcritos por GR, gilz e fkbp-5. Como pode ser observado na Figura 9,
tratamento com CORT eleva a expressao de ambos gilz e fkbp-5 nas células
infectadas com o constructo controle (GFP), porém nao nas células infectadas com o
constructo HSV-tdGR (tdGR). A superexpressdo de tdGR nao alterou a atividade
transcricional geral das células, indicado pelos niveis de expressdo de gapdh por

células infectadas por ambos os constructos.



Figura 8 - Fotomicrografia ilustrando a distribuicdo de GR apds infecgao de
virus HSV-tdGR em cultura primaria de neurénio.
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GR

GFP

DAPI
GR
GFP

Imunofluorescéncia de cultura primaria de cortex de rato mostrando distribuicido de GR
(vermelho) nos compartimentos citoplasmatico e nuclear de neurdnios. Os neurdnios foram
infectados com HSV-GFP (A, B) ou HSV-tdGR (C), e estimulados (B, C) ou ndo (A) com CORT
(10 uM, 1h). DAPI foi utilizado como marcador nuclear (Azul) e GFP esta representado em
verde. Barra de escala em C’”’ corresponde a 10um.
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Figura 9 - Superexpressdo de tdGR em neurdnios reduz a atividade
gendmica de GR.
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Fotorepresentagéo de analise eletroforética em gel de agarose dos produtos amplificados pela
RT-PCR das sequéncias codificantes para os genes gilz, fkbp5 e gapdh.

Parte dos resultados apresentados a seguir foi obtida no laboratério da Dra. Ki
Ann Gosens (Fig. 10, B-D) e parte no Laboratério de Neuroendocrinofarmacologia e
lunomodulacédo (LaNEFI), coordenado pela Professora Carolina Demarchi Munhoz.
Embora tenhamos adotado as mesmas condigdes experimentais (como luminosidade,
temperatura, horario do ciclo claro-escuro, linhagem do animal, dimensdes do
labirinto) em ambos os laboratérios, o sistema de analise dos parametros
comportamentais sao diferentes, sendo utilizado no laboratério da Dra. Goosens um
sistema automatizado de deteccdo de movimento baseado em infravermelho (mais
informacdes na sessao “Material e métodos”).

Quatro a seis dias ap6s infecgao bilateral da amigdala por HSV-tdGR ou HSV-
GFP (Fig. 1, C; periodo em que ocorre a expressao maxima do construto, ver sessao
“‘Material e métodos”), os animais passaram por sessao de estresse agudo de
contengao e, apés 10 dias, foram submetidos ao teste no LCE. Animais infectados
com HSV-tdGR exploraram mais os bragcos abertos em comparagdao aos animais
infectados por HSV-GFP (Fig. 10, B, C; ndo significante estatisticamente em B),
sugerindo estarem menos ansiosos (teste Mann-Whitney bicaudal, p = 0,1605 e p =
0,0401, respectivamente). Nao houve diferenca na locomogéo dos animais no LCE
entre os grupos (Fig. 10, E; teste Mann-Whitney bicaudal, p = 0,4234). Apesar de o
teste ter sido realizado apenas com dois grupos experimentais (ambos os grupos
passaram por sessdo de estresse), ndo permitindo verificar se os construtos em si

promovem alguma diferengca no comportamento basal dos animais, o conjunto desses
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dados sugerem que animais com reduzida atividade nuclear de GR no BLA (expressao
de tdGR) durante a sess&o de estresse sao resilientes ao efeito ansiolitico tardio do
estresse agudo. Para confirmar esse fendmeno, conduzimos outro ensaio incluindo
mais dois grupos experimentais: animais infectados com HSV-GFP ou HSV-tdGR, néo
estressados. Ainda que com uma amostragem reduzida, a ANOVA de dois critérios
mostrou um efeito significante na porcentagem de entradas nos bragos abertos para
o fator estresse [F(1, 29) = 4,736, p = 0,0378] e para a interagéo entre os fatores
estresse e superexpressao de tdGR [F(1, 29) = 4,562, p = 0,0413], ndo havendo efeito
significante para o fator superexpressao do virus isoladamente [F(1, 29) = 0,2914, p =
0,5934; Fig. 10, E]. O mesmo teste apontou um efeito significante para a interagao do
estresse e superexpressao de tdGR para o parametro de tempo de permanéncia nos
bracos abertos [F(1, 28) = 6,074, p = 0,0201], porém nao para os fatores estresse [F(1,
2)=2,316, p = 0,1392] e superexpressao isoladamente [F(1, 28) = 0,8279, p = 0,3706;
Fig. 10, F]. indice de ansiedade confirmou o efeito protetor da superexpressio de
tdGR no BLA, uma vez que a ANOVA de dois critérios indicou um efeito significante
para o fator estresse [F(1, 29) = 4,704, p = 0,0384] e para a interagao dos fatores
estresse e superexpressao do virus [F(1, 29) = 5,689, p = 0,0239], ndo havendo efeito
da superexpressao isoladamente [F(1, 29) = 0,5805, p = 0,4523; Fig. 10, G]. O teste t
nao pareado bicaudal entre os animais infectados com HSV-GFP e HSV-tdGR
evidencia a diferenga entre ambos a resposta ao estresse, conforme ilustra a Figura
10 (H, p = 0.0030; I, p = 0.0110).

O efeito da superexpressao de tdGR no BLA sobre o comportamento do tipo
ansioso verificado acima nao pode ser atribuido a modulagdo das concentracdes
plasmaticas de CORT alteradas pelo estresse, uma vez que ambos animais
estressados (GFP e tdGR) apresentaram concentragdes plasmaticas elevadas do
horménio apdés o estresse em comparacdo aos animais ndo estressados e
apresentaram niveis do horménio semelhantes quando comparados entre si (Fig. 10,
J). A ANOVA de dois critérios mostrou um efeito estatisticamente significante do
estresse sobre a concentragao dos niveis plasmaticos de CORT [F(1, 25 = 36,25, p <
0,0001], porém nao da superexpressao de tdGR no BLA [F(1, 25 = 0,007222, p <
0,9330] e da interagao de ambos os fatores [F(1, 25 = 0,07808, p < 0,7823]..
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Expressdo de tdGR no BLA preveniu o desenvolvimento do
comportamento do tipo ansioso nos animais 10 dias apoés

estresse.
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Fotomicrografia representando local de depdsito de virus (expressao de GFP, em verde) no
BLA (A). Animais infectados com HSV-GFP e estressados (GFP) mostraram menor
exploragdo dos bragos abertos no LCE em termos de tempo de permanéncia (C) e
porcentagem de entradas (B, ndo significante estatisticamente) em comparagédo aos animais
estressados infectados com HSV-tdGR (tdGR). Infecgdo do BLA por ambos os virus nao
alterou o comportamento motor dos animais no LCE, indicado pelo deslocamento total no
labirinto (D). ANOVA, comparando os 4 grupos experimentais, indicou efeito exercido pelo
estresse sobre a porcentagem de entradas nos bragos abertos (E), o tempo de permanéncia
nos bragos abertos (F) e o indice de ansiedade (G); ndo apontou efeito da infecgéo viral
isoladamente sobre os mesmo parametros citados (E-G) e indicou interagao entres os fatores
estresse e moradia para os parametros de porcentagem de entradas nos bragos abertos (E)
e indice de ansiedade (G). Teste t evidencia a diferenga em relagao a exploragéo dos bracos
abertos no LCE entre os animais estressados infectados com HSV-GFP ou HSV-tdGR (H, ).
Animais estressados (tanto GFP quanto tdGR) apresentaram, imediatamente apds o estresse,
niveis plasmaticos de CORT maiores do que dos animais n&o estressados (J). Teste t bicaudal
ndo pareado em B, C e D (n= 7-8 por grupo) e em H, | (n= 6-9 por grupo). ANOVA de dois
critérios seguido pelo pos-teste de comparagdes multiplas de Tukey em E-G (n=7-9 por grupo)
e J (n=6-9 por grupo). Diferencgas estatisticamente significantes entre grupos sao indicadas
por * (p<0,05), ** (p<0,01) e *** (p<0,001), em relagdo ao grupo GFP nao estressado, quando
nao indicado na figura). Barra de escala em A corresponde a 100um. BLA, complexo
basolateral da amigdala; CeA, nucleo central da amigdala

4.7 Efeito tardio do estresse agudo de contencgao nos processos de aquisi¢ao e

extingdo da meméria de medo ao contexto: papel modulatério do EA..

Com vistas a verificar se 0 quadro de ansiedade desencadeada pelo estresse
e manifestado 10 dias apdés o mesmo influencia o processo de aquisicdo de memoaria
emocional, seguimos com a analise comportamental conforme experimento 4,
indicado no delineamento experimental e ilustrado na Fig. 1 (D).

Ao analisarmos os resultados obtidos, observamos que nao houve diferenca na
porcentagem de freezing entre 0s animais controles e os animais estressados em cujo
treino foi aplicado 1mA de choque nas patas (Fig. 11). O nivel de freezing aumentado
verificado nos animais durante o teste pareado comparado a sessao de treino indica
que os animais, tanto estressados quanto nao estressados, formaram memoaria de
longo prazo. Admitindo a possibilidade do estimulo incondicionado (1mA de choque
nas patas) ser muito aversivo e ter gerado um efeito teto na resposta de freezing nos
animais, o que teria impossibilitado verificar eventuais diferencas entre os animais
controles e estressados, fizemos mais trés baterias de testes utilizando, no treino,
niveis gradativamente menores de choque. Conforme ilustra a Figura 11, observamos
gue os animais treinados com intensidades mais baixas de choque nas patas (0,5mA,
0,25mA e 0,15mA) ainda sao capazes de formar memoria de longo prazo, indicado

pelo aumento significativo de freezing durante a sessao de teste comparado a sessao
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de treino, porém, nao houve diferenga no nivel de freezing entre os animais controles
e estressados para cada bateria de teste (Fig. 11). Esses dados nos levaram a concluir
que o estado de ansiedade manifestado 10 dias apds o estresse agudo de contengao
nao influenciou a aquisicdo de memdria de longa duragdo. ANOVA de dois critérios
indicou efeito estatisticamente significante para o fator teste [F(1, 30) = 886, p <
0,0001, para 1mA; F(1, 34) = 153.54, p < 0,0001, para 0,5mA; F(1, 20) = 37,08, p <
0,0001; F(1, 30) = 36,97, p < 0,0001, para 0,15mA], porém néao para o fator estresse
(com excecgao dos animais treinados com 1mA, mas que nao foi confirmado pelo pds-
teste) [F(1, 30) = 4,25, p < 0,0480, para 1mA; F(1, 34) = 0,2623, p < 0,6118, para
0,5mA; F(1, 20) = 0,2983, p < 0,5910; F(1, 30) = 1,767, p < 0,1937, para 0,15mA].

Figura 11 - Estresse de contencdo de 2h nao altera, 10 dias depois, a
aquisicdo de memodria de medo condicionada ao contexto.
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Sessbes de treinos com 1mA, 0,5mA , 0,3mA e 0.15mA promoveram, na sessado de teste
pareado (Pés-El), aumento de freezing em relagdo a sessao de treino (Pré-El). Animais
treinados 10 dias depois de estresse agudo de contengdo ndo apresentaram aumento de
freezing em relagdo aos animais nao estressados, independente da intensidade do estimulo
incondicionado (EI). ANOVA de dois critérios seguido pelo pos-teste de comparagdes
multiplas de Tukey. n=5-8 por grupo. Diferengas estatisticamente significantes entre os grupos
sdo indicadas por * (p<0,05), ** (p<0,01), *** (p<0,001) e **** (p<0,0001). n.s., n&o significante.

Com o intuito de investigar se o efeito ansiogénico persistente do estresse agudo

influencia o processo de extingdo de memadria emocional, seguimos com a analise
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comportamental descrita no experimento 4, indicado no delineamento experimental.
Conforme mostrado na Figura 12, e confirmando os dados obtidos previamente, o
estresse agudo de contengéo n&o influencia no processo de aquisicdo de memoria de
medo ao contexto, uma vez que, 24h apds o treino de aquisicao (teste 1), a
porcentagem de freezing dos animais MP estressados (MP-Est) foi semelhante a dos
animais MP nao estressados (MP; Fig. 12, A). O mesmo pode ser concluido a respeito
do EA, uma vez que esses animais, estressados (EA-Est) ou ndo (EA) também
apresentaram porcentagem de freezing semelhante ao dos animais MP (Fig. 12, A).
Ja em relacdo ao processo de extingdo da memoria, notamos que os animais
MP-Est apresentaram um prejuizo, uma vez que a porcentagem de freezing nesses
animais no teste 1 nao foi diferente da dos demais testes, ao passo que os animais
MP, EA e EA-Est apresentaram redugao de freezing apds sucessivas reexposicoes
na arena condicionada (Fig. 12, A). O efeito do estresse sobre o processo de extingao
nos animais MP fica mais evidente ao analisamos a porcentagem de freezing no teste
6, significantemente maior que a dos MP (portanto nédo estressados; Fig. 12, A; B). O
EA, assim como em relagao a ansiedade, mostrou ter um papel protetor, uma vez que
os animais EA-Est ndo apresentaram diferengas na porcentagem de freezing em
relacdo aos animais MP em todos os testes, porém significativamente menor em
relagdo aos animais MP-Est no teste 6 (Fig. 12, A; B). Os animais EA apresentaram
comportamento semelhante ao dos animais MP e significativamente diferente dos
animais MP-Est no teste 6 (Fig. 12, A; B), indicando que o enriquecimento ambiental
nao promove um aumento no processo de extingdo, mas sim previne o prejuizo
promovido pelo estresse. E importante destacar que os animais submetidos & arena
nao pareada (NP) no teste 1 demonstraram aumento de freezing em relagdo ao
periodo de treino (pré-El), porém quando submetidos a arena de condicionamento, no
teste 6, mostraram aumento estatisticamente significante (Fig. 12, C). Esses dados
nos indicam que a redugao na resposta de freezing apresentada pelos animais deve-
se as sucessivas sessdes de extingdo realizadas nesta arena, ndo a passagem do
tempo entre o teste 1 e o teste 6. A ANOVA de dois critérios revelou efeito
estatisticamente significante na porcentagem de freezing para os diferentes dias de
teste [F(6, 279) = 32,73, p < 0,0001], confirmado pelo pds-teste de Tukey apenas para
os grupos MP, EA e EA-Est. Em relagao a porcentagem de freezing apresentada no

teste 6, ANOVA de dois critérios mostrou um efeito significante do estresse [F(1, 49)
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= 12,23, p = 0,001] e da interacéo estresse-tipo de moradia [F(1, 49) = 7,866, p =
0,0072], sem efeito do tipo de moradia isoladamente [F(1, 49) = 1,468, p = 0,2315].

Figura 12 - EA protege contra prejuizo no processo de extincdo de memoaria
de medo em animais estressados 10 dias antes do treino de
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Animais MP estressados (MP-Est) apresentam maior porcentagem de freezing em relagao
aos animais MP nao estressados (MP) e EA estressados (EA-Est) nos testes 4, 5 e 6, e maior
do que os animais enriquecidos n&o estressados (EA) no teste 6 (A). Grafico em colunas
ilustrando maior porcentagem de freezing dos animais MP estressados em relagdo aos
animais dos demais grupos experimentais no teste 6 (B). Animais acondicionados em arena
nao pareada (NP) no teste 1 apresentam aumento de freezing em relagao ao periodo de treino
(Pré-El), porém apresentam menor porcentagem de freezing quando acondicionados na
arena de condicionamento no teste 6 (C). ANOVA de dois critérios seguido pelo pos-teste de

comparagdes multiplas deTukey (A - C). n=8-14 por grupo; *, ** e *** em relagdo a CO (A,

p<0,05, p<0,01 e p<0,001, respectivamente), ## em relagcédo a ES (A, p<0,01) e & em relagéo
a EO (A, p<0,05); n=14 por grupo; *, ** e *** (B, p<0,05, p<0,01 e p<0,001,
respectivamente).n=8 por grupo, * e ** (C, p<0,05 e p<0,01, respectivamente).

4.8 Efeitos do EA e do estresse agudo na atividade neuronal no BLA e CPFm
dos animais submetidos aos testes de extingdo da meméria de medo ao

contexto.

A extincdo da memdédria de medo € um processo dependente da atividade de
estruturas como o BLA e CPFm, notadamente os nucleos infra-limbico (CPFmIL) e
pré-limbico (CPFmPL) e, tendo em vista o efeito protetor do EA sobre o efeito deletério
tardio do estresse agudo sobre o processo de extingdo da memodria de medo,
decidimos analisar nesses animais o acumulo de atividade neuronal nessas
estruturas, através da expressao da proteina FosB. Conforme ilustra a Figura 13, a
ANOVA de dois critérios nao indicou alteracdes na expressao de FosB no BLA para
os fatores moradia [F(1, 12) = 0,01188, p = 0,9150], estresse [F(1, 12) = 0,2706, p =
0,6124] ou para a interagao de ambos [F(1, 412) = 0,1642, p = 0,6924; Fig. 13, A-E],
porém, a razao das porcdes mais rostrais do BLA pelas por¢des mais caudais mostrou
um cenario diferente. O mesmo teste apontou para um efeito estatisticamente
significante na interagao do estresse e tipo de moradia [F(1, 12) = 5,518, p = 0,0368],
sem efeitos sobre cada estimulo isoladamente [F(1, 12) = 0,08568, p = 0,7747 e F(1,
12) = 0,03124, p = 0,8626, respectivamente; Fig. 13, F], sugerindo que o estresse
exerce efeitos diferentes em animais acomodados em moradia padréo ou enriquecida
no que diz respeito a extensdo rostro-caudal dos neurdnios ativados pelo estimulo.
Em relagédo a expresséo de FosB no CPFmIL, a ANOVA de dois critérios revelou um
efeito do estatisticamente significante do estresse [F(1, 12) = 5,779, p = 0,0330],
porém nao para os parametros tipo de moradia [F(1, 12) = 0,02994, p = 0,8655] e para
a interagdo de ambos [F(1, 12) = 1,919, p = 0,1912; Fig. 14]. Em relagdo a expressao

de FosB no CPFmMPL, a ANOVA nao revelou efeito para os parametros tipo de moradia
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[F(1, 12) = 0,4022, p = 0,5379], estresse [F(1, 12) = 3,547, p = 0,0841], ou interagéo
de ambos [F(1, 12) = 1,368, p = 0,2649; Fig. 15]. E importante destacar que para
todos os efeitos revelados pela ANOVA, ndao houve confirmacao pelo pds-teste de

Tukey, eventualmente devido ao reduzido numero amostral.
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Figura 13 - Efeito do estresse e do EA na atividade de neurénios do BLA
em animais submetidos a extingao do medo condicionado.
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Fotomicrografia ilustrando a marcagao de células positivas para FosB no BLA de animais MP
nao estressados (A), animais MP estressados (B), animais EA nao estressados (C) e animais
EA estressados (D). Grafico em colunas ilustrando quantidade média de células positivas para
FosB no BLA dos animais dos diferentes grupos experimentais (E) e a razdo da contagem de
células positivas para FosB nas por¢des mais rostrais pela contagem nas porgdes mais
caudais do BLA (F). ANOVA apontou efeito estatisticamente significativo para a interagéo
entre os fatores tipo de moradia e estresse em F, porém nao confirmado pelo pds-teste.
ANOVA de dois critérios seguido pelo pos-teste de comparag¢des multiplas de Tukey em E e
F (n=4 por grupo). Barra de escala em D corresponde a 500um. BLA, complexo basolateral
da amigdala; CeA, nucleo central da amigdala.
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Figura 14 - Efeito do estresse e do EA na atividade de neurénios do CPFmIL

em animais submetidos a extingdo do medo condicionado.
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Fotomicrografia ilustrando a marcacgéao de células positivas para FosB no CPFmIL de animais
MP né&o estressados (A), animais MP estressados (B), animais EA ndo estressados (C) e
animais EA estressados (D). Grafico em colunas ilustrando quantidade meédia de células
positivas para FosB no PFCmIL dos animais dos diferentes grupos experimentais (E). ANOVA
apontou efeito estatisticamente significativo para o fator tipo estresse, porém néo confirmado
pelo pés-teste. ANOVA de dois critérios seguido pelo pés-teste de comparagdes multiplas de
Tukey (n=4 por grupo). Barra de escala em D corresponde a 100pm. BLA, complexo
basolateral da amigdala; CeA, nucleo central da amigdala.
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Figura 15 - Efeito do estresse e do EA na atividade de neurbnios do
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5 DISCUSSAO

Os resultados apresentados nesta tese permitiram conclusdes a respeito de
alguns dos objetivos iniciais propostos e trazem questdes pertinentes a serem
respondidas em eventuais pesquisas futuras. Com relacdo aos resultados
comportamentais, concluimos acerca do efeito protetor exercido pelo EA sobre o
comportamento do tipo ansioso desencadeado 10 dias apds o estresse de contencéo
de 2h. Além disso, confirmamos nao haver influéncia tanto do estado ansioso quanto
do EA sobre o processo de aquisicdo de memoéria no paradigma de medo
condicionado ao contexto. Entretanto, verificamos um prejuizo no processo de
extincdo da memoaria nos animais previamente estressados, efeito que foi prevenido
pela exposicdo ao EA. A despeito do papel protetor do EA sobre os efeitos
comportamentais desencadeados tardiamente apdés o estresse agudo, nao
observamos nenhum efeito modulatério do EA sobre a arvore dendritica dos neurdnios
do BLA. Concluimos, também, que o EA nao exerce seu efeito protetor através da
modulacdo das concentracdes séricas de CORT, pelo menos quando verificados
imediatamente ou 10 dias apods o estresse. No BLA, a atividade de GR nao se mostrou
alterada 10 dias apds a exposi¢cdo ao estresse ou ao EA, porém nao descartamos a
influéncia que as alteragbes na atividade deste receptor, na vigéncia do estimulo
estressor, exercem sobre o comportamento dos animais tardiamente. Nesse sentido,
verificamos que tanto a inibicdo da sintese de CORT quanto a da sinalizagdo nuclear
de GR no BLA, no momento do estresse, preveniram o desencadeamento do
comportamento do tipo ansioso 10 dias apds. Finalmente, resultados ainda
preliminares indicaram que o estresse agudo prévio aos testes de extingdo da
memoria de medo exerce efeitos em diferentes subpopulagdes neuronais nos animais
enriquecidos e ndo enriquecidos no que diz respeito a atividade do BLA. Ja em relagao
ao CPFm, nossos resultados sugerem que o estresse diminui a atividade dos
neurénios do CPFmIL nos animais nao enriquecidos, e nao exerce efeito (tanto quanto
o EA) sobre os neurénios do CPFmPL.

A relagao entre um estimulo estressor agudo e a persisténcia de sintomas de
ansiedade tem sido amplamente estudada, principalmente por ter validade
translacional com transtornos recorrentes na clinica psiquiatrica, dentre eles, o TEPT.
Um numero crescente de trabalhos vem mostrando que uma Unica sessao de estresse

de contengado de 2h é suficiente para gerar um comportamento do tipo ansioso que
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persiste por, pelo menos, 10 dias (Belda et al., 2008; Kin et al., 2014; Mitra et al., 2005;
Mitra e Sapolsky, 2008; Rao et al., 2012). Além disso, alguns trabalhos relataram que
animais previamente estressados apresentam uma resposta exacerbada a um
segundo estimulo estressor, mesmo quando o intervalo entre os dois estimulos supera
10 dias (Belda et al., 2008; Belda et al., 2004; Dal-Zotto et al., 2003; Vallés et al.,
2003;). Belda e colaboradores (2008), por exemplo, verificaram que 1h de estresse de
contencado, embora ndo promova um comportamento do tipo ansioso 10 dias depois,
como verificado apds 2h de estresse, potencializa o efeito ansiogénico do choque nas
patas. Os autores viram que apenas o estresse de contengao nao promove alteragao
nas concentragdes séricas de CORT, quando estes foram mensurados 10 dias depois,
e também nao observaram aumento da liberacdo do horménio apos o estresse de
choque nas patas, em comparagdo aos animais que nao foram previamente
estressados. Ganon —Elazar e Akirav (2012), por sua vez, viram que uma semana
apos exposicao ao estresse Unico prolongado (estresse de contengao, nado forgado
e perda de consciéncia por inalagdo de éter), os ratos ndo apresentaram alteragdes
nas concentragcdes basais de CORT, porém mostraram um aumento do feedback
negativo no eixo HPA em resposta ao desafio com dexametasona, indicando uma
maior responsividade do eixo. Esse dado apresenta um importante correlato com a
clinica psiquiatrica, pois pacientes com TEPT mostram um acentuado feedback
negativo do eixo HPA em resposta ao desafio com a hidrocortisona, um glicocorticoide
sintético, além de apresentarem concentracées mais elevadas de cortisol frente a um
estimulo estressor (Yehuda, 2006; ver Armario et al., 2008). Ademais, nesses
pacientes, uma Unica dose de hidrocortisona afeta o desempenho em testes de
mem©ria, sugerindo um papel importante das alteracées na responsividade do eixo
HPA na patofisiologia do TEPT (Yehuda et al., 2007).

Os nossos resultados corroboram alguns achados da literatura. Tal como
mencionado acima, verificamos que 1h de estresse de contencédo nao é suficiente
para gerar um quadro do tipo ansioso em ratos 10 dias apds, ao passo que 2h do
mesmo tipo de estresse, sim. De forma inédita, verificamos que a prévia exposicao
dos animais ao EA exerce um efeito protetor no que diz respeito a persisténcia da
ansiedade induzida pelo estresse agudo. E importante notar que néo foi verificado
qualquer efeito do EA, ou do estresse, sobre as concentragcbes séricas de CORT
analisadas 10 dias apds o estresse de contencdo e imediatamente apds o teste de

ansiedade, este considerado um estresse leve de submissio a novidade. Esses dados
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reforcam a hipétese de que nao ha correlagdo do comportamento do tipo ansioso com
os niveis basais deste hormdnio durante o teste. Todavia, ndo deve ser descartada a
importancia que a elevagao dos niveis séricos de GCs, que ocorre imediatamente
apos o estresse, exerce no aparecimento tardio do comportamento do tipo ansioso. A
esse respeito, alguns trabalhos mostraram que, tanto o estresse agudo de contencao
de 2h quanto a infusdo sistémica de CORT promoveram, 10 a 12 dias depois, um
comportamento do tipo ansioso em ratos, sugerindo um papel chave desse horménio
na persisténcia do quadro de ansiedade (Kim et al., 2014; Mitra et al., 2005; Mitra e
Sapolsky, 2008; Rao et al., 2012). Da mesma forma, nds verificamos aqui que a
inibicdo da sintese de CORT (através da administracdo sistémica de Metirapona)
durante o estresse de contencdo preveniu o surgimento do comportamento do tipo
ansioso 10 dias ap6s. No entanto, ndo parece ser através do controle da liberagcado de
CORT que o EA exerce seu efeito protetor, pois 0 aumento nas concentracdes séricas
deste hormonio, verificado imediatamente apds o estresse de contengao de 2h, nao
sofreu alteracdo quando os animais foram submetidos previamente ao EA, e, mesmo
assim, os animais mostraram-se protegidos em relagéo a ansiedade induzida pelo
estresse.

Além do efeito ansiogénico tardio associado a elevagcdo aguda dos niveis
séricos de CORT, o remodelamento dendritico no BLA tem sido apontado como a
génese das manifestagcdes comportamentais associadas ao estresse. A esse respeito,
nossos resultados contribuem para melhor entender essas correlagdes. Confirmando
trabalhos anteriores (Mitra et al., 2005; Rao et al., 2012), nossos resultados mostraram
que 2h de estresse agudo de contengdo promoveu, 10 dias depois, tanto o
comportamento do tipo ansioso quanto o aumento da densidade de espinhos
dendriticos no BLA. Além disso, e de acordo com relato prévio (Mitra et al., 2005),
esse mesmo estresse agudo ndo promoveu alteragdes no comprimento e numero de
bifurcagbes dos dendritos, efeitos que sao atribuidos as exposi¢cdes repetidas de
estresse de contengao ou administragdes exodgenas de CORT (Mitra et al., 2005; Mitra
and Sapolsky, 2008; Vyas et al., 2002). Interessantemente, nds verificamos que a
exposigao prévia ao EA preveniu o efeito ansiogénico induzido por estresse agudo,
porém nao seu efeito sobre 0 aumento da densidade de espinhos dendriticos no BLA.

Trabalhos recentes mostraram um efeito protetor do EA na persisténcia do
comportamento do tipo ansioso em ratos induzido por dois tipos de estresses
diferentes: separacdo materna e estresse de contengao repetido (Ashokan et al.,
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2016; Koe et al.,, 2016). Porém, diferente de nossos achados, esses trabalhos
mostraram que a exposi¢cao ao EA reverteu tanto o comportamento do tipo ansioso
quanto ao remodelamento dendritico induzidos pelo estresse. Além disso, Ashokan e
colegas (2016) mostraram que a exposigcdo ao EA suprimiu o efeito agudo da
exposicdo repetida ao estresse na elevagdo das concentracdes séricas de CORT. E
importante destacar que em ambos os trabalhos os animais foram expostos ao EA
concomitantemente (Ashokan et al., 2016) ou apds (Koe et al., 2016) o fim do estimulo
estressor. Como mencionado anteriormente, nossos achados também revelaram um
papel protetor do EA frente ao efeito comportamental do estresse agudo, porém nao
um efeito preventivo quanto a acdo do estresse sobre o aumento da densidade dos
espinhos dendriticos no BLA, tampouco na elevagao aguda de CORT sérica. De
acordo com os presentes achados, Novaes e colegas (2017) mostraram um efeito
protetor do EA contra o efeito imediato do estresse agudo de contengcédo de 1h no
comportamento do tipo ansioso, sem qualquer efeito sobre as concentragdes séricas
de CORT.

De forma geral, nossos resultados sugerem que o estresse, o remodelamento
dendritico no BLA e o surgimento do comportamento do tipo ansioso séo, de certa
maneira, fendmenos associados, porém nao interdependentes. Enquanto o aumento
transiente nas concentracbes séricas de CORT é suficiente para induzir alteracées
dendriticas no BLA (Kim et al., 2014; Mitra and Sapolsky, 2008; Rao et al., 2012), os
mecanismos através dos quais os glicocorticoides alteram a densidade dos espinhos
dendriticos ainda ndo estdo claros. Por outro lado, nos parece que o aumento
transiente de CORT e o surgimento tardio do comportamento do tipo ansioso nao séo
fendbmenos necessariamente correlacionados, assim como o remodelamento
dendritico no BLA e o comportamento do tipo ansioso. Digno de nota, Mitra e colegas
(2009) mostraram que a inibicdo dos neurdnios do BLA, e a consequente elevagao
das concentragoes séricas de CORT induzida por estresse agudo de contencgao,
preveniu o remodelamento dendritico no BLA associado ao estresse, porém nao o
comportamento do tipo ansioso manifestado 10 dias apés.

Embora o EA ndo module a liberacdo de CORT sistémica frente a um estimulo
estressor, pelo menos quando verificado imediatamente ou 10 dias apds o estresse
de contencdo, em trabalho prévio (Novaes et al., 2017), nés mostramos que animais
ndo enriquecidos e estressados apresentaram aumento da atividade nuclear de GR

(medida por translocagdo nuclear) no BLA, ao passo que animais previamente
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enriquecidos, mesmo que estressados e com altas concentracdes circulantes de
CORT, nao apresentaram tal aumento. Esse dado sugere um potencial mecanismo
de controle da sinalizagdo de CORT no BLA exercido pelo EA, que pode estar
relacionado com seu efeito protetor. Baseados nesse achado, decidimos investigar se
o comportamento do tipo ansioso visto 10 dias apds estresse de contengéo de 2h esta
relacionado com o aumento de translocacao nuclear de GR no BLA no momento do
teste de ansiedade e se o efeito protetor do EA esta relacionado com o controle dessa
translocagdo. Nossos resultados indicaram que ndo houve aumento de atividade
nuclear de GR no BLA durante o teste de ansiedade nos animais previamente
estressados, nem reducao por conta do EA, porém, ndo podemos afirmar que a
translocacdo desse receptor, que ocorre imediatamente apds o estresse de
contengao, nao seja importante para levar a alteragdes funcionais que culminem na
persisténcia da ansiedade, e que a protec¢ao exercida pelo EA nao se deva ao controle
dessa translocacao.

Visando explorar essa questao, decidimos verificar qual o efeito da reducao da
sinalizagao nuclear de GR no BLA durante o estresse (através da superexpressao da
forma dominante negativa do receptor —tdGR) no comportamento do tipo ansioso visto
10 dias apos. A despeito da reduzida amostragem experimental (tratando-se de um
ensaio comportamental e cujos individuos passaram por um procedimento invasivo),
os resultados indicaram que a sinalizagao nuclear de GR no BLA exerce um papel
importante para o efeito ansiogénico tardio do estresse agudo, na medida em que os
animais com reduzida atividade nuclear do receptor no BLA (superexpressam a forma
tdGR) mostraram-se menos ansiosos do que o0s animais controles, mesmo
apresentando concentragdes sistémicas de CORT elevadas comparados aos animais
n&o estressados.

A hiperatividade da amigdala € um fendbmeno caracteristico em pacientes com
transtornos de ansiedade (Hull, 2002; Rauch et al., 2006; Shin et al., 2006; Simmons
et al., 2011). Experimentalmente, a estimulagéo elétrica do BLA em ratos induz um
comportamento do tipo ansioso (Kellet et al., 2001; Nieminen et al., 1992), ao passo
que ratos de linhagens consideradas mais ansiosas apresentam aumento da atividade
do BLA, verificada tanto por aumento da expressao de genes de expressao imediata
(Hale et al., 2006; Silveira et al., 1993) quanto por registros eletrofisiologicos (Wang et
al., 2011). Além disso, sabe-se que o estresse agudo ou infuséo sistémica de CORT

aumenta a excitabilidade dos neurénios do BLA em ratos (Kavushansky and Richter-
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Levin, 2006; Rodriguez Manzanares et al., 2005) enquanto o bloqueio de sinapses
excitatérias no mesmo nucleo previne o desencadeamento do comportamento do tipo
ansioso pelo estresse (Adamec et al., 1999; Bignante et al., 2010). Evidéncias
crescentes vém sugerindo que os efeitos do estresse sobre a funcionalidade do BLA
podem ser decorrentes da sinalizagdo de CORT nesse nucleo. Registros
eletrofisioldgicos ex vivo em fatias de encéfalos de ratos mostraram que a ativagéo de
GR por CORT promove aumento da excitabilidade dos neurénios piramidais do BLA
(Duvarci e Pare, 2007). Adicionalmente, Mitra e Sapolsky (2010) concluiram, a partir
de uma inferéncia indireta, que o efeito protetor do receptor esteroide quimérico ERGR
(que converte a sinalizagdo mediada por GR em sinalizagdo mediada pelo receptor de
estrogeno - ER) no efeito ansiogénico do estresse agudo ou da infusao sistémica de
CORT, bem como sobre os efeitos no remodelamento dendritico do BLA, foi
decorrente do bloqueio da atividade de GR e ndo do aumento da sinalizagdo de ER
neste nucleo. Em trabalho prévio (Novaes et al.,, 2017), mostramos que ratos
enriquecidos séo resilientes ao efeito ansiogénico do estresse agudo de contengao e
apresentam menor expressao de EGR-1, um marcador indireto de atividade neuronal,
no BLA. Além disso, como ja mencionado, o estresse promoveu aumento de
translocagao nuclear de GR apenas nos animais nao enriquecidos. O conjunto desses
dados sugere que o aumento da sinalizagdo de GR no BLA promovido pelo estresse
esta associado com o pronunciamento do comportamento do tipo ansioso verificado
tardiamente, muito embora ainda nao esteja clara sua relagdo com o aumento da
densidade de espinhos dendriticos na regiao.

A exposicao de pacientes ansiosos a um estimulo estressor agudo em
situacbes experimentais induz a formagcao de uma memoria associativa de medo
resistente ao processo de extincdo, além de potencializar respostas tipicas de
ansiedade nao associativas (Charney et al., 1993; Foa et al., 1992; McFarlane, 2010;
Orr et al.,, 2002; Yehuda, 2002). Além disso, alteracbes funcionais da amigdala,
hipocampo e de estruturas do cortex frontal medial, todas parte de um conhecido
circuito implicado no processo de extingdo de memoria, sdo amplamente relatadas em
pacientes com TEPT (ver Bryant et al., 2005; Shin et al., 2005). Evidéncias
experimentais obtidas com modelos animais apontam uma correlagao positiva entre o
comportamento do tipo ansioso, ou a exposig¢ao prévia a um evento estressante, e o
prejuizo no processo de extingdo da memdéria de medo condicionado ao som ou ao
contexto (Akirav and Maroun, 2007; Izquierdo et al., 2006; Maren e Chang, 2006;
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Shumake et al., 2005), bem como na extingdo da resposta de esquiva inibitoria
(Ganon-Elazar e Akirav, 2009). Muigg et al. (2008) mostraram que populagdes de
ratos Wistar naturalmente mais ansiosas apresentam uma menor atenuacao da
resposta de freezing nos seguidos testes de extingdo da memoédria de medo
condicionada ao som em relagdo aos animais menos ansiosos da mesma linhagem.
Outros estudos mostraram um efeito persistente do estresse agudo sobre o prejuizo
da extincdo da memoria de medo. A exposicdo ao estresse unico prolongado, por
exemplo, prejudicou a extingdo da memdédria de medo condicionado ao som e ao
contexto de ratos treinados uma semana apoés o estresse (Knox et al., 2012a; Knox et
al., 2012b; Yamamoto et al., 2008), sem que tenha exercido efeito sobre a aquisi¢cao
da memodria (Knox et al., 2012a; Yamamoto et al., 2008). Ja o protocolo de estresse
agudo de choque nas patas (sessédo de 15 choques consecutivos durante o periodo
de 90 minutos), por sua vez, resultou em aumento de medo condicionado e prejuizo
na capacidade de extingdo da memoria condicionada ao som e ao contexto (diferente
do contexto do estresse), também em animais treinados 1 semana apos o estresse
(Long e Fanselow, 2012). Nossos resultados mostraram que o estresse agudo de
contencao, além de levar a um comportamento do tipo ansioso manifestado 10 dias
apos, também causou um prejuizo na extingdo da memdéria de medo ao contexto, sem
exercer influéncia sobre o processo de aquisicdo da memdaria. O EA, por sua vez, nao
sé preveniu o surgimento tardio do quadro de ansiedade, mas também o efeito
deletério do estresse sobre o processo de extingdo da memoaria.

O BLA possue um papel crucial na extingdo do medo condicionado (ver Baldi e
Bucherelli, 2015). A inativacdo do BLA por muscimol (agonista seletivo do receptor
GABAA), imediatamente antes do treino de extingado, causa prejuizo na extingdo da
memoria de medo em diferentes paradigmas (Herry et al., 2008; Holmes et al., 2013;
Laurent et al., 2008; Laurent e Westbrook, 2008, 2010; Sierra-Mercado et al., 2011),
indicando um papel crucial da atividade dos neurdnios do BLA na fase de aquisicao
da extingdo da memoria de medo. Da mesma forma, a inativagao do BLA por muscimol
ou tetrodotoxina, apds o teste de extingdo da memodria de medo condicionado ao
contexto, prejudicou a retengao da extingdo dessa memdria (Baldi e Bucherelli, 2010;
Laurent e Westbrook, 2008), ao passo que a administragcao de biculina (antagonista
de receptor GABA) potencializou a extingdo da memaria (Berlau e McGaugh, 2006),
sugerindo um papel central desse nucleo também da consolidagéo da extingdo da

memoria de medo. Alguns trabalhos, no entanto, mostraram que animais estressados,
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e que, portanto, manifestaram prejuizo da extingdo da memoédria de medo,
apresentaram maior numero de células positivas para cFos no BLA, sugerindo que o
aumento da atividade dos neurdnios da regido estaria relacionado a alteragao
comportamental observada (Hoffman et al., 2014; Toledo-Rodriguez et al., 2012).

Nao esta claro, porém, se as altera¢des plasticas desencadeadas pelo estresse
agudo ou crdnico sobre a arvore dendritica do BLA (Mitra et al., 2005, Padival et al.,
2013, Vyas et al., 2006, 2002), o que implicaria em maior atividade dos neurdnios da
regidao, estdo associadas com o prejuizo na extingdo da memoria de medo. Camp e
colegas (2012) mostraram que animais com prejuizo natural na extingdo da memoaria
de medo também apresentam hipertrofia dendritica no BLA, porém, outros trabalhos
mostraram que animais com prejuizo na extingdo da memoria de medo induzida por
estresse de submissao a plataforma suspensa apresentaram retragdo dendritica, nao
hipertrofia, no mesmo nucleo (Grillo et al., 2015; Maroun et al., 2013). No mesmo
sentido, nossos resultados mostraram que nao ha associagao entre o efeito protetor
do EA sobre o efeito ansiogénico e o déficit de extingdo induzidos por estresse com
uma eventual prevencao do aumento na densidade dos espinhos dendriticos do BLA.
Além disso, nossos resultados mostraram, através da analise da expressao de FosB,
que tanto o estresse quando o EA nao alteram a atividade dos neurénios do BLA apés
0s sucessivos testes de extingao.

E interessante notar que muitos trabalhos vém mostrando que subpopulagées
distintas de neurénios do BLA respondem a estimulos incondicionados com diferentes
valéncias, variando de estimulos apetitivos a estimulos aversivos (Belova et al., 2007;
Bermudez and Schultz, 2010; Knapska et al., 2007; Livheh and Paz, 2012; Muramoto
et al., 1993; Paton et al., 2006; Romanski et al., 1993; Wolff et al., 2014). O resultado
comportamental distinto decorrente da ativacdo dessas diferentes subpopulacdes
neuronais reside nas projecdes que esses neurdnios apresentam. Neurbnios
localizados no BLA e que se projetam para o nucleo acumbens (NAc), por exemplo,
sao cruciais para o comportamento associado a recompensa (Ambroggi et al., 2008;
Cardinal et al., 2002; Stuber et al., 2011), enquanto que neurdnios também localizados
no BLA, mas que se projetam para o nucleo central da amigdala, subdivisdo medial
(CeM), séo recrutados durante o condicionamento de medo (Jimenez e Maren, 2009;
Haubensak et al., 2010). Utilizando ferramentas como tragadores retrégrados,
optogenética e eletrofisiologia, Namburi e colegas (2015) identificaram, no mesmo

animal, populagdes de neurdnios topograficamente sobrepostas que se projetam para
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o NAc e para o CeM. Nesse trabalho, os pesquisadores mostraram que o
condicionamento de medo promoveu reducao da razdo de ativagcido dos receptores do
tipo AMPA e receptores do tipo NMDA para glutamato no terminal sinaptico dos
neurbnios que se projetam para o NAc, porém promoveu aumento da razdo
AMPA/NMDA nos terminais dos neurbnios que se projetam para o CeM. O
condicionamento para o consumo de sacarose exerceu o efeito oposto em cada
subpopulagédo. Além disso, a fotoestimulacdo dos neurénios BLA-NAc aumentou o
comportamento de reforgo positivo, enquanto que a fotoestimulagdo dos neurdnios
BLA-CeM promoveu comportamento de esquiva inibitdria.

Em trabalho mais recente, Kim e colegas (2017) identificaram marcadores
genéticos para duas subpopulagdes distintas localizadas no BLA que, embora
apresentem certa sobreposicao topografica, estdo claramente distribuidas na
dimensao rostro-caudal do nucleo. As células Rspo2 positivas, por exemplo,
localizam-se maijoritariamente nas porcdes rostrais do BLA e s&o ativadas por
estimulos de valéncia negativa, como choque nas patas, consumo de alimentos nao
palataveis ou exposicdo a odor desagradavel para o animal. J& as células Ppplrl
positivas estédo localizadas majoritariamente nas por¢gées mais caudais do BLA e sao
ativadas por estimulos com valéncia positiva, como o contato do macho com uma
fémea, o consumo de alimento palatavel e a exposigao a odor agradavel ao animal.
As projecdes desses tipos neuronais também sao distintas entre sim, embora n&o haja
uma clara segmentagéo como visto na sublocalizagdo dos neurénios dentro do BLA.
Os neurdnios Rspo2 positivos projetam-se para o nucleo central da amigdala,
subdivisdo capsular (CeC) e para o CPFmPL, o que, segundo os autores, ajuda a
explicar o comportamento de esquiva ou medo apresentado pelos animais quando da
estimulagao desses neurdnios. Por outro lado, os neurénios Ppplrl positivos projetam-
se para o CeM, NAc e CPFmIL, o que explicaria o comportamento de refor¢o positivo
quando da ativagdo da via, muito embora, como mostrado acima, as projecdes do BLA
para o CeM estejam associadas ao comportamento de esquiva inibitéria (Namburi et
al., 2015).

Uma andlise da atividade da populacao neuronal do BLA como um todo, ou de
suas alteragdes morfolégicas, pode mascarar fendmenos que ocorrem em menor
escala, sublocalizado no conjunto. O fato de ndo termos visto altera¢des na atividade
neuronal (expressao de FosB) do BLA por conta do estresse, ou do EA, mas termos

observado uma alteracdo na distribuicdo rostro-caudal da populacdo de neurbnios
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ativados que acontece de forma distinta entre animais que foram enriquecidos ou nao,
nos sugere que pode haver um fendbmeno sublocalizado no BLA nao detectado pelo
método de analise escolhido. Dessa forma, nos parece que o efeito do estresse sobre
0 prejuizo na extingado da memoaria, bem como o do EA prevenindo esse efeito, embora
seja bastante robusto no ambito comportamental, ndo tem uma correlacido muito clara
com os parametros bioldgicos utilizados para fazer essa correlagéo.

Além do BLA, o CPFm, particularmente o CPFmIL, tem um papel amplamente
relatado no processo de extingado da memadria de medo. Da mesma forma que o BLA,
a inibicdo do CPFmIL por muscimol antes dos treinos de extingao prejudica a extingao
da memodria de medo condicionada ao som e ao contexto (Akirav et al., 2006; Laurent
e Westbrook, 2009; Sierra-Mercado et al., 2011). Por outro lado, a administragcao do
antagonista GABAérgico (picrotoxina) facilitou a extingdo da memodria de medo
condicionada ao som e ao contexto (Thompson et al., 2010). A inibicdo ou leséo do
CPFmIL apés o treino de extingao também prejudica a consolidagado da extingao da
memoria de medo a contexto (Laurent e Westbrook, 2009; Morgan and LeDoux, 1995;
Quirk et al., 2000). Nota-se que esses efeitos ndo foram verificados quando da inibigao
do CPFmPL. Adicionalmente, utilizando-se fatias ex vivo de encéfalos de animais que
passaram pelo processo de extingdo da memoria de medo, Santini e colegas (2008)
mostraram haver uma associacao entre o treino de extingdo da meméria e o aumento
da excitabilidade do CPFmIL, ao passo que registros in vivo revelaram redugao de
disparos neuronais na mesma regido em animais cronicamente estressados e que
apresentaram déficit de extingdo da memaria de medo (Wilber et al., 2011).

Nossos resultados com expressdao de FosB sugerem que os animais
previamente estressados, e que nao foram acondicionados no EA, apresentam
reduzida atividade neuronal no CPFmIL, mas ndo no CPFmPL. Interessantemente,
esses animais apresentaram déficit na extingdo do medo condicionado ao contexto.
Ao contrario do que ocorre no BLA, diferentes tipos de estresse estdo associados com
retracdo da arvore dendritica no CPFm (Brown et al., 2005; lzquerdo et al., 2006;
Radley et al., 2018) e o efeito prejudicial do estresse sobre a extingao teria correlagao
com a reduzida atividade do CPFmIL. De fato, alguns trabalhos mostraram que
estresse agudo de nado forcado é capaz de causar retragdo dendritica nos neurénios
principais do CPFmIL e déficit de extingao (Holmes e Wellman, 2009; Izquerdo et al.,
2006), contudo, tal como acontece com o BLA, a correlagéo direta entre as alteragdes

morfologicas que acometem o CPFm e as alteragdes comportamentais induzidas por
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estresse ndo esta completamente esclarecida. Farrell e colegas (2010), por exemplo,
viram que lesdo do CPFmIL impediu os efeitos deletérios do estresse sobre a extingao
da memoaria. Além disso, trabalhos que utilizaram estresse agudo (ou administragao
unica de CORT) mostraram que as alteragbes promovidas pelo estresse sobre a
morfologia do CPFm nao perduram até o décimo dia apos o estresse (Kim et al., 2014),
e nossos dados sobre o prejuizo na extingdo da memoaria foram observados a partir
do décimo dia apds o estresse. Esses animais, portanto, ndo teriam mais presentes

as alteragdes morfoldgicas no CPFm induzidas pelo estresse.



88

6 CONCLUSAO

De forma geral, nossos resultados mostram que existe um claro papel protetor
do EA contra os efeitos comportamentais que o estresse agudo promove tardiamente
nos ratos, porém muitos marcadores biolégicos aos quais sédo atribuidos esses efeitos
comportamentais do estresse ndo necessariamente correspondem aos o0s
mecanismos através dos quais o EA exerce seu efeito protetor. Tratando-se de um
protocolo experimental no qual os animais sdo submetidos a uma ampla variedade de
estimulos, por um periodo relativamente longo (mais longo que o periodo de laténcia
entre o estresse e a verificacao de seus efeitos), o EA provavelmente promove uma
plasticidade no sistema nervoso central (e talvez periférico) compensatoria aos efeitos
do estresse, ndo necessariamente na diregao contraria a esses efeitos. Um exemplo
de acdo compensatéria do EA poderia ser, por exemplo, a modulacdo sobre a
atividade gendémica de GR no BLA que, de alguma forma, compensaria os efeitos
periféricos da agao do estresse sobre o eixo HPA. Uma evidencia prévia de que o EA
poderia exercer seu efeito protetor frente ao estresse mediante o controle da atividade
gendmica de GR nos levou a investigar, e concluir, que, de fato, a agéo desse receptor
no BLA esta diretamente relacionada aos efeitos ansiogénicos do estresse, a despeito
de um eventual efeito sobre o exio HPA e a morfologia dendritica do BLA. Embora nao
possamos concluir a respeito do papel da acdo de GR no BLA sobre os efeitos do
estresse na memoaria (mas também nao podemos excluir essa possibilidade), esse
achado nos aponta para um efeito mais localizado (intracelular) do estresse sobre uma
determinada estrutura encefalica, o que poderia, inclusive, nos ajudar enteder como
alteragdes em subpopulagdes especificas de neurdnios no sistema nervoso central

influenciam o comportamento do animal.
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Abstract

Previous studies have shown that acute restraint stress or transient elevation of
glucocorticoid (GC) stress hormones produces emergent changes in both anxiety
behavior and dendritic branches in the basolateral amygdala complex (BLA) of rats. In
this work, we demonstrate that exposure to environmental enrichment (EE) prevented
stress-induced increases in anxiety (emerging 10 days post-stress) in adult rats but did
not prevent either stress-induced dendritic branch remodeling in the BLA nor stress-
induced enhancement of GC serum levels.

Key words: stress; anxiety; environmental enrichment; basolateral amygdala;

spine remodeling.

Introduction

Either acute restraint stress (2h) or systemic injection of corticosterone (CORT, a
rodent GC) in rats leads to anxiety-like behavior and dendritic branches remodeling in
the BLA 10- 12 days later (Mitra et al., 2005; Mitra and Sapolsky, 2008). In a previous
study, we found that exposure to EE prevented anxiety-related behavior in adult rats
observed immediately after acute restraint stress, but it is not yet known whether EE
affects the persistent effects of acute stress (Novaes et al., 2017). Recent studies
showed that EE reverses the effects of early life or repeated stress on anxiety-like
behavior, BLA hypertrophy, and increases in CORT serum levels (Koe et al., 2016;
Ashokan et al., 2016). Hence, this study sought to determine whether EE can prevent
acute restraint stress from enhancing anxiety-related behavior and whether this
protection is attributed to its influence over the BLA spine remodeling and CORT
releasing.

Methods

Environmental enrichment
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Experiments were carried out in accordance with the guidelines of the Brazilian
National Council for the Control of Animal Experimentation (CONCEA), under the
Brazilian National Law number 11794 from 10/08/2008. All experimental procedures
were approved by the Ethical Committee for Animal Use of the Institute of Biomedical
Sciences, University of Sao Paulo, Brazil (protocol number 028/2013). All efforts were
taken to minimize animal suffering and to reduce the number of animals used to the
minimum required for detection of significant statistical effects. A total of 114 adult male
Wistar rats (60 days of age upon arrival) were used for this study. All animals were
randomly pair-housed in standard polypropylene cages throughout the first ten days
(habituation period), after which half of the pairs were transferred to EE (where they
remained for 14 consecutive days, pair-housed). The other half remained pair-housed
in standard cages until the end of the experiment. For more details about EE and
standard housing conditions, see Novaes et al. (2017). Animals were kept in a
controlled temperature room (21 £ 2 °C) on a 12-hour light/dark cycle (lights on at 07:00

h) with free access to food and water.

Acute restraint stress

On the last EE day, half of the EE animals and half of the non-EE animals were
stressed (within paired), while the others remained in their cages, undisturbed. The
rats were transferred at 09:00 a.m. to the experimental room and restrained in
ventilated PVC tubes for 2h. Immediately after the stress session, animals were placed,
with the same cage mate, in standard cages, including animals from EE group. EE,
non-stressed, animals were also transferred to standard cages.

Behavioral tests

Ten days after the acute restraint stress, animals were subjected to elevated plus
maze (EPM) or open field (OF) tests to measure anxiety-like behavior. All trials were
videotaped and the apparatuses were cleaned with 5% (vol/vol) ethanol after each trial.

All behavioral tests were performed between 08:00 a.m. and 12:00 p.m.
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Elevated plus maze

The EPM apparatus consisted of two open arms (50 x 10 cm) and two enclosed
arms (50 x 10 cm, surrounded by a 40-cm-high wall), forming a plus-shape. The arms
were connected by a central area (10 x 10 cm), and the maze was elevated 50 cm
from the floor. Animal were placed in the center of the maze, facing one of the open
arms, and were permitted to explore the maze for 5 minutes. Anxiety-like behavior was
assessed as a function of decreased open arms exploration, measured by the total
percentage of entries into the open arms and the total percentage of time spent on the
open arms. An anxiety index was calculated as follows: anxiety index = 1 — [(time spent
in open arms/total time on the maze) + (number of entries to the open arms/Total
exploration on the maze) / 2]. Anxiety index values range from 0 to 1 where an increase
in the index expresses increased anxiety-like behavior (Cohen et al., 2008). General
locomotor activity was assessed by measuring the total distance traveled in the maze,
using EthoVision software (Noldus, Netherlands).

Open field

The open field apparatus consisted of a circular arena (60 cm diameter)
surrounded by a wall (50 cm-high). The arena was divided into four quadrants. A
smaller circle (30 cm diameter) was drawn in the center of the arena, which further
subdivided the arena into central (15 cm far from the wall, with 4 sections) and
peripheral (with 8 sections) compartments. At the beginning of each trial, animals were
placed in the peripheral compartment. Each trial lasted 5 min and the amount of time
spent in the central compartment and the total percentage of squares crossed in the
central compartment (in relation to the total squares crossed in the arena) were used
as parameters to assess anxiety-related behavior. General locomotor activity was

assessed by measuring the total squares crossed in the arena.
Euthanasia and CORT analysis
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Immediately after stress or after behavior tests, rats were decapitated under deep
isoflurane anesthesia. Blood was collected from the body trunk in non-heparinized 2
ml tubes, allowed to clot at room temperature for 30 min and then centrifuged at 4,000
rpm for 10 min. Serum was collected and stored at -80 °C. Concentrations of CORT
serum were quantified using the Corticosterone EIA Kit® (Enzo Life Sciences). Serum
samples were diluted 1:30 and processed following manufacturer’s instructions.

Dendritic arborization

Following decapitation, the brain was removed and prepared using the Rapid
Golgi Kit (FD NeuroTechnologies, Inc.) according to the manufacturer’s instructions.
Brains were incubated in impregnation solution for 14 days followed by incubation in
cryoprotectant solution for 48h, coronally sliced (120 pym) using a Leica CM3050-S
cryostat (Leica Biosystems), and mounted on gelatin coated slides. Brain sections
were dehydrated in ethanol, diaphonized in xylene, and coverslipped. Images of the
whole BLA were captured in bright field with Zeiss Axio Scan.Z1 (Zeiss), using a 40X
objective and saved as TIFF files. The images were analyzed in ZEN 2 (Zeiss) software
with magnification of 600X. A total of 80 neurons (5 neurons per animal, 4 animals per
group) whit the soma completely localized in the BLA, heavily impregnated, without
truncated dendrites, were analyzed. After neuronal soma identification, we classified
each dendritic segment as primary (originating from the soma), secondary (originating
from the primary branch), tertiary (originating from the secondary branch), and
quaternary (originating from the tertiary branch). All protrusions originating from a
dendrite, regardless of its morphologic classification, were considered spines. The

dendritic branch length was calculated by the ZEN 2 software.

Statistical analysis

For results with more than 2 experimental groups, the statistical analyses were
performed using two-way ANOVA, in which housing conditions (standard or EE) and
stress (unexposed or exposed) were factors. Post hoc Tukey’s multiple comparison
test examined differences between individual groups. The OF test was analyzed with

an unpaired two-tailed Mann-Whitney test. GraphPad Prism software 7.0 was used for
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the statistical analyses and the level of statistical significance was p < 0.05. Data
are presented as mean + SEM.

Results

EE protects against the late anxiety-like behavior triggered by 2h of acute restraint
stress, as shown in Figure 1. Acute restraint stress reduced open arms entries (Fig.
1A) and time spent in the open arms (Fig. 1B) in standard-housed but not in enriched-
housed animals. The anxiety index corroborates these results, insofar as we observed
a higher anxiety index in non-EE, stressed animals compared to each of the other
groups (Fig. 1C). Finally, there were no differences in the distance travelled in the EPM
across the experimental groups, ensuring that neither housing conditions nor stress
influenced locomotor activity (Fig. 1D). Similar results were observed in the OF test.
The time spent (Fig. 1E) and the displacement (Fig. 1F) in the central compartment
was higher in EE, stressed animals compared to non-EE, stressed animals, with no
differences in the animals’ motor activity between the groups (Fig. 1G).

Next, we evaluated dendritic morphology in the BLA. As depicted in Figure 2A,
acute restraint stress increased, 10 days later, the spine density in all dendritic
segments of both non-EE and EE animals compared to unstressed animals. We also
investigated differences in two other dendritic arborization parameters, with no
differences in both total dendritic length (Fig. 2B) and number of branch points (Fig.
2C) among all experimental groups. Multiple studies have linked stress-induced
changes in CORT to subsequent hypertrophy of BLA neurons (Kim et al., 2014; Mitra
and Sapolsky, 2008; Rao et al., 2012). Thus, we examined CORT serum levels in both
EE and non-EE animals immediately after the restraint stress and 10 days later. We
found significantly higher levels of CORT in both the stressed SC and EE groups
immediately following stress (Fig. 2D), with no differences in CORT concentration 10
days later (Fig. 2E).

Discussion
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Confirming previous findings (Mitra et al., 2005; Rao et al., 2012), our results
showed that 2h of restraint stress promotes, 10 days later, anxiety-related behavior
and increases the spine density in the BLA of the rats. Furthermore, in agreement with
a previous report (Mitra et al., 2005), this acute restraint stress did not lead to changes
in dendritic length or in the number of branch points, effects that are attributed to
repeated restraint stress or exogenous administration of CORT (Mitra et al., 2005;
Mitra and Sapolsky, 2008; Vyas et al., 2002). Moreover, we verified that prior EE
exposure prevented the acute restraint stress-induced late anxiety-related behavior but
not the stress-induced increase in spine density in the BLA.

Recent papers have shown the protective role of EE on sustained anxiety-related
behavior promoted by 2 different types of repeated stress: maternal separation and
repeated restraint-stress (Koe et al., 2016; Ashokan et al., 2016). In these studies, rats
were exposed to EE concomitantly or after the stress stimulus. In contrast to our
results, these papers showed that the EE exposure reverted both the stress-induced
anxiety- related behavior and the dendritic remodeling in the BLA. In addition, Ashokan
et al., (2016) found that EE housing blunted the acute effect of repeated stress
exposition in the rising of CORT serum levels. As mentioned above, we also verified
the protective role of EE on behavior when given prior acute stress, however, we did
not see a preventive role of EE on stress-induced increase in spine density in the BLA
nor in the increasing levels of CORT. Accordingly, Novaes et al. (2017) showed a
protective role of EE against the immediately effect of 1h of restraint stress on anxiety-
like behavior, without any effect on CORT levels.

Altogether, our results contribute to relationship growing literature that suggests
that stress, BLA dendritic branch remodeling, and the emergent anxiety-related
behavior are somewhat dissociable phenomena. While a transient increase in CORT
serum levels is sufficient to trigger BLA dendritic branch remodeling (Mitra and
Sapolsky, 2008; Rao et al., 2012; Kim et al., 2014), the mechanism through which GCs
alter spine density is not clear. On the other hand, it seems that transient increases in
CORT serum levels and emergent of anxiety may be explicitly uncoupled as can
dendritic remodeling in the BLA and emergent anxiety- related behavior. In

accordance, Mitra et al., (2009) found that the hindrance in the rising of CORT serum
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levels by acute restraint stress prevented the dendritic remodeling but not the
emergence of anxiety-like behavior 10 days after, pointing out a disconnection
between the BLA dendritic branch remodeling and anxiety-related behavior.

Figure legends

Figure 1. EE prevents the late anxiety-related behavior induced by 2h of acute
restraint stress. Stressed animals housed in standard cages exhibited in EPM test
reduced open arms entries (A) and time spent (B) compared to non-stressed animals
housed in the same type of cage and to both stressed and non-stressed EE-animals.
Stress increased the anxiety index in standard-housed but not in EE-housed rats (C).
Neither stress nor housing conditions influenced the animal’s locomotor activity in the
EPM (D). Stressed animals showed less time spent (E) and displacement (F) in the
center of OF if housed in standard cage. There were no differences in EE and non-EE,
stressed animals in terms of displacement in the OF (G). Results are represented as
mean + SEM (n = 10-14 animals for each group in A-D; n = 12 for each group in E-G).
Two- way ANOVA (Tukey’s multiple comparison test, A-D) and Mann-Whitney two-
tailed test (E-F). Significance differences between groups are indicated as * (P < 0.05),
** (P <0.01), *** (p < 0.001), and

**** (P < 0.0001). EE, environmental enrichment; SC, standard cage.

Figure 2. EE did not prevent the acute restraint stress-induced increase in spine
density in the rat BLA. Stressed animals housed in both standard and enriched cages
showed increase in spine density in all dendrite segments compared to non-stressed
animals (A). Neither stress nor housing conditions changed the total dendritic length
(B) or the total branch points (C) of the BLA neurons. Stressed animals (standard-
housed and EE-housed) showed, immediately after stress, serum CORT levels
significantly higher than the non- stressed animals (standard-housed and EE-housed,
D). There were no main effects of stress or housing conditions in CORT serum levels
10 days after acute restraint stress (E). Representative images of secondary dendrites

of BLA neurons (scale bar: 10 um; F). Results are represented as mean + SEM (n =4
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animals per group in A-C; n = 9-10 for each group in D; n = 8-12 for each group in E).
Two-way ANOVA
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(Tukey’s multiple comparison test). Significance differences between groups are
indicated as * (P < 0.05),

**(P<0.01),*** (p <0.001), and **** (P < 0.0001) comparing to standard-housed,

non-stressed animals;

#*(P < 0.05), #(P < 0.01), ##*(p < 0.001), and ##(P < 0.0001) comparing to EE-
housed, non-stressed animals. EE, environmental enrichment; EE-Str, environmental
enrichment, stressed; Pri, primary dendritic segment; Qua, quaternary dendritic
segment; SC, standard cage; SC-Str, standard cage, stressed; Sec, secondary
dendritic segment; Ter, tertiary dendritic segment.
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ANEXO Il — Certificado de Bioseguranga
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ANEXO Ill — Certificado de treinamento no uso de animais de experimentagao
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