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RESUMO

Novaes LS. Protecdo conferida pelo enriquecimento ambiental na ansiedade
induzida por estresse: a importancia da sinalizacdo via GR, ERK e CREB no
complexo amigdaldide basolateral de ratos. [dissertacdo (Mestrado em
Farmacologia)]. Sdo Paulo: Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sao
Paulo; 2013.

O enriquecimento ambiental (EA) € um modelo experimental capaz de aumentar o0s
estimulos sensoérios, motores e sociais de animais expostos a esse ambiente em
relacdo aos animais criados em condi¢bes padrdo. Dentre os beneficios conferidos
pelo EA estdo a melhora no aprendizado e na formagdo de memoérias hipocampo-
dependentes, bem como a redugéo de manifestagcbes comportamentais relacionadas
ao estresse, incluindo a ansiedade. Em geral, os achados mais proeminentes na
area trouxeram importantes contribuicbes no sentido de esclarecer a relagcdo causal
entre o processo plastico adaptativo ocorrido no hipocampo e na amigdala em
decorréncia a um estimulo estressor e a manifestacdo comportamental tardia de
sintomas de ansiedade. Dentro desse contexto, 0 EA tem ganhado destaque por
promover ou restaurar o processo de neurogénese normal no hipocampo adulto,
além de modular a liberacdo sistémica de hormonios glicocorticoides. Contudo, a
relagdo entre o estresse, a ansiedade e 0os mecanismos através dos quais 0 EA
exerce seu papel protetor mostra-se pouco conclusiva, principalmente considerando
os efeitos imediatos exercidos pelo estresse agudo sobre o comportamento animal.
Com o objetivo de verificar se o EA influencia o processamento do estimulo
estressor agudo, de forma a modificar o curso da resposta comportamental em ratos,
e quais alteracbes biomoleculares estariam relacionadas a esse processo, no
presente trabalho nés submetemos os animais ao EA (14 dias) previamente ao
estresse por imobilizagcdo (1h) e, imediatamente apés o estimulo estressor,
verificamos o comportamento do tipo ansioso e as possiveis alteracdes de vias
intracelulares nesses animais. Sumariamente, nos verificamos que o EA é capaz de
prevenir, em ratos, o surgimento de sintomas do tipo ansioso desencadeados
imediatamente ap0s o estresse e que tal efeito pode estar relacionado a modulacéo,
no complexo amigdaléide basolateral, da sinalizacdo nuclear do receptor de
glicocorticoide (GR), da atividade de ERK (pertencente a familia das MAPK) e de
CREB, bem como a alteracdes na expressao do receptor de BDNF, o TrKB.

Palavras-chave: Enriquecimento ambiental. Estresse psicoldgico. Horménios
glicocorticoides. Ansiedade. Amigdala. CREB.



ABSTRACT

Novaes LS. Protection conferred by environmental enrichment on stress-induced
anxiety: the importance of GR, ERK, and CREB pathways in the rat basolateral
amygdala. [Masters thesis (Pharmacology)]. S&o Paulo: Instituto de Ciéncias
Biomédicas, Universidade de S&o Paulo; 2013.

Environmental enrichment (EE) is an experimental model that enhances the
opportunity of animals to interact with sensory, motor, and social stimuli compared to
the standard conditions. Among the benefits of EE are the improvements in learning
and memory, as well as reduction in stress-induced behaviors, including anxiety.
Overall, the most conclusive findings on the latter issue show a casual relationship
between stress-induced changes in the hippocampus and amygdala and a long-
lasting anxiety symptoms emergence. In this regard, EE has gained attention for
promoting or restoring the normal adult hippocampal neurogenesis process, as well
as by modulating the systemic release of glucocorticoid hormones. However, the
relationship among stress, anxiety and the mechanisms through EE exerts its
protective role remains inconclusive, especially considering the immediate effects
exerted by acute stress on animal behavior. The present study aimed to check
whether EE influences the processing of the stressor stimulus in order to modify the
course of behavioral response in rats, and which biomolecular changes would be
related to this process. For this purpose, we kept the animals in EE (14 days) prior to
restraint stress (1h) and, just after the stressor stimulus, we measured the anxiety-
like behavior and possible changes in intracellular pathways in these animals.
Briefly, we found that EE was able to prevent the emergence of anxiety-like
symptoms triggered immediately after stress and that this effect may be related to the
modulation, in the basolateral amygdala, nuclear glucocorticoid receptor (GR)
signaling, ERK (a MAPK protein) and CREB activity, as well as to changes in the
expression of BDNF receptor.

Keywords: Environmental enrichment. Psychological stress. Glucocorticoids
hormones. Anxiety. Amygdala. CREB.
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1 INTRODUCAO

O enriquecimento ambiental (EA) € um modelo experimental no qual os animais
sdo acondicionados em caixas moradia que propiciam o aumento de estimulos
sensorios, motores e sociais em relacdo as condicdes 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 como tuneis, plataformas, escadas, rodas de atividade para
exercicio fisico voluntario e brinquedos em geral, de tal forma a criar um ambiente
gue potencialize as interacdes sociais e estimule o comportamento exploratério e
motor (Mohammed et al., 2002; Rosenzweig, Bennett, 1996; Rosenzweig et al.,
1978; van Praag et al., 2000; para resumo, ver Mora et al.2007).

Diversas alteracdes de ordem bioldgica tém sido descritas em decorréncia da
exposicao de animais a ambientes enriquecidos, como o aumento da espessura e do
peso cortical (Bennett et al., 1969; Diamond et al., 1966; Diamond et al., 1972),
mudancas na arvore dendritica de populacdes neuronais especificas e
reconfiguracdes sinpticas (Connor et al., 1982; Faherty et al., 2003; Greenough et
al., 1973; Greenough et al., 1985 Greenough, Volkmar, 1973; Leggio et al., 2005),
além de proliferacdo celular no encéfalo adulto (Altman, Das, 1964; Diamond et al.,
1966; Kempermann et al., 1998), inclusive de populacdes neuronais no hipocampo e
incorporacdo dessas células recém-formadas em circuitos funcionais (Bruel-
Jungerman et al., 2005; Kempermann et al., 1997; Kempermann et al., 1998;
Kempermann et al., 2002; Kirby et al., 2011; van Praag et al., 2000). De forma geral,
essas alteracfes estruturais, que possuem implicacfes na sinalizacao e plasticidade
neural, estdo de acordo com achados que apontam que o EA promove modificacdes
na expressao de genes diversos envolvidos em processos de formacdo de novas
sinapses e reorganizacdo de sinapses pré-existentes, no crescimento e
amadurecimento neuronal, bem como em mecanismos envolvidos com a
excitabilidade celular (Rampon et al., 2000). Muitos desses sdo genes codificadores
de proteinas intermediarias da sinalizacdo glutamatérgica em neurdnios,
corroborando dados prévios acerca dos efeitos do EA sobre alteracdes na LTP
(long-term potentiation) de neurbnios hipocampais e corticais (Artola et al., 2006;
Duffy et al.,, 2001; Foster, Dumas, 2001; Green, Greenough, 1986). Somam-se a

esses dados trabalhos que apontam modificacbes na expressdo e atividade das
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neurotrofinas BDNF (brain-derived neurotrophic factor) e NGF (nerve growth factor)
(Ickes et al., 2000; Pham et al., 1999); das proteinas estruturais presentes no
terminal sinptico, as sinaptofisinas e PSD-95 (postsynaptic density-95 protein)
(Frick, Fernandez, 2003; Nithianantharajah et al., 2004); e em subunidades dos
receptores glutamatérgicos AMPA (a-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropinoic
acid) e NMDA (N-methyl-D-aspartate) (Lee et al., 2003; Naka et al., 2005; Tang et
al., 2001).

Esses fendbmenos neurobiolégicos fundamentam os efeitos comportamentais
decorrentes da submissao de animais ao EA, como a melhora no aprendizado e na
formacdo de memoéria em uma variedade de tarefas hipocampo-dependentes,
incluindo memdria espacial, reconhecimento de objetos e condicionamento do medo
ao contexto (Kempermann et al.,, 1997; Lee et al.,, 2003; Nilsson et al., 1999;
Rampon et al., 2000; Tang et al., 2001), bem como a reducdo de manifestacdes
comportamentais relacionadas a transtornos afetivos de forma geral (Benaroya, et al.
2004; Chamove, 1989; Fernandez-Teruel et al., 1997; Rosenzweig, Bennet, 1996).
Mais especificamente, dentro da ordem dos transtornos de carater afetivo, em
especial a depressao e a ansiedade, o enriquecimento ambiental tem sido apontado
como fator protetor contra distirbios emocionais induzidos por estresse psicologico
(Francis et al., 2002; Klein et al., 1994; Larsson et al., 2002; Roy et al., 2001).
Diversos trabalhos utilizando-se de modelos de estresse por submissao a novidade,
contencdo e exposicdo ao predador, ou as suas pistas deixadas no ambiente,
mostraram que o EA foi capaz de inibir, ou até reverter, a resposta do tipo ansiosa
em roedores gerada pelo estimulo estressor (resumido por Fox et al., 2006). A esse
respeito, evidéncias suportam gque variagces no estado de humor em desordens
afetivas desencadeadas pelo estresse tenham como base a deficiéncia no processo
de neurogénese normal no hipocampo (Gould et al.,, 1997; Koo et al.,, 2010;
Kozorovitskiy, Gould, 2004; Schloesser et al. 2010). Ademais, estudos suportam a
hipotese de uma relacdo de dependéncia entre os efeitos terapéuticos (verificados
em modelos de depressdo e ansiedade) decorrentes da administracdo crbénica de
antidepressivos e 0 consequente aumento, ou manutencdo em niveis normais, da
neurogénese hipocampal em roedores (Dranovsky, Hen, 2006; Malberg et al., 2000;
Santarelli et al., 2003; Surget et al., 2008; Warner-schmidt, Duman, 2006). Além de

prejuizo no processo de neurogénese, a reducdo do tamanho e da ramificacdo dos
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dendritos dos neurénios do hipocampo também estdo em relacdo direta com os
efeitos do estresse sobre o comportamento animal (Conrad et al.,, 1996; Kim,
Diamond, 2002; Luine et al., 1994; Sousa et al., 2000).

Na amigdala, ao contrario do que ocorre no hipocampo, o estresse por
imobilizacdo aumenta o tamanho e o numero de dendritos dos neurbnios do
complexo amigdaldide basolateral (BLA), além de aumentar a quantidade de
espinhos dendriticos nessas células, efeitos que vém acompanhados pelo aumento
da ansiedade (Mitra et al., 2005; Rao et al., 2012; Vyas, Chattarji, 2004; Vyas et al.,
2002). De fato, muitos trabalhos interessados na relagdo entre ansiedade e estresse
vém reportando a amigdala como estrutura chave para o entendimento desse
processo, tendo em vista seu papel crucial na geracéo e desenvolvimento do medo e
da ansiedade, duas respostas comportamentais intrinsecamente relacionadas no
ambito dos fendbmenos neuroldgicos (Davis, 1992; Gross, Hen, 2004; LeDoux, 2000;
Rodrigues et al. 2009; Rosen, Schulkin, 1998; Shin, Liberzon, 2010). O BLA, em
especial, € considerado chave para a percepcdo e resposta do organismo a
potenciais ameacas, consideradas aqui como estimulos estressores, na medida em
gue recebe informacdes polimodais talamicas e corticais e projeta-se para outras
regides, incluindo nucleos da prépria amigdala, de tal forma a modular a atividade de
estruturas encefalicas que controlam tanto o aspecto comportamental quanto
fisiol6gico da resposta ao estresse (para revisdo, ver Rodrigues et al., 2009). Além
da expressdo do comportamento defensivo, como a resposta de congelamento
(Blanchard, Blanchard, 1969; Fendt, Fanselow, 1999), o BLA influencia na promoc¢ao
do aumento da resposta atencional, resultando em maior acuracia no
processamento de pistas externas (Aston-Jones, Cohen, 2005; LeDoux, 2007; ver
Rodrigues et al., 2009).

Dentro da concepcdo neuroendocrinoléogica da resposta a estimulos
estressantes, como a alteragcdo do eixo hipotalamo-hipdfise-adrenal (HPA) e o
consequente aumento na liberacdo de hormonios glicocorticoides (GC) no
organismo (Herman et al., 2003, Smith, Vale, 2006), a amigdala ganha destaque por
possuir concentracdes consideraveis dos receptores mineralocorticoide e
glicocorticoide (MR e GR, respectivamente) (Patel et al., 2000; Pryce, 2008), o que
poderia explicar a relacdo diretamente proporcional entre o0 aumento da

disponibilidade do hormdnio esteroide e a atividade de seus neurdnios (Kvushansky,
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Richter-Levin, 2006). Ressalta-se que a atividade dos neurdnios do BLA influencia o
processo de liberagcdo de GC, devido suas densas projecdes para regibes do
prosencéfalo basal, hipotdlamo e estruturas do tronco encefalico, que estdo em
estrita comunicacdo com o nucleo paraventricular do hipotalamo (Feldman et al.,
1994; Herman et al., 2003; Mitra et al., 2009), principal regulador do eixo HPA. A
ativacdo excessiva ou prolongada desse sistema tem sido associada a patogénese
dos transtornos de humor e ansiedade (Holsboer, 2000; Pariante, Miller, 2001), em
geral atribuida ao prejuizo no processo de retroalimentacdo negativa na liberacdo do
hormdnio esteroide (ver Binder et al., 2008).

Outros trabalhos mostram, ainda, que o0 estresse, ou 0 aumento das
concentracbes seéricas de GC, aumenta a ansiedade e provoca alteracbes na
estrutura e funcdo do BLA em ratos (Mitra et al., 2005; Mitra, Sapolsky, 2008). Mitra
e Sapolsky (2008) mostraram que o tratamento agudo com corticosterona (CORT,
tipo de GC em roedores) € suficiente para induzir ansiedade em ratos, processo
acompanhado por hipertrofia dendritica dos neurénios do BLA, enquanto que a
reducdo da sinalizacdo por GR no BLA diminui a ansiedade e bloqueia a hipertrofia
dendritica de seus neurdnios decorrente de administracdo aguda de CORT (Mitra,
Sapolsky, 2010). Além disso, a administracdo estereotaxica do horménio no BLA de
ratos € capaz de desencadear uma resposta do tipo ansiosa, bem como provocar
aumento da excitabilidade dos neurbnios dessa regido (Myers, Meerveld, 2007,
Shepard et al., 2003). Complementarmente, o bloqueio de sinapses excitatorias no
BLA previne o desencadeamento da ansiedade induzida por estresse (Adamec et al.
1999), ao passo que a ativacdo de seus neurbnios provoca um quadro tipico de
ansiedade e o concomitante aumento da liberacdo de CORT (Herman et al., 1996;
Mitra et al., 2005). Nesse contexto, alguns trabalhos em humanos sugerem que a
génese dos sintomas de ansiedade severa apresentados por pacientes
diagnosticados com o transtorno do estresse poOs-traumatico decorre de uma
hiperatividade dos neurénios da amigdala (Protopopescu, et al., 2005; Rauch et al.,
2000). E digno de nota que muitos trabalhos suportam o papel crucial da atividade
dos neurénios do BLA no processo de consolidacdo de memorias aversivas de longa
duracéo (Ferry, McGaugh, 1999; Hatfield, McGaugh, 1999), processo diretamente
influenciado pela sinalizacdo de GR e atividade dos neurbnios na regido (Akirav et

al., 2005; Rodriguez-Manzanares et al., 2005; Roozendal, McGaugh, 1997; ver
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Duvarci, Paré, 2007). A esse respeito, um nimero consideravel de trabalhos mostrou
que o BLA exerce um efeito modulatério intenso sobre os neurdnios hipocampais
(Richardson et al., 2004; Roozendaal et al., 2009; Tsoory et al., 2008), inclusive
influenciando de forma determinante o processo de LTP (Frey et al., 2001; Ikegaya
et al., 1996).

De fato, muitas abordagens interessadas em entender os efeitos do estresse no
desencadeamento de transtornos de humor recaem sobre a influéncia que a
sinalizacdo mediada por GC exercem no funcionamento do sistema nervoso central
via GR (Binder, 2009; Binder et al., 2008; Galigniana et al., 2012; Korte, 2001; Millan,
2003; Spijker, van Rossum, 2012). Localizado no citoplasma da célula, esse receptor
transloca-se para o nucleo celular quando ligado ao horménio (complexo GR-GC),
onde exerce, com o0 auxilio de proteinas acessorias, sua acdo modulatoria sobre
diversos genes (Tronche et al., 1998). Um trabalho recente mostrou que o aumento
da excitabilidade dos neurbnios do BLA de ratos na vigéncia de altos niveis de
CORT decorre do concomitante aumento da atividade nuclear de GR (Duvarci, Paré,
2007). Por outro lado, outro trabalho sugere que o efeito eletrofisiologico de GR pode
dever-se a acdes rapidas ndo genémicas do receptor (Hua, Chen, 1989 apud Chen,
Qiu, 2001), eventualmente modulando a atividade de proteinas quinases ativadas
por mitdgenos (MAPK), como as proteinas ERK-1/2 (extracellular-signal-regulated
kinase) (Chen, Qiu, 2001). Um importante efetor final da via das MAPK é o fator de
transcricdo CREB (cAMP response element-binding protein), extensamente
apontado como modulador da excitabilidade de neurdnios de diversas regides
encefélicas (Han et al., 2006; Jancic et al., 2009; Lopez de Armentia et al., 2007;
Viosca et al. 2009; Zhou et al., 2009), cujo papel foi sugerido como critico no
pronunciamento do comportamento ansioso (Pandey et al. 2003; Pandey et al.,
2005; Valverde et al., 2004; Wallace et al., 2004).

Outro aspecto importante da sinalizacdo de GCs na fenomenologia do
comportamento ansioso € a interacdo entre GR e o receptor de BDNF, o TrKB
(tyrosine-related kinase B). Além do papel critico de GR nos efeitos sobre as
alteracOes plasticas estruturais decorrentes do estresse na amigdala (Mitra,
Sapolsky, 2010), sabe-se que tal fendmeno também depende da sinalizacdo de
neurotrofinas como o BDNF, de tal forma que o aumento da sinalizacdo desse

mediador especificamente no BLA promove aumento da densidade de espinhos
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dendriticos na regido, com consequente inducdo de um comportamento do tipo
ansioso em camundongos (Govindarajan et al., 2006). Jeanneteau et al. (2008)
mostraram, in vivo e in vitro, que administracdo aguda de GC promove a
fosforilacdo, e consequente ativacdo, de TrKB. Esse efeito mostrou-se dependente
da acado nuclear de GR, porém independente da producéo de neurotrofinas.

Embora uma série de trabalhos reportem a importancia dos efeitos decorrentes
do estresse na génese dos transtornos afetivos, além do importante papel do
enriguecimento ambiental como fator protetor ao desencadeamento desses
transtornos (Fox et al.,, 2006; Nithianantharajah, Hannan, 2006; Shin, Liberzon,
2010), estudos da relacdo entre o estresse, a ansiedade e 0s mecanismos atraves
dos quais o EA exerce seu papel protetor mostram-se pouco conclusivos, pautando-
se principalmente pelos efeitos tardios que o estresse, mesmo que agudo, exerce
sobre o comportamento afetivo. Notadamente, os principais achados nesse sentido
apontam para um papel modulatério sobre o eixo HPA exercido pelo EA, seja por
mecanismos relacionados a neurogénese hipocampal (Schloesser et al., 2010;
Snyder et al., 2011), inclusive podendo ser dependente da atividade dos neurdnios
do BLA (Kirby et al., 2012), seja por modulagéo na expresséo e atividade de GR no
hipocampo (Herman et al., 1989; Sapolsky et al., 1984; Sapolsky et al., 1990; Kabbaj
et al., 2000). No entanto, considerando o efeito agudo que a sinalizacdo de GC
exerce sobre a atividade dos neurénios do BLA (Duvarci, Paré, 2007; Kvushansky,
Richter-Levin, 2006), somado ao importante papel modulatério exercido pelos
neurdnios dessa regido sobre estruturas envolvidas no desencadeamento de
resposta apreensiva (nesse caso entendido como medo e/ou ansiedade), é provavel
gue alteracdes no padrdo de disparos de seus neurdnios ocorridas poucos minutos
apos um estimulo estressor agudo seja responsavel pela manifestacdo de um
comportamento do tipo ansioso, independente de qualquer movimento adaptativo
gue esse processo possa resultar tardiamente, como alteragdes na arvore dendritica
de populagdes neuronais do BLA e do Hipocampo.

Diante desse quadro, no presente trabalho propusemos estudar os efeitos que
0 estresse agudo exerce imediatamente sobre o comportamento ansioso de ratos e
qual a implicacado da exposicdo prévia dos animais ao EA no curso da resposta ao
estimulo estressor. Interessou-nos, especificamente, verificar eventuais mecanismos

plasticos promovidos pelo EA sobre o BLA que possam estar em acordo com 0s
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efeitos verificados no ambito comportamental. Sumariamente, nds verificamos que o
estresse agudo por imobilizacdo foi capaz de induzir imediatamente um
comportamento do tipo ansioso em ratos, efeito ndo verificado em animais criados
em ambiente enriquecido. Esse efeito protetor exercido pelo EA nédo parece decorrer
de uma eventual regulacdo do eixo HPA, porém mostra-se relacionado a modulacéo
da atividade do receptor GR no BLA e de alguns membros de vias de sinalizacdo
intracelular a ele correlacionados, como as proteinas quinases ERK-1/2 e o fator de
transcricdo CREB, bem como a alteracbes no padrao de expressdo do receptor
TrkB.
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2 MATERIAIS E METODOS
2.1 Animais

Foram utilizados como sujeitos experimentais ratos machos da linhagem Wistar
provenientes do Biotério Central do Instituto de Ciéncias Biomédicas da
Universidade de S&o Paulo, obtidos com 2 meses de idade. Os animais foram
acondicionados, em grupos de 2, em gaiolas padrao de polipropileno (com medidas
de 30 x 37 x 18 cm) por um periodo de 10 dias, seguidos de transferéncia para
gaiolas especiais desenvolvidas para enriquecimento ambiental, ou permanéncia na
gaiola padrdo conforme o grupo experimental (ver descricdo no proximo item). Os
animais ficaram alojados com livre acesso a agua e ragdo, em biotério mantido sob
ciclo de luminosidade claro-escuro de 12 horas (luz acessa as 6h00) e sob controle
de temperatura (23 + 2 °C). Os procedimentos experimentais utilizados seguiram as
normas estabelecidas pelo Comité de Etica em Pesquisa Animal do Instituto de
Ciéncias Biomédicas da Universidade de Sao Paulo (ICB/USP) e foram conduzidos

de forma a reduzir ao maximo o sofrimento e o nidmero de animais utilizados.

2.2 Delineamento experimental

Sessenta animais recebidos do Biotério Central foram divididos aleatoriamente
em 2 grupos experimentais compostos por 30 individuos cada, acomodados em
grupos de 2 por gaiola, a saber: animais criados em gaiolas padrdao e animais
criados em ambiente enriquecido. Dez dias ap0s o recebimento dos animais no
biotério de experimentacdo, estes foram acondicionados em suas moradias
conforme os grupos definidos (dia 0), onde viveram por 14 dias. No décimo quinto
dia de estadia (dia 15), entre 8h00 e 12h00, metade dos animais (1 de cada gaiola)
foi submetida ao procedimento de estresse agudo por contencdo, seguido de
imediata transferéncia ao teste de labirinto em cruz elevado. Paralelamente, a outra
metade dos animais foi submetida ao teste no labirinto sem que sofresse o estimulo
estressor. Apds o teste, todos os animais foram imediatamente eutanasiados
(decapitacdo por guilhotina), tiveram seus encéfalos retirados da caixa craniana e as
estruturas encefalicas de interesse dissecadas e criopreservadas (imersédo direta em

nitrogénio liquido) para posterior processamento. Os animais foram submetidos ao
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estresse por contencdo, um por vez, com intervalo de 30 minutos entre eles, de tal
forma que ap6és 1 hora de submissdo ao estimulo, cada animal pudesse ser
direcionado ao teste no labirinto em cruz elevado (5 min) e eutanasiado (15 min),
sem que O seguinte ultrapassasse 1 hora de estresse. Para evitar o efeito
estressante do isolamento, os 2 animais residentes na mesma caixa foram retirados
simultaneamente para a bateria de ensaios, sendo um direcionado ao estresse, e
posteriormente ao teste no labirinto, e 0 outro diretamente ao teste, sem passar pelo
estresse. Ao final do experimento obtivemos 4 grupos experimentais: animais
criados em gaiolas padrdo (C0); animais criados em gaiolas padréo e que sofreram
estresse agudo (CS); animais criados em ambiente enriquecido (EO); animais
criados em ambiente enriquecido e que sofreram estresse agudo (ES). Um
experimentador adicional auxiliou nos procedimentos de eutanasia dos animais e na
disseccdo e criopreservacao das estruturas encefalicas. Para viabilizar o ensaio, os

experimentos foram realizados seriadamente em 6 blocos experimentais.

2.3 Procedimentos comportamentais e aparelhos utilizados
2.3.1 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, nds de cordas soltos, caixas de madeira, tineis 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 0s animais que viveram em
caixas padrao, de forma a evitar que a atividade de interacéo social entre os animais
de cada grupo variasse em decorréncia do tamanho populacional. A Figura 1 ilustra

alguns exemplos de ambiente enriquecido utilizados.
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Figura 1 - Fotorepresentacdo de ambiente enriquecido.
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A e B exemplificam trés formas distintas de disposi¢cao dos objetos na gaiola.
2.3.2 Estresse agudo por contencao

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 ndo tivesse a suas fezes em contato com o corpo nem
gue a cauda permanecesse levantada, pois estes fatores poderiam causar um
estimulo estressor mais severo do que o desejado. Os animais ficaram contidos no

aparato por um periodo de 1 h sob constante observacao do experimentador.

2.3.3 Teste de ansiedade

Para verificarmos o comportamento do tipo ansioso nos animais, utilizamos o
labirinto em cruz elevado. O labirinto consiste de dois bragos abertos (50 x 10 cm,
sem paredes) disposto em posi¢cdes opostas e dois bragos fechados (50 x 10 cm,
circundados por parede de 40 cm de altura), também em posicdes opostas, de tal
forma que os bragos abertos fiquem em posi¢éo perpendicular aos bragos fechados,
com um espaco central (10 x 10 cm) que conecte os quatro bragos. O aparelho é
constituido de madeira tratada com tinta fosca, permanece suspenso a 50 cm do
assoalho por um suporte central e, durante os testes, foi alocado em sala com
condi¢des de luminosidade e temperatura iguais as do biotério. Todo procedimento
foi filmado por uma camera de video suspensa sobre o aparelho para posterior

analise.
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Os animais de todos o0s grupos experimentais foram introduzidos
individualmente no centro do labirinto, com total liberdade para poder percorré-lo ao
longo de 5 minutos. Os parametros analisados foram a frequéncia de entradas em
bracos abertos (razdo entre o numero de entradas em bracgos abertos pelo nimero
total de entradas nos bragos), a tacha de permanéncia nos bragos abertos (razéo
entre o tempo despendido nos bragos abertos pelo tempo total despendido nos
bracos) e o total de distancia (cm) percorrida pelos animais em todo o labirinto. Para
a andlise deste ultimo parametro, foi utilizado o software EthoVision® (Noldus, The
Netherlands). A colocacdo 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 limpo com uma solucéo
de &lcool a 5% para minimizar a influéncia de eventuais odores deixados pelos
animais. Os animais que cairam do labirinto foram excluidos do teste.

Os testes foram conduzidos em colaboragdo com o Laboratério de
Neuroquimica e Farmacologia Comportamental do Departamento de Farmacologia

(ICB/USP), coordenado pela Professora Dra. Rosana Camarini.

2.4 Eutanasia dos animais e obtencdo do material a ser analisado

Os animais foram eutanasiados por decapitacdo e o cérebro rapidamente
retirado em solucéo fria de tampao salina-fosfato (NaCl 137 mM, KCI 2,68 mM,
KH,PO, 1,27 mM, Na,HPO, 8,06mM). O complexo amigdaléide basolateral foi
dissecado bilateralmente sobre uma placa gelada e imerso em nitrogénio liquido. As
estruturas encefalicas foram estocadas a — 80 °C para uso posterior. Para auxiliar a
disseccdo da amigdala, os encéfalos foram acondicionados em uma matriz
encefalica acrilica de corte coronal de espessura de 1 mm (Zivic Laboratories Inc.,
Portesville, P.A., USA), prépria para disseccdo de estruturas pequenas em tecido
fresco. O soro dos animais foi obtido a partir da coleta de sangue do tronco do
animal no momento da decapitacdo, com o auxilio de um funil de vidro, em um tubo

Falcon, apés centrifugacéo a 4.000 g por um periodo de 10 minutos.

2.5 Processamento e analise do material biologico
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2.5.1 Andlise da concentracdo de corticosterona sérica

Para a andlise dos niveis séricos de corticosterona, utilizamos o kit
Corticosterone EIA kit® (Enzo Life Sciences, Inc, UK), de acordo com a orientacao
do fabricante. As amostras de soro foram diluidas 30 vezes em tampdo de ensaio

fornecido pelo kit para que se ajustassem a faixa 6tima da curva padréo.

2.5.2 Extracao de proteinas citosélicas e nucleares

As estruturas encefélicas armazenadas a — 80 °C foram descongeladas e
homogeneizadas por contato direto vidro-vidro em tampao de lise (10 mM HEPES;
1,5 mM MgCl,; 10 mM KCI; 2,5 pg/mL leupeptina; 2,5 pg/mL antipaina; 0,5 mM
PMSF; 20 mM pirofosfato de sodio; 30 mM fluoreto de sédio, 5 mM B-glicerofosfato,
0,1 mM Ditiotreitol e &gua bidestilada) seguida de centrifugacdo a 11.000 g por 30
segundos a 4 °C. O sobrenadante, contendo proteinas citoplasmaticas, foi coletado
em tubo e armazenado a - 80 °C. O pellet foi, entdo, ressuspendido em tampéao de
extracdo nuclear (20 mM HEPES; 1,5 mM MgCl,; 300 mM NacCl; 0,25 mM EDTA; 2,5
pug/mL leupeptina; 2,5 ug/mL antipaina; 0,5 mM PMSF; 20 mM pirofosfato de sédio;
30 mM fluoreto de sdédio, 5 mM B-glicerofosfato; 25% glicerol e agua bidestilada) e
incubado por 30 minutos em gelo. Ap6s o periodo e incubacdo, 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 quantificagcdo da concentracdo de proteinas. A Figura 2 representa a

separacéo de proteinas citoplasmaticas e nucleares.
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Figura 2 - Expressdo da proteina nuclear Lamina-B1 é exclusiva para extrato
nuclear.
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Andlise por Western blot revela a expressao de lamina Bl (ponta de seta) em extratos
nucleares, porém ndo em extratos citosdlicos. Anticorpo anti-lamin B1 (ab 16048, Abcan
Biochemicals, Inc; 0,5 pg/ml).

2.5.2.1 Determinacédo da concentracdo de proteinas

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

concentracdo de proteinas presente nas amostras.

2.5.3 Ensaio de Retardo da Mobilidade Eletroforética em gel de poliacrilamida
(EMSA)

2.5.3.1 Marcacao da Sonda

O oligonucleotideo de DNA contendo a sequéncia de ligagdo para o fator de
transcricdo do CREB (Promega corporation, Madison, W1, USA; E328b) foi marcado
com a adic&o de y-*P ATP em uma solucado contendo tamp&o T, quinase, enzima T
quinase e agua; nas concentracdes de: 3,5 pmol de oligonucletideo, 1 U/uL de T4
quinase, 1 ul de y-32P ATP (111 GBg/mmol) (1 Ci=3,7 GBq), 1 puL de tampéo T4
quinase (10 X) em 10 uL de volume de reacdo. Apés incubacédo a 37 °C por 10
minutos, o excesso de y->?P ATP foi retirado com resina sephadex® G-25 (Microspin

G-25; Millipore corporation, Billerica, MA, USA): as colunas foram colocadas em um
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tubo de microcentrifuga e submetidas a centrifugagéo por 1 minuto a 3.000 rpm. Em
seguida, as colunas foram transferidas para um novo tubo e o volume total da sonda
marcada foi aplicado no centro da resina. Apos centrifugacdo, o eluato contendo a
sonda foi recolhido e, no dia do ensaio, a atividade da sonda foi determinada. Para o

ensaio foi utilizado aproximadamente 22.000 cpm/pL.

2.5.3.2 Reacéao de ligacéo e Corrida do gel

Foram adicionados a um tubo de microcentrifuga: 4 uL de tampao de ligacao
5X (MgCl; 5 mM; EDTA 2,5 mM; DTT 2,5 mM; NaCl 300 mM; Tris-HCI 50 mM pH
7,5; Poly didc 0,25 pg/uL; glicerol 20%); extrato nuclear (3 ug de proteina);
oligonucleotideo frio em excesso (10X concentrado em relagdo a sonda marcada),
ou anticorpo especifico para as subunidades anti-pCREB (0,02 pg/ul; Santa Cruz
Biotechnology, Inc), anti-CREM (0,02 ug/ul; Santa Cruz Biotechnology, Inc), anti-
CREB-1 (0,02 pg/ul; Santa Cruz Biotechnology, Inc), ou o oligonucleotideo
inespecifico TFIID 10X concentrado em relagdo a sonda marcada (Promega
corporation, Madison, WI, USA; E322B) e agua bidestilada q.s.p. para 20 uL de
volume final (contando com a adi¢cao da sonda marcada).

O tubo foi incubado por 20 minutos a temperatura ambiente, adicionando-se em
seguida a sonda marcada (1 uL), e novamente o tubo foi incubado por 30 minutos a
temperatura ambiente. A corrida foi visualizada com a adicdo de 1 pL de azul de
bromofenol ao controle negativo. O contetdo total do meio de reacéo foi aplicado no
gel de poliacrilamida 5,5% [acrilamida/bisacrilamida (37,5:1)]. Para a eletroforese foi
utilizado um tampéao de corrida consistindo em 0,5X TBE (1X TBE = Tris 90 mM,
Acido Bérico 90mM, EDTA 1 mM). O gel foi corrido por volta de 2 horas a 150-160 V.
Ao final da corrida, o gel foi secado procedendo-se em seguida a exposi¢ao do filme
ao gel em cassete a — 80 °C, pelo periodo de 2 dias, seguida da revelagdo do filme.

2.5.4 Ensaio de Western blot

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 tampédo de
amostra (0,125 M tris-HCI; 4% de SDS; 20% v/v glicerol; 0,2 M de DTT,; 0,02% de

azul de bromofenol; pH 6,8) e fervidas por 5 minutos a 95 °C. O contetido total do
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meio de reacdo foi aplicado no gel de SDS-poliacrilamida 10%
(acrilamida/bisacrilamida (37,5:1), 10% SDS) para que ocorresse a separacao das
proteinas contidas na amostra. No mesmo gel foi adicionado um padrdo de peso
molecular. Para a eletroforese, foi utilizado um tampéao de corrida consistindo em 25
mM de tris-base, 0,192 M de glicina, 0,1% de SDS e &gua bidestilada. O gel foi
corrido por volta de 2 h a 90 V. Ao final da corrida, as proteinas separadas e
contidas no gel foram transferidas eletroforeticamente para uma membrana de PVDF
(Millipore corporation, Billerica, MA, USA) por aproximadamente 2 h a 400 mA. Para
a transferéncia foi utilizado um tampao contendo 25 mM de tris-base, 192 mM de
glicina, 20% de metanol e 4gua bidestilada. Apds a transferéncia, as membranas
foram coradas com solucdo 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 2 h a temperatura ambiente em uma solucdo
contendo TBS (100 mM tris-base; 0,9% NaCl e agua bidestilada), 0,5% de leite
desnatado e 0,1% de Tween 20 para bloquear ligacGes inespecificas com o
anticorpo. Apds essa etapa, as membranas foram lavadas 5 vezes em solucéo de
TBS-T (TBS; 0,1 % Tween 20) e incubadas com o anticorpo primario diluido em
TBS-T “overnight” a 4 °C: anti-GR (coelho, 0,2 pug/ml; Santa Cruz Biotechnology Inc,
USA), anti-TrKB (coelho, 0,2 pg/ml; Santa Cruz Biotechnology Inc, USA), anti-Egr-1
(coelho, 0,2 pg/ml; Santa Cruz Biotechnology Inc, USA ), anti-p-ERK1/2 (coelho, 0,1
pug/ml; Santa Cruz Biotechnology Inc, USA), anti-ERK1 (coelho, 0,1 pg/ml; Santa
Cruz Biotechnology Inc, USA), anti-ERK2 (coelho, 0,1 pg/ml; Santa Cruz
Biotechnology Inc, USA) e anti-alfa-tubulina (camundongo, 0,04 pg/ml; Santa Cruz
Biotechnology Inc, USA). As membranas foram, entdo, novamente lavadas 5 vezes
com TBS-T e incubadas com os anticorpos secundarios anti-coelho (cabra, 0,05
pg/ml; KPL, Kirkegaard & Perry Laboratoies Inc, USA) ou anti camundongo (cabra,
0,05ug/ml; KPL, Kirkegaard & Perry Laboratoies Inc, USA) por 2 horas. A revelagao
foi feita através do kit de quimioluminescéncia ECL-Amersham® (General Eletric
Company, USA).

2.5.5 Revelacgéo e analise dos filmes

Os filmes foram revelados em sala escura em maquina de revelacao

automatica Hyper Processor (Amersham Biosciences Piscataway, NJ, EUA). As
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imagens foram fotocopiadas digitalmente em resolugédo 600 dpi e a densidade Optica
das bandas analisadas com auxilio do programa ImageJ® (Image Processing and
Analysis in Java, NIH, MD, USA).

2.6 Analise estatistica dos resultados

As diferencas entre os grupos experimentais foram detectadas por analise de
variancia (ANOVA) de um critério seguido pelo pés-teste de Newman-Keuls. Em
todos os casos, foram adotados valores para p < 0.05 como estatisticamente
significativos. Todas as andlises foram realizadas no programa GraphPad Prism®
para Windows versdo 5.0 (GraphPad Software, San Diego, CA, EUA
www.graphpad.com).


http://www.graphpad.com/
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3 RESULTADOS

Conforme descrito anteriormente, ao final do ensaio experimental os 60 animais
utilizados formaram 4 grupos experimentais, doravante denominados animais
controle ndo estressados (CO), animais controle estressados (CS), animais

enriquecidos nao estressados (EQ) e animais enriquecidos estressados (ES).

3.1 EA protege contra ansiedade induzida por estresse agudo

Ao analisarmos os resultados obtidos, ilustrados na figura 3, podemos observar
gue os animais CS apresentaram reducao na frequéncia de entradas e no tempo de
permanéncia nos bracos abertos em comparacdo aos animais CO (Figura 3A; B),
indicando que o estresse agudo por contencdo de 1lh foi suficiente para induzir um
comportamento do tipo ansioso nos animais. Por outro lado, os animais que
sofreram 0 mesmo estresse, mas que foram previamente acondicionados em
ambiente enriquecido (ES), apresentaram maior exploracdo dos bracos abertos
guando comparados aos animais CS, porém ndao quando comparados aos animais
CO (Figura 3A; B), sugerindo que o enriquecimento ambiental, nos moldes em que
foi aplicado, protegeu os animais em relacdo a inducdo do comportamento do tipo
ansioso pelo estresse agudo por contengdo. Ademais, os animais do grupo EO nao
apresentaram diferenca significativa na exploracéo dos bracos abertos comparados
aos animais CO e ES (Figura 3A; B), indicando que o enriquecimento ambiental, por
si, ndo provoca aumento da taxa de exploracdo do labirinto, mas sim modifica o
curso da resposta do animal ao estresse no que diz respeito ao seu efeito
ansiogénico.

Complementarmente, realizamos uma analise da distancia total que cada
animal percorreu durante o teste no labirinto para verificar eventuais diferencas na
atividade locomotora dos animais dos diferentes grupos experimentais. Como
ilustrado na Figura 3C, nao houve diferenca na média de deslocamento total entre os
quatro grupos experimentais, indicando que o estresse agudo por contengcdo e o
enriguecimento ambiental ndo provocam alteragcdes na atividade locomotora dos
animais, recrudescendo a hipétese de que o efeito do enriquecimento ambiental e do

estresse que observamos sobre os animais se da no ambito das escolhas e
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preferéncias (manifestadas através da exploracdo dos bracos abertos) e ndo da
condicao fisica dos mesmos, embora a expressao do efeito seja de ordem motora.

Figura 3 - EA inibe o efeito do estresse na inducdo do comportamento do tipo
ansioso medido em labirinto em cruz elevado.
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Animais CS apresentaram exploracéo reduzida dos bragcos abertos em termos de frequéncia
de entradas (A) e tempo de permanéncia (B) comparados aos animais CO. Animais
enriguecidos, tanto estressados (ES) quanto ndo estressados (E0), apresentaram
exploragdo dos bragos abertos similar ao de animais CO e mostraram aumento de
exploracdo dos mesmos comparados aos animais CS. n=14-15 por grupo, * (em relagdo a
CO0) e * (em relacéo & CS), p < 0,05 (pds-teste de Newman-Keuls). Tanto o estresse quanto o
enriguecimento ambiental ndo afetaram a atividade locomotora dos animais (C).

3.2 EA nao inibe a liberagcdo de corticosterona em animais agudamente
estressados

Para responder a primeira hipotese levantada quanto a diferenga no padrdo de
resposta comportamental mostrada entre animais enriquecidos e animais controles
diante um estimulo estressor, mensuramos 0s niveis séricos de corticosterona dos

animais imediatamente apos o teste, nos permitindo verificar sob quais niveis desse
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hormdénio os animais realizaram a tarefa. Desta maneira, poderiamos inferir se o EA
exerceria seu efeito protetor contra a ansiedade induzida por estresse mediante
controle da liberacdo do hormdénio. Como podemos verificar na Figura 4, os grupos
de animais estressados, independente do tipo de moradia que habitaram (CS e ES),
apresentaram niveis séricos de CORT semelhantes e significativamente maiores do
que os niveis apresentados pelos animais ndo estressados (CO e EOQ). Estes, por sua
vez, ndo apresentaram diferencas entre si. A esse respeito, podemos interpretar que
0S animais que sofreram estresse agudo por contencdo manifestaram, durante o
teste, efeito fisioldgico de estresse (altos niveis de CORT plasmatica), e que o efeito
do EA, no comportamento desses animais, ndo se deve a modulacao da liberacédo

do horménio.

Figura 4 - EA néo afeta os niveis séricos de corticosterona induzidos pelo estresse

agudo.
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Animais estressados (CS e ES) apresentaram niveis séricos de corticosterona
significativamente maiores do que animais nao estressados (CO e E0). n=14-15 por grupo, **
(em relagéo a CO0) e ™ (em relac&o & EOQ), p < 0,001 (pds-teste de Newman-Keuls)

3.3 EA inibe translocacdo nuclear de GR no BLA de animais promovida por
estresse agudo

Dado n&o haver modulacdo na liberagdo de CORT nos animais enriquecidos
frente ao estimulo estressor agudo, decidimos analisar eventuais diferencas na
sinalizacdo do hormdnio entre os diferentes grupos experimentais mensurando a
atividade do receptor GR no BLA dos animais. Para tanto, medimos, por meio do
ensaio de western blot, a expressao do receptor GR na fracdo nuclear do extrato de

proteinas relativa & sua expresséo na fracao citoplasmatica, de tal forma a inferir a
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proporcédo de receptores que migraram do citoplasma para o ndcleo das células,
processo que ocorre mediante ligacdo do horménio ao receptor (Tronche et al.,
1998). Experimentalmente, a translocacdo nuclear é considerada um indicio de
ativacao do fator de transcricdo GR-GC.

Ao analisarmos a Figura 5, observamos um aumento substancial na
translocagcdo nuclear de GR nos animais CS comparados aos animais CO,
apontando um aumento da sinalizacdo do horménio CORT, via GR, no BLA, de tal
forma a acompanhar a elevacdo dos niveis séricos do hormdnio verificado nesses
animais estressados (Figura 4). Por outro lado, os animais enriquecidos, mesmo que
estressados, ndo apresentaram diferengas na translocagcdo de GR no BLA quando
comparados aos animais CO, muito embora os animais ES apresentem niveis
séricos de CORT elevados ao mesmo nivel dos CS (Figura 4). O conjunto desses
resultados sugere que o EA protege os animais do efeito ansiogénico do estresse
independente do controle da liberacdo plasmatica do horménio CORT (controle do
eixo HPA) e que tal protecdo pode ser devido ao controle da sinalizacdo do
horménio via GR nas células do BLA. E importante notar que nio se trata
simplesmente de um rebaixamento da sinalizagcdo nuclear de GR por parte do
enriguecimento ambiental, visto ndo haver diferenca na translocacdo nuclear do
receptor entre os animais EO e CO, mas sim de um controle exercido sobre a

sinalizacdo de GR quando na vigéncia de um estimulo estressor.
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Figura 5 - Estresse agudo eleva a translocacdo nuclear de GR no BLA de animais
controle, porém n&do no de animais enriquecidos.
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Animais CS apresentaram niveis aumentados de GR na fragdo nuclear em relagéo a fracéo
citoplasmética quando comparados aos animais CO. Animais enriquecidos (EO e ES)
apresentaram niveis semelhantes aos animais CO e niveis reduzidos quando comparados
aos animais CS. n=4-5 por grupo, ** (em relacdo a C0) e * (em relacdo a CS), p < 0,001
(pbs-teste de Newman-Keuls).

3.4 EA reduz cronicamente a atividade basal do fator de transcricdo CREB no
BLA ao mesmo nivel que o estresse agudo o faz.

Para inferir diferencas na atividade do fator de transcricdo CREB nos neurénios
do BLA, realizamos o EMSA, através do qual podemos verificar a possibilidade de
aumento ou diminuicdo da ligacdo do fator de transcricdo presente em uma dada
amostra a uma sequéncia de DNA contendo seu respectivo sitio de ligacao. Embora
de forma indireta, o ensaio permite-nos avaliar a modulacdo da atividade de
determinados fatores de transcricdo entre os diferentes grupos experimentais.

Os resultados obtidos nos mostram que animais criados em ambiente
enriquecido (EO e ES) apresentaram reducédo da ligacdo de CREB na sonda de DNA
em comparacdo aos animais CO. E importante notar que ndo houve diferenca na
ligacdo de CREB entre os animais criados em ambiente enriquecido, diferentemente
do que ocorreu entre 0s animais criados em ambiente padrédo, onde o estresse
agudo exerceu um efeito de reducéo da ligacdo do CREB, levando os animais CS a
apresentarem o mesmo nivel de ligacdo dos animais enriquecidos (Figura 6A).
Sumariamente, podemos interpretar que o EA reduz a atividade basal de CREB nas
células do BLA, independente da vigéncia ou ndo de um estimulo estressor agudo.
Ja nos animais controle, o estresse agudo reduziu a atividade do CREB ao mesmo

nivel estabelecido pelo efeito crénico do enriqguecimento ambiental.
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Complementarmente, realizamos o0 ensaio de competicdo e de supershift,
através dos quais pudemos verificar a especificidade da ligacdo de CREB a
sequéncia de DNA e, além disso, quais as isoformas de CREB estavam envolvidas
nesse processo. Ao analisarmos 0s grupos experimentais cujos ensaios contaram
com a adicdo em excesso de oligonucleotideo contendo o sitio de ligacdo de CREB
(CRE), porém n&o marcado com o radioativo P*, notamos que houve a exclusdo
completa das bandas relativas a ligacdo de CREB anteriormente verificadas (Figura
6B), denotando um deslocamento da ligacdo de CREB a sonda radioativa pela
sonda ndo radioativa, um importante indicativo de que a banda formada
anteriormente devia-se a especificidade da ligacdo de CREB ao respectivo sitio de
ligacdo presente na sonda radiomarcada. Reforca esse dado o fato do excesso de
oligonucleotideo ndo contendo CRE (TFIID) néo ter deslocado a banda relativa a
ligacdo de CREB observada nas amostras sem competi¢cdo. Além disso, 0s ensaios
de supershift apontaram a presenca de p-CREB e CREM no complexo proteico
ligado a sonda de DNA radiomarcada contendo CRE, como pode ser verificado pela
presenca de uma banda acima do peso molecular indicado para ligacdo de CREB a
sonda, e a concomitante exclusdo da banda nesta altura (Figura 6B). Em outro
ensaio de competicdo e supershift, além da presenca das isoformas p-CREB e
CREM no extrato de proteina, verificamos também a presenca de CREB-1 (dados
nao ilustrados), diferenca atribuida ao lote de anticorpo utilizado nos diferentes

ensaios.
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Figura 6 - EA e estresse agudo reduzem a ativacdo de CREB no BLA.
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Animais CS, EO e ES apresentaram reducéo da ligacdo de CREB ao DNA em comparacédo
aos animais CO. A esquerda, setas indicam bandas especificas para ligacdo de CREB a
sonda radiomarcada (topo) e a presenca da sonda livre (base). A direita, gréafico
representativo da analise densitométrica da figura (A). (B) Ensaio de competi¢cdo e supershift
realizados em amostras dos grupos experimentais CS, EO e ES na presenca ou auséncia de
sonda de DNA ndo marcada radioativamente (sequéncia consenso contendo CRE,
molaridade 10 vezes em excesso), ou na presenca de oligonucleotideo ndo especifico
(sequéncia consenso de TFIID, molaridade 10 vezes em excesso). Ensaio de supershift foi
realizado nas mesmas amostras com a presenca de anticorpos contra as subunidades p-
CREB, CREB-1 e CREM (0.2 pg/ul). n=3-5 por grupo, * (em relacdo a C0), p < 0,05 (pos-
teste de Newman-Keuls).
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3.5 EA, bem como o estresse agudo, reduzem a fosforilacdo de ERK-1/2 no
BLA

Considerando os efeitos que o EA e o estresse agudo exercem sobre a
atividade do fator de transcricio CREB no BLA dos animais, e tendo em vista o
papel modulatério que as proteinas quinases ERK-1/2 exercem sobre esse mesmo
fator de transcricdo, decidimos mensurar a atividade dessas proteinas quinases por
meio de quantificacdo, por western blot, dos niveis de fosforilacdo das mesmas.
Para tanto, realizamos a quantificacdo das formas fosforiladas de cada isoforma
relativas as respectivas formas totais. Os resultados, ilustrados na Figura 7, nos
mostram que os animais enriquecidos (EO e ES), bem como os animais controle
estressados (CS), apresentaram niveis reduzidos de fosforilagdo de ERK-1 (Figura
7A) e ERK-2 (Figura 7B) quando comparados aos animais C0O, compondo um quadro
muito semelhante ao ilustrado pela Figura 6A, referente aos resultados de atividade
de CREB.

Tratando-se de uma das principais quinases que fosforilam diretamente e que,
portanto, ativam CREB, podemos pensar o conjunto desses resultados como um
processo interdependente, onde a atividade reduzida de CREB no BLA verificada
pode ser devido a uma também atividade reduzida da ERK, muito embora nao

podemos deixar de notar que CREB responde a outros ativadores.
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Figura 7 - EA e estresse agudo reduzem a fosforilacdo de ERK-1/2 no BLA de ratos.
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Animais CS, EO e ES apresentaram reducao da razdo entre pERK-1/2 e ERK-1/2 no BLA em
comparacgdo aos animais controle. n=5-6 por grupo, * (em relagéo a CO0), p < 0,01 (p6s-teste
de Newman-Keuls).

3.6 Expressédo de Egr-1 ap6s estresse é maior em animais controles quando
comparados a animais enriquecidos

A fim de verificar a influéncia das diferentes condigcbes ambientais na atividade
dos neurbnios do BLA apoOs estimulo estressor, realizamos, por western blot, a
quantificacdo da proteina Egr-1 no BLA dos animais pertencentes aos diferentes
grupos experimentais. Embora preliminares, os resultados indicam que os animais
CS apresentam aumento da expressédo de Egr-1 no BLA quando comparados aos
animais ES, mostrando um papel modulador sobre essa proteina exercido pelo
enriguecimento ambiental na vigéncia do estimulo estressor (Figura 8). Além disso,

embora os animais CS apresentam niveis elevados de Egr-1 quando comparados
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aos grupos CO e EO, como pode ser observado em filme radiografico, a analise
desnitométrica da banda especifica ndo se mostrou significativa estatisticamente.
Esses resultados, embora preliminares, nos permitem elocubrar que 0 estresse
exerce, em animais submetidos a condi¢des padrdes, um efeito de hiperexpresséo
de Egr-1 e que o enriquecimento ambiental ndo afeta a expresséo basal da proteina,
apenas modula sua expressao na vigéncia do estimulo estressor. O fato de néo
haver nivel de significancia estatistica para essa ultima analise foi atribuido ao n

experimental diminuto (n=2 por grupo experimental).

Figura 8 - Estresse agudo promove aumento de Egr-1 em animais controles, porém
nao em animais enriquecidos.
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Animais CS apresentaram aumento da expressdo de Egr-1 no BLA em comparacdo aos
animais ES (*). Animais CO, EO e ES nao sdo diferentes estatisticamente. n=2 por grupo, *, p
< 0,05 (po6s-teste de Newman-Keuls).

3.7 EA altera a expressdo basal do receptor de BDNF (TrKB) no BLA,
notadamente em animais estressados

Considerando seu importante papel no processo plastico/adaptativo de células
nervosas, decidimos analisar eventuais alteracées na sinalizacdo de BDNF entre
animais controles e enriquecidos e os diferentes efeitos exercidos pelo estresse
nessa sinalizacdo. Para tanto, realizamos a andlise da expressédo do receptor TrkKB
nesses animais através do ensaio de western blot. Como resultado, ilustrado na
Figura 9, ndo verificamos alteracbes da expressao do receptor em decorréncia do
estresse, pelo menos na analise imediata apés o estimulo agudo, como podemos
verificar comparando os animais CO e CS. Porém, ao analisarmos 0s animais

enriquecidos, notamos aumento da expressdo de TrKB nos animais ES em
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comparacdo aos animais CO e, embora nao seja estatisticamente significante,
notamos uma tendéncia de aumento da expresséo do receptor também nos animais
EO em relacdo aos animais CO, uma vez que nao existe diferenca significativa entre

0s animais ES e EO, tampouco entre estes e os animais CO.

Figura 9 - EA altera a expressao do receptor TrKB no BLA dos animais.
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Animais ES apresentaram aumento da expressdo de TrKB no BLA em comparacdo aos
animais CO (*) e CS (%), porém ndo em comparacéo aos animais EO. n=4-6 por grupo, * e *,
p < 0,005 (pbs-teste de Newman-Keuls).
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4 DISCUSSAO

O conjunto dos dados aqui apresentados contribui para a compreensédo dos
mecanismos neurobiolégicos subjacentes aos efeitos exercidos pelo EA sobre o
curso da resposta ao estresse no que diz respeito ao seu potencial ansiogénico.
Apos verificarmos um efeito protetor exercido pelo EA sobre o comportamento do
tipo ansioso induzido pelo estresse agudo por contengdo, seguimos nossa analise
no sentido de melhor entender como tal fendmeno opera em ambito molecular (na
modulacdo de expressao e atividade de diferentes proteinas) em uma estrutura
encefalica chave para a orquestracdo da resposta emocional ao estresse, o BLA.

Ndo €é novidade que eventos estressantes sdo capazes de levar ao
desenvolvimento de transtornos de humor (Caspi et al., 2003; McEwen, 2008;
McWwen et al., 2012; Risch et al., 2009), dentre eles a ansiedade, e que o EA
promove efeitos benéficos fisioldgicos e comportamentais em modelos animais de
transtornos psiquicos (Nithianantharajah, Hannan, 2006) e pode melhorar disturbios
emocionais induzidos por estresse psicolégico (Fox et al., 2006). Além disso,
evidéncias suportam o papel da neurogénese hipocampal adulta na regulacdo de
desordens afetivas relacionadas ao estresse (Gould et al., 1997; Koo et al., 2010;
Kozorovitskiy et al., 2004; Malberg et al., 2000), mecanismo através do qual o EA
poderia exercer seu efeito protetor. Dentro dessa perspectiva, Schloesser et al.
(2010) mostram uma correlagcao direta entre a reducdo da neurogénese hipocampal
adulta induzida por estresse social cronico e a expressdo de comportamentos que
conotam alteracBes afetivas (incluindo ansiedade), processo revertido pelo EA
através da manutencdo, em niveis normais, da neurogénese hipocampal, mesmo na
vigéncia do estimulo estressor. Baseados em dados prévios que mostraram que a
supressdo de neurogénese hipocampal adulta promove, em camundongos, um
quadro ansiogénico tipico (Revest et al., 2009) e leva a desregulacédo do eixo HPA
durante o estresse moderado (Schloesser et al., 2009), os autores propdéem que 0Ss
efeitos exercidos pelo EA perante o estresse seriam mediados pela regulacdo do
eixo HPA via neurogénese hipocampal, ou seja, os neurdnios recém-formados no
hipocampo exerceriam um papel fundamental na modulacdo do eixo, e as
consequéncias comportamentais verificadas nos animais em decorréncia do

estimulo estressor cronico adviria da sinalizacdo de CORT em excesso no encéfalo.
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E importante ressaltar que o hipocampo exerce um papel modulatério sobre a
liberacdo de CORT, principalmente através das projecdes dos neurbnios do giro
denteado para o nudcleo paraventricular do hipotalamo (Brady et al., 1992). A
sinalizacdo mediada por CORT no hipocampo, notadamente via GR, esta implicada
na retroalimentacao negativa da resposta ao estresse, de tal forma que a reducgéo da
atividade dos neurdnios dessa regiao resulta em um quadro de hipersecrecao do
horménio (Sapolsky et al., 1984; Sapolsky et al., 1990; Kabbaj et al., 2000). Em
acordo com esses dados, a modulacdo da neurogénese no hipocampo adulto, via
sinalizacdo de CORT, tem amplo suporte na literatura (Dranovsky, Hen, 2006). A
exposicdo de animais a diferentes tipos de estimulos estressores crénicos ou
aumento dos niveis séricos de CORT implica em supressdo do processo normal de
neurogénese no hipocampo adulto (Cameron et al., 1994; Czéh et al., 2002;
Dranovsky, Hen, 2006; Murray et al., 2008). Adicionalmente, Snyder et al. (2011)
mostraram que a neurogénese hipocampal tem um papel fundamental no processo
adaptativo do organismo a um estimulo estressor, na medida em que camundongos
geneticamente manipulados a ndo fazerem neurogénese apresentaram diferencas
na cinética de recomposicao dos niveis basais de CORT ap0s o estresse agudo por
contengdo quando comparados a animais controle. Em conjunto, esses dados
apontam que 0 prejuizo no processo de neurogénese hipocampal decorrente de
estimulos estressores configura um processo adaptativo, de tal forma que os efeitos
emocionais tardios consequentes do estresse fundamentam-se em alteracbes na
modulagdo do eixo HPA exercida por neurdnios recém-formados no hipocampo.
Nesse sentido, os avancos cientificos a respeito do papel do EA na protecdo ao
estresse no que diz respeito a seus efeitos psicogénicos dédo conta de compreender
mecanismos de adaptacéo do organismo ao estresse, notadamente revertendo, ou
impedindo, o processo inibitério sobre a neurogénese hipocampal exercida pelo
estimulo estressor.

Mesmo considerando que a modulagcdo do eixo HPA seja um aspecto
importante para a adaptacdo da resposta do animal a estimulos estressores, muito
provavelmente através da alteracdo da sinalizacdo do horménio em estruturas
limbicas envolvidas com resposta emocional (Brinder et al., 2008; ver Spijker, van
Rossum, 2011), a analise de nossos resultados sugere existir outro mecanismo

através do qual o EA exerce seu efeito protetor frente ao efeito ansiogénico do
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estresse agudo que, nesse caso, independe de eventuais alteracbes na
neurogénese hipocampal. Em nosso modelo experimental, os animais que foram
testados no labirinto imediatamente apds o estresse realizaram o teste de ansiedade
sob a influéncia de altos niveis séricos de CORT, tanto os animais do grupo controle
(CS) quanto os animais enriquecidos (ES), fato verificado ap6s a realizacdo de
nossas analises dos niveis séricos de CORT imediatamente ap0s o teste de 5
minutos, que ndo apontaram diferencas entre os animais de ambos o0s grupos. No
entanto, os animais ES, mesmo apresentando niveis séricos de CORT iguais ao dos
animais CS, ndo manifestaram comportamento tipico de ansiedade. Diante do
exposto, podemos interpretar que o estresse agudo por contencéo exerce um efeito
ansiogénico imediato na resposta emocional do animal e que o EA é capaz de
modular a resposta ao estresse independente de sua acdo modulatoria sobre eixo
HPA.

O fato de ndo haver diferencas nos niveis plasméticos de CORT entre os
animais CS e ES, o que minimiza o papel modulatério sobre o eixo HPA exercido
pelo EA como fonte de explicacdo para seu efeito protetor, ndo nos permite deixar
de considerar a sinalizacdo desse mediador endocrinol6gico em seu sitio final de
acao. Kavushansky e Richter-Levin (2006), através de registros eletrofisiolégicos in
Vivo, mostraram que o estresse agudo de 30 minutos por submissdo em plataforma
suspensa gera um aumento imediato da responsividade dos neurénios do BLA em
consequéncia a um dado estimulo elétrico no cortex entorrinal. Para verificar se o
efeito do estresse na modulacéo da atividade dos neurdnios da regido se deveu ao
aumento concomitante de CORT plasmatica visto nesses animais, 0s autores
administraram sistemicamente, em animais ndo estressados, niveis gradativos do
horménio e observaram, 30 minutos apos a infusdo, aumento correspondente da
excitabilidade dos neurbnios do BLA, mostrando, assim, que esse efeito verificado
nos animais estressados agudamente foi devido ao consequente aumento da
sinalizacao de CORT.

E importante destacar que dados apontam que o aumento da excitabilidade dos
neurdnios da amigdala de roedores esta diretamente relacionado ao pronunciamento
de um comportamento do tipo ansioso. A ativacdo do BLA através de estimulacao
elétrica, por exemplo, promove um gquadro do tipo ansioso em ratos (Nieminen et al.,

1992; Kellett et al.,, 2001). Além disso, o comportamento do tipo ansioso
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desencadeado por estresse agudo por contencdo esta associado ao aumento da
excitabilidade dos neurdnios do BLA (Guo et al., 2012), ao passo que o bloqueio da
sinalizacdo estimulatoria glutamatérgica no mesmo nucleo, via receptores NMDA,
previne o desencadeamento do quadro de ansiedade tardio induzido por estresse de
exposicao ao predador (Adamec et al., 1999). A esses achados, somam-se registros
clinicos de pacientes ansiosos que mostram um perfil hiper-responsivo da amigdala
diante estimulos visuais com conotacGes aversivas (Bishop et al., 2004; Pessoa et
al., 2002; Vuilleumier et al., 2001).

Muitos trabalhos buscam compreender os mecanismos através dos quais o
estresse exerce suas alteracdes bioldgicas e comportamentais mediante analise dos
niveis de atividade dos receptores de CORT, além dos ja citados mecanismos que
levam em conta alteracdes na concentracdo do horménio circulante no organismo. A
esse respeito, nossos resultados mostram que os animais CS apresentaram
aumento de translocacao nuclear de GR no BLA comparados aos animais CO, de tal
forma a acompanhar a elevacdo dos seus niveis séricos de CORT; e que 0s animais
enriquecidos, mesmo estressados, e que tiveram elevacdo de CORT plasmética ao
mesmo nivel dos animais CS, ndo apresentaram tal aumento de translocacdo de
GR.

Ao retomarmos o trabalho de Kavushansky e Richter-Levin (2006), que mostrou
os efeitos eletrofisioldgicos no BLA de ratos em decorréncia do aumento agudo nas
concentracbes séricas de CORT, podemos fazer uma correlacdo com nossos
resultados, 0os quais apontaram que 0 comportamento ansioso Visto nos animais
controle ja é verificado imediatamente apds o0 estresse, e que esse fendbmeno é
acompanhado por aumento de sinalizacdo nuclear (visto através do aumento de
translocacdo nuclear do receptor) de GR no BLA. Por outro lado, os animais
enriquecidos que, embora respondam ao estresse com 0 mesmo aumento dos niveis
séricos do hormoénio visto nos animais controles, ndo apresentam aumento de
sinalizacdo nuclear de GR. Assim, o aumento da translocacéo nuclear de GR no
BLA indica um eventual mecanismo através do qual o estresse, via sinalizacdo de
CORT, exerce seu efeito ansiogénico nos animais CS, e o0 mecanismo molecular
subjacente ao efeito protetor exercido pelo EA residiria no controle da translocacgéo

nuclear, e portanto ativacdo, desse receptor nos animais estressados.
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Em suporte a essa hipotese, registros eletrofisioldgicos realizados em slice de
BLA de ratos mostraram que o aumento da sinalizagdo de CORT via atividade
nuclear de GR gera um aumento da excitabilidade dos neurdnios de projecdo do
BLA (Durvaci, Paré, 2007). Esse efeito mostrou-se decorrente do aumento da
excitabilidade intrinseca dos neurdnios do nucleo e da concomitante redugcdo do
impacto da inibicdo exercida através de receptores do tipo GABAa Nno microcircuito
da regido. Aléem disso, os potenciais de repouso desses neurénios de projecédo do
BLA estavam significativamente menos polarizados, o que poderia explicar seu perfil
hiper-responsivo. Algumas hipoteses aventadas para explicar esse efeito exercido
pela CORT nos neurdnios do BLA s&o a possibilidade de modulacdo da atividade da
bomba de Na', K* — ATPase e alteraces na condutincia de repouso e nas
correntes de K*, inclusive podendo envolver canais dependentes de influxo de Ca'",
como os do tipo L, amplamente expressos no sistema nervoso central, inclusive nos
neurdnios da amigdala. (ver Faber, Sah, 2002; Faber, Sah, 2005; Guo et al., 2012;
Karst et al., 2002). Reforcando as evidéncias de que a génese do comportamento
ansioso decorrente do estresse agudo se deve a uma hiperexcitabilidade dos
neurbnios do BLA, Rodriguez Manzanares et al. (2005) mostraram que esse
processo esta relacionado a atenuacdo do controle inibitério exercido por neurdnios
GABAEérgicos naquela regido, fenbmeno que pode depender especificamente da
modulacdo da atividade dos receptores do tipo GABAA. Complementarmente,
Rosenkranz et al. (2010) mostraram que o efeito da hiperexcitabilidade do nucleo
lateral da amigdala (LA) decorrente do estresse cronico por contencédo depende da
atividade de canais de potassio dependentes de célcio. Ainda, em trabalho mais
recente, Guo et al. (2012) mostraram que o efeito do estresse agudo na inducao do
comportamento ansioso € acompanhado pela hiperexcitabilidade dos neurbénios do
LA concomitantemente a reducdo da expressdo de canais de K* dependentes de
calcio do tipo L no nucleo.

Outro importante fato verificado em nossos resultados € que o EA gerou um
efeito crénico de reducéo de ligacdo de CREB ao DNA no BLA dos ratos, indicando
uma reducao da atividade desse fator de transcricdo nesse nucleo. A esse respeito,
dados na literatura ja haviam mostrado que o aumento cronico da sinalizacdo de
CREB no BLA, via transfecc¢éo viral, gera um quadro do tipo ansioso nos animais

(Wallace et al., 2004). Somados a esse fato, e considerando os efeitos do perfil
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hiporresponsivo dos neurénios do BLA na génese do quadro ansioso (Adamec et al.,
1999; Guo et al., 2012; Kellett et al., 2001; Nieminen et al., 1992), diversos trabalhos
mostraram que a hiperexpressédo basal cronica de CREB em slice de diversas
estruturas encefalicas, incluindo a amigdala, promove um aumento sustentado da
excitabilidade intrinseca de neur6nios (Han et al., 2006; Lopez de Armentia et al.,
2007; Viosca et al. 2009; Zhou et al., 2009). Da mesma forma, a reducao cronica de
CREB em populacfes neuronais promove uma reducédo da excitabilidade neuronal
(Jancic et al., 2009; ver Gruart et al., 2012). Esses dados reverberam nossos
achados na medida em que a reducédo da sinalizacdo de CREB foi verificada em
animais que ndo manifestaram ansiedade mediante estresse (ES). Muito embora
nao tenhamos visto aumento da ligacgdo de CREB nos animais CS como fator
indicador de ansiedade, e sim reducao, ndo podemos deixar de levar em conta o fato
de que o efeito do aumento da ativacdo de CREB verificado pelos autores do
trabalho supracitado (Wallace et al., 2004) foi cronico, tal como nos animais
enriquecidos, ao passo que a reducao da ativacdo desse fator verificada nos animais
CS foi aguda. Ademais, trabalho realizado por Pandey et al. (2003) reforca a
hip6tese de que a reducdo aguda de CREB no BLA nao exerceria efeito sobre o
comportamento do tipo ansioso em animais, uma vez que a inibicdo aguda de sua
ativacdo via PKA nado gerou alteracdo nesse sentido. Isso sugere que enquanto a
modulacdo aguda da atividade de CREB no BLA (por pelo menos 1h) ndo exerce
efeito sobre a ansiedade, minimizando o papel da reducéo da sinalizacdo de CREB
vista nos animais CS, as alteracbes cronicas desse fator de transcricdo parecem
exercer um efeito modulatério sobre tal fenémeno.

Complementarmente a esses dados, outro ponto a ser considerado e que pode
ajudar a entender esse quadro é o fato de termos verificado, tal como na sinalizagéo
de CREB, uma reducéo cronica exercida pelo EA na fosforilacdo de ERK, indicando
reducdo de sua atividade, da mesma forma que o estimulo estressor agudo também
o faz. Esses dados sdo complementares na medida em que sabemos que a ERK
(membro da familia das MAPK) € um dos principais ativadores de CREB, agindo por
intermédio de uma cascata proteica envolvendo a ativacdo de GTPases RAS, que
ativam isoformas da familia das RAF. Estas, por sua vez, fosforilam e ativam a
enzima MEK, culminando na fosforilagdo de ERK que, assim, modulam a atividade

de CREB (Davis, 1995; ver Bell-Horner et al., 2006). Uma importante isoforma da
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familia das RAF € a B-RAF, a mais recorrente ativadora de MEK/ERK expressa no
tecido nervoso (Storm et al., 1990). Recentemente, em trabalho utilizando animais
transgénicos deficientes de B-RAF no prosencéfalo, Wefers et al. (2012) mostraram
gue a consequente reducéo crénica dos niveis de fosforilacdo de ERK e da atividade
de CREB resultou em um comportamento menos ansioso por parte desses animais,
dado muito semelhante aos nossos, onde os animais enriquecidos, que apresentam
niveis crénicos de CREB reduzidos, também estdo menos ansiosos apos estimulo
estressor. Além de agir modulando a atividade de CREB, evidéncias sugerem um
possivel papel da proteina quinase ERK como moduladora direta da excitabilidade
celular (Bell-Horner et al., 2006). Trabalhando com delecdo pontual do sitio de
fosforilacdo de ERK na subunidade alfa do receptor GABAA em cultura celular
(HEK293), os autores mostraram que essa quinase é capaz de modular
negativamente a atividade do receptor, de tal forma que a reducao da atividade de
ERK resultaria em aumento da probabilidade de abertura do canal inibitério, gerando
um perfil celular hiporresponsivo.

Por ser considerado um efetivo marcador de ativacdo neuronal, o gene de
expressao imediata egr-1 (também conhecido como zif/268) é muito utilizado em
abordagens cientificas interessadas em mapear a atividade funcional de estruturas
encefélicas dentro de um dado circuito (Chaudhuri et al., 2000). Além de apresentar
uma expressdo bastante rapida apO0s a despolarizacdo da membrana neuronal,
apresentando pico de expressao de mRNA em torno de 20 minutos pés estimulo, o
transcrito final, no caso o fator de transcricdo Egr-1, pode exercer um efeito
modulatério sobre a expressao de outros genes. Por isso, além de um marcador de
atividade neuronal, esse fator de transcricdo é considerado critico no processo de
conversdo de estimulos extracelulares em ag¢Bes modulatérias sobre processos
neuronais adaptativos (ver Chaudhuri et al., 2000). A esse respeito, a atividade de
Egr-1 tem sido muito recorrente em estudos sobre a participacdo da amigdala no
processo de aprendizagem e memoria aversiva, devido sua agdo modulatoria sobre
a expressao de genes requeridos para o processo de plasticidade neuronal
(Baumgartel et al., 2009; Jones et al., 2001; Malkani, Rosen, 2000).

Nossos resultados, embora preliminares, indicam um tendéncia de aumento da
expressdo de Egr-1 nos animais CS em relagdo aos animais CO, o que pode indicar

um aumento de atividade neuronal do BLA dos animais em decorréncia do estresse
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agudo. Por outro lado, os animais enriquecidos, mesmo que estressados (ES), nao
apresentam tal aumento, ao contrario, apontam para uma reducdo da expresséo da
proteina em relacdo aos animais CO, embora sutii e ndo significativa
estatisticamente. A comparacdo entre os animais CS e ES evidencia uma maior
diferengca na expressdo da proteina entre os dois grupos. Nesse sentido,
considerando Egr-1 como um marcador de atividade neuronal recente, podemos
sugerir que o estresse agudo promove um aumento da responsividade dos
neurénios do BLA em animais controle, porém ndo nos animais enriquecidos,
mesmo que estressados. Como j& mencionado, além de um importante indicador de
atividade neuronal, o fator de transcricdo Egr-1 possui um papel modulatério sobre
mecanismos adaptativos neuronais. Dentre esses mecanismos, destaca-se a acao
sobre genes importantes para alteracdes funcionais e morfolégicas relativas ao
processo sinaptico, promovendo a modulacdo da expressdo de diversos genes
implicados na modelagem da arborizacdo dendritica (ver Baumgartel et al., 2009;
James et al., 2006). Tendo isso em vista, 0 aumento da expressdo desse fator de
transcricdo nos animais CS pode ajudar a explicar as consequéncias adaptativas
tardias do estresse, além de prenunciar o efeito agudo de aumento de atividade
neuronal. Considerando dados da literatura que mostram que 0 estresse ou
tratamento agudo com CORT em ratos induz aumento do niumero e do tamanho dos
espinhos dendriticos dos neurénios do BLA tardiamente (10 dias ap0s o estimulo ou
a infuséo), efeito diretamente relacionado ao aumento de ansiedade em ratos (Mitra,
Sapolsky, 2008; Rao et al., 2012), e que a reducéo da sinalizacdo de GR no BLA
previne essas alteracbes plasticas decorrentes do estresse, com consequente
reducdo do comportamento ansioso (Mitra, Sapolsky, 2010), além do papel
modulatério exercido pelo Egr-1 sobre a expressdo de genes relativos a
remodelagem dendritica (Baumgartel et al., 2009; James et al., 2006), podemos
pensar que os efeitos imediatos observados neste trabalho nos animais pos-estresse
agudo podem estar implicados no mecanismo de adaptacédo tardia do organismo a
esse mesmo estresse.

Além de responder a despolarizacdo da membrana celular, eventualmente via
influxo de Ca'", é importante destacar que Egr-1 responde a outros mediadores
intracelulares, como ERK e CREB, muito provavelmente devido a presenca da

sequéncia de ligagdo CRE em sua regido promotora. Considerando esse fato e
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retomando nossos resultados, notamos que os animais CS apresentam reducao da
sinalizacdo de CREB e ERK no BLA, tal como os animais enriquecidos e, mesmo
assim, apresentam um indicativo de aumento de expressédo de Egr-1. No entanto,
um aspecto central e que pode explicar as diferencas comportamentais e na
expressdo de Egr-1 em relagdo aos animais enriguecidos € o aumento da
sinalizacdo nuclear de GR apresentado apenas no BLA de animais CS. Em trabalho
bastante elegante, Revest et al. (2005) mostraram uma intricada relacdo entre a
sinalizacdo de GR e a via da MAPK (especificamente atividade de ERK), culminando
na expressao de Egr-1. Os autores mostraram que o tratamento agudo de linhagens
celulares derivadas de hipéfise (AtT20) com CORT gera um aumento da expressao
de Egr-1 concomitante ao aumento de translocacdo nuclear de GR (processo
ocorrido dentro de 1 h), efeito ndo dependente de atividade de ERK, pois a inibicdo
da atividade dessa proteina quinase nao afetou a transcricdo de EGR-1. Ademais, a
despeito do GR poder agir rapidamente (dentro de 1 h) no sentido de aumentar a
expressao de RAS e RAF, intermediarios a jusante de ERK na via da MAPK, ja que
esses possuem na regido promotora de seus genes o elemento responsivo ao GR
(GRES), esse processo final de aumento de atividade de ERK ocorre apenas 3 h
apés o estimulo com CORT e ndo interfere no aumento de expressdo de Egr-1
provocado pelo aumento da sinalizacéo de GR.

Esses dados estdo em acordo com os achados de Durvaci e Pare (2007), pois
apontam para um provavel aumento de atividade celular, medido através da
expressdo de Egr-1, em decorréncia da sinalizagdo de CORT via translocagéo
nuclear de GR. Além disso, mostram que esse processo independe da atividade de
ERK. Em conjunto, esses dados sugerem que as alteracdes na atividade de ERK e
CREB verificadas nos animais CS podem ser um efeito secundario e nao influente
sobre o comportamento do tipo ansioso, uma vez que agudamente (dentro de um
periodo de 1 h), GR pode gerar aumento do transcrito Egr-1, independentemente da
atividade de ERK. Por outro lado, uma reducgéo crénica de atividade de CREB, via
ERK, tal como apresentam os animais enriquecidos, poderia resultar em reducéo da
excitabilidade dos neurbnios do BLA (Jancic et al., 2009; ver Gruart et al., 2012),
verificada, em nosso caso, através de reducdo da expressdao de Egr-1. Nao
obstante, a reducéo da atividade de ERK concomitante ao aumento de sinalizagao

de GR, vista nos animais CS, tem suporte factual na medida em que Wu et al. (2005)
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mostraram, em trabalho realizado com cultura de células mamérias, que o aumento
da sinalizacdo de GR promove a rapida indug¢do (em 30 minutos) do mRNA de
MAPK fosfatase-1 (mkp-1), cujo produto proteico (MKP-1) é capaz de promover a
desfosforilacdo, e portanto desativacdo, de diversas vias da MAPK, notadamente
ERK. Complementarmente, Munhoz et al. (2010) verificaram que 0 aumento
prolongado dos niveis séricos CORT em ratos promove aumento da expressdo de
MRNA de mkp-1 no hipocampo e no cortex frontal.

Diante desse cenario, compreender de que forma o EA interfere na sinalizacéo
de GR nas células do BLA pode configurar uma estratégia interessante para o
entendimento de como ocorre o desdobramento em uma resposta apreensiva diante
um estimulo estressor. Voltando-nos para nossos resultados, um importante passo
nesse sentido seria desvendar como o EA influencia na dindmica de atividade do GR
a ponto de torna-lo menos responsivo a CORT, pelo menos no que diz respeito a
sua translocacédo nuclear, tal como vemos comparando os animais CS e ES.
Pontualmente, ao analisarmos nossos resultados acerca da expressao do receptor
de BDNF (TrKB) no BLA, notamos a possibilidade de uma interessante correlacao
destes com o aumento da translocagdo nuclear de GR ocorrida apenas nos animais
CS, porém ndo nos animais ES, e com a reducdo crbnica de sinalizacdo de
ERK/CREB ocorrida nos animais enriquecidos. De acordo com nossos resultados, o
EA gerou um aumento da expressao de TrKB, notadamente nos animais ES, porém
nao nos animais controle, independente de terem sido estressados ou ndo. Com
relacdo a esse fato, trabalhos anteriores desenvolvidos em cultura priméaria de
neurdnios corticais de ratos mostraram a existéncia de uma inter-relagcdo entre a
sinalizacao de GR e a sinalizacdo de TrKB, inclusive mediante interacéo direta entre
as duas proteinas, de tal forma que o aumento de expressdo de um dos receptores,
no caso GR, gera aumento de interacdo com o segundo (Numakaua et al., 2008).
Adicionalmente, Kumamaru et al. (2011) mostraram, no mesmo modelo
experimental, que o aumento de sinalizacdo de GR via ligagdo a um agonista
seletivo gera uma reducgdo da interacdo de TrKB com uma proteina acessoria chave
para o processo de ativacdo de ERK, a saber, Shp2. O conjunto dessas informacodes
nos sugere que, embora ndo tenha sido mostrado na literatura, o0 aumento da
expressao de TrKB pode ser um importante mecanismo de controle da sinalizagao

de GR, devido a interacdo entre ambos, de tal forma a permitir explicar o fato dos
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animais ES nao apresentarem aumento de translocagcdo nuclear de GR no BLA,
mesmo apresentando altos niveis séricos de CORT. Da mesma forma, a reducgéo
cronica da sinalizacdo de ERK/CREB verificada nesses animais enriquecidos
poderia ser devido ao aumento da interacdo entre TrKB e GR, ndo sO devido ao
aumento da expressdo de TrKB e consequente recrutamento de GR, mas também
por conta de evidéncias que apontam que o EA promove, cronicamente, moderado
aumento basal de sinalizacdo de GR (de Jong et al., 2000; Moncek et al., 2004), o
que poderia influenciar na interacdo entre TrKB e Shp2, como visto acima,
promovendo uma reducdo na fosforilacdo de ERK e consequente reducdo da
atividade de CREB.
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5 CONCLUSOES

No presente trabalho, nés verificamos que o estresse agudo por contencao de
1 h foi capaz de induzir imediatamente um comportamento do tipo ansioso em ratos
criados em condi¢cfes padrao, porém ndo nos que viveram em ambiente enriquecido.
O EA, portanto, mostrou influenciar o curso da resposta do tipo ansiosa
desencadeada imediatamente ap0s o0 estresse agudo. Nosso corpo de resultados
indica que esse efeito protetor exercido pelo EA né&o se deve a uma eventual
modulagdo sobre o eixo HPA, na media em que o0s animais estressados,
independente se enriquecidos ou ndo, apresentaram niveis séricos de CORT
semelhantes apds o estresse e durante o teste de ansiedade. Por outro lado,
verificamos que o estresse agudo promove aumento da atividade nuclear de GR no
BLA dos animais, efeito néo verificado quando estes foram submetidos ao ambiente
enriquecido, sugerindo que o EA promove a modulacdo da atividade desse receptor
na vigéncia de estimulo estressor. Além disso, verificamos, ha mesma estrutura
encefalica, que o EA promove reducéo crbénica da atividade das proteinas ERK-1/2 e
do fator de transcricdo CREB, efeito que também ¢é verificado agudamente ap6s o
estimulo estressor. As diferencas entre alteracdes de curta e longa duracdo na
expressao dessas proteinas, além da modulacédo sobre a atividade de GR, sugerem
gue o EA exerce um efeito final alterando a responsividade dos neurénios do BLA a
um dado estimulo estressor, eventualmente culminando em seu papel protetor na
ansiedade. Preliminarmente, e em acordo com essa hipétese, verificamos maior
expressdo da proteina Egr-1 no BLA de animais controles estressados quando
comparados aos animais enriquecidos estressados, indicando ndo s6 aumento da
atividade neuronal na regidao em decorréncia do estresse, como também o inicio de
um processo plastico adaptativo promovido pelo estresse e que pode estar
relacionado ao comportamento ansioso manifestado tardiamente. Finalmente,
notamos que o EA promove, notadamente nos animais estressados, aumento da
expressdo do receptor TrKB, sugerindo um processo plastico que pode estar
implicado na cinética de atividade nuclear do receptor GR.
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