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RESUMO

O estresse social € um importante fator na génese de
transtornos psiquiatricos. Entre os diversos modelos disponiveis
para o estudo do estresse social, a derrota social € o mais
proeminente. Estes modelos se baseiam no comportamento
territorialista e na hierarquia social caracteristica de roedores
machos. O objetivo deste trabalho foi caracterizar a ativagdo do eixo
hipotalamo-pituitaria-adrenal (HPA) ao longo do tempo, no protocolo
de derrota social utilizado e investigar a resiliéncia e a
vulnerabilidade a esse estressor e as alterac6es neurobioldgicas
subjascentes a estes fenétipos. Para tal, nés utilizamos um modelo
de derrota social em camundongos onde machos da linhagem
C57BL/6 sdo expostos a um residente da linhagem Swiss por trés
horas em trés dias consecutivos. Dentro dessas trés horas,
residente e intruso foram deixados em contato direto por dois
minutos ou 10 ataques, 0 que ocorresse primeiro. A principal medida
comportamental utilizada foi a exploracdo da area da barreira no
teste de particdo realizado no quarto dia.

Para a padronizac@o da ativagdo do eixo HPA e secrecéo de
mediadores proé-inflamatérias, grupos independentes de animais
foram submetidos a uma, duas ou trés sessBes de derrota social.
Onde, observamos que o estresse causado pela derrota social levou
a uma ativacao inicial do eixo HPA, inibindo a expressdo de TNF-a
em um mecanismo provavelmente dependente do receptor
mineralocorticoide. Porém, com a repeti¢cdo do protocolo por dois ou
trés dias h& evidéncia da modulacdo negativa da atividade do eixo
em um mecanismo dependente dos receptores glicocorticoides.

Observamos que durante o ataque fisico as estratégias
comportamentais mais frequentemente adotadas pelos intrusos
frente ao ataque fisico foram a postura de submisséo e a tentativa
de fuga. Porém, quando analisadas separadamente as popula¢cbes
resilientes e vulneraveis diferem quanto a estratégia com o0s
vulneraveis exibindo imobilidade durante o ataque fisico. Essa
separacao foi feita de acordo com o comportamento dos animais no
teste de particdo. Na investigacdo dos mecanismos subjacentes as
diferencas comportamentais encontradas, observamos que a
transcricdo aumentada do gene Fkbp5 no hipocampo, esta
associada a resiliéncia devido a um mecanismo de retroalimentagéo
negativa do eixo HPA eficiente. Por outro lado, o excesso de
substancia P no hipocampo promove vulnerabilidade a derrota social
por uma via independente do receptor NKu.



Com este trabalho evidenciamos o potencial do modelo de
derrota social repetido por trés dias no estudo das consequéncias
neurobiolégicas, endécrinas e comportamentais do estresse social.
Também demonstramos, pela primeira vez, nesse modelo, a
influéncia da variacdo individual, dentro da mesma linhagem,
levando a fendtipos resilientes e vulneraveis, associados a
marcadores biol6gicos.

Palavras-chave: derrota social; camundongos; eixo HPA;
resiliéncia; vulnerabilidade.



ABSTRACT

Social stress is an important factor in the onset of psychiatric
disorders. Among the animal models to study the social stress, social
defeat is the most prominent. The social defeat models are based in
the territorial behavior and social hierarchy of male rodents. The aim
of this thesis was to caracterize the hypothalamus-pituitary-adrenal
(HPA) axis throughout the defeat protocol and investigate the
underlying neurobiological alterations in resilience and vulnerability
to social stress. We have been using a short social defeat model that
consists in allocating male mice from the C57BL/6 strain into the
home cage of Swiss mice for 3h during 3 consecutive days. In each
session, at a random hour, both mice are in direct contact for 2 min
or 10 attacks, whichever came first. The main behavioral measure is
the partition zone exploration in the partition test (on the 4th day).

To understand the temporal activation of the HPA axis the pro-
inflammatory mediator secretion through the protocol, independent
animal groups were exposed to one, two or three social defeat
sessions. Initially, the social defeat lead to an activation of HPA axis
and an inhibition of pro-inflammatory cytokines (TNF-a) release in
the hippocampus, probably due to mineralocorticoid receptor
activation. With the repetition of the protocol for two and three days
there is evidence of effective negative feedback control through
glucocorticoid receptors.

We have observed that the most frequently adopted
behavioral strategy when facing the attack were submission posture
and escape attempt. When the resilient and vulnerable
subpopulations were compared it could be noted that they adopted
different strategies, where only the vulnerable group exhibit
immobility when facing the attack. This separation was done
accordingly with their behavior in the partition test. Through the
investigation of the subjacent mechanism in the hippocampus we
found that the increase transcription of Fkbp5 is associated with
resilience due to the efficient negative feedback control of the HPA
axis. On the other hand, higher concentration of the neuropeptide
substance P in the hippocampus leads to vulnerability in a
mechanism independent of its main receptor, the NKi receptor.

Therefore, we emphasize the importance of this three days
social defeat protocol to study the neurobiology, endocrinology and
behavioral aspects of resilience and vulnerability to social stress. We
have demonstrated for the first time in this protocol the influence of
individual variation associated with biological markers, within the
same strain, leading to resilient and vulnerable phenotypes.



Keywords: social defeat; mice; HPA axis; resilience; vulnerability.
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Preficio

Esta tese é fruto de quatro anos de doutorado e apresenta
etapas distintas que vao desde a padronizacdo do protocolo de
derrota social utilizado até a proposicdo de um modelo para o
estudo de endofenotipos do transtorno de estresse pés-traumatico,
passando pela caracterizagdo de fatores de resiliéncia e
vulnerabilidade ao estresse social.

A introducdo salienta a importancia em se estudar o estresse
social, revisando desde o histérico da neurobiologia do estresse até
0s modelos animais utilizados na pesquisa cientifica. Neste capitulo
abordamos o trabalho de cientistas proeminentes no estudo da
resposta fisiolégica ao estresse como Walter Cannon, Hans Selye,
Bruce McEwen, Natalia Kudryavtseva, Robert Sapolsky, Ron de
Kloet, Marian Joéls, Eric Nestler, entre outros.

Além disso, revisamos o conhecimento atual sobre ativagao
do eixo HPA em resposta ao estresse psicolégico e o recrutamento
de mediadores pré-inflamatérios em resposta ao estresse social. Na
primeira etapa apresentamos a continuacdo da padroniza¢do do
protocolo de derrota social iniciado na tese da Evelyn Santos, onde
avaliamos a ativacdo do eixo hipotadlamo-pituitaria-adrenal e o
recrutamento de mediadores pré-inflamatérios ao longo do protocolo
utilizado.

Na segunda etapa, que também é o cerne desta tese,
passamos a dualidade da resposta comportamental ao estresse que
é representada nos conceitos de vulnerabilidade e resiliéncia. A
partir da distincdo comportamental fizemos a busca de marcadores
moleculares que  estivessem  correlacionados a  estes
comportamentos e que possibilitassem uma intervencao
farmacoldgica.

Ademais, no apéndice, estdo apresentados os resultados do
meu estagio doutoral (“sanduiche”) na Universidade Paris
Descartes, onde propomos um modelo para o endofenétipo
‘sintomas intrusivos’ do transtorno de estresse poés-traumatico,
através da combinagdo do estresse social com um traumatismo
cranio encefalico (TCE) leve. Nele abordamos a neurobiologia do
TCE e sua implicagdo na vulnerabilidade a transtornos psiquiatricos,
além de discutir as caracteristicas dos diferentes modelos animais
de TCE.
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Introdugio

Atualmente a definicdo mais ampla e aceita para o termo
estresse € a de Seymour Levine que, em traducao livre, afirma: o
estresse é uma composicao, um construto multidimensional, no qual
trés componentes interagem: (i) o estimulo, quando o estressor é
percebido e avaliado; (i) o processamento da informacgéo
estressante; e (iii) a resposta ao estresse propriamente dita. Os trés
componentes interagem via um complexo sistema de
retroalimentacdo negativa e positiva, que é autorregulado com o
objetivo de reestabelecer a homeostase através de adaptacbes
fisiologicas e comportamentais (Levine, 2005). Este conceito é fruto
da evolugdo do conhecimento acerca da resposta fisiol6gica e
comportamental ao estresse, que teve inicio nas décadas de 1920 e
1930.

Em seu livro ‘The stress of life’, Hans Selye narra de maneira
autobiogréfica os eventos que levaram a publicagdo de seu primeiro
artigo, em 1936 (A syndrome produced by diverse nocuous agents).
Neste, ele descreve a triade de efeitos provocados, em ratos, pela
injecdo sistémica de diversos extratos teciduais e revisa todo o
conhecimento gerado em quatro décadas de pesquisa. Baseado em
seus achados iniciais, Selye descreve a Sindrome de Adaptacéo
Geral (SAG), desenvolvida a partir dos principios de internal milieu e
homeostase, descritos por Claude Bernard (1865) e Walter Cannon
(1929), respectivamente. Ele justifica a escolha dos termos estresse
e estressores para caracterizar os diversos agentes nocivos e a
resposta fisiolégica a eles. Cannon (1929), por sua vez, havia
descrito a resposta de ‘luta ou fuga’ e a ativagao do sistema nervoso
autbnomo frente a estressores, sendo que ele e Selye séo
considerados os pais da neurobiologia do estresse (Sapolsky, 2004).

Nos trabalhos iniciais de Selye a triade de sinais em resposta
ao estresse era composta por um aumento das glandulas adrenais,
a involucdo do timo e linfonodos e a presenca de Ulceras gastricas
(Selye, 1936). Em seus estudos posteriores, ele observou que
durante a reacdo de alarme, a medula da glandula adrenal secreta
granulos contendo horménios. No entanto, esta resposta cessa
durante a fase de adaptacdo (Selye, 1950). Esta pode ser
considerada a primeira descricdo do que hoje conhecemos como
ativacdo e mecanismo de retroalimentacdo negativa do eixo
hipotalamo-pituitaria-adrenal (HPA) em resposta ao estresse, que
sera revisado a seguir.
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Apesar de a teoria de Selye sobre a resposta fisiolégica ao
estresse ter sido o fio condutor deste campo, em dois pontos,
podemos afirmar que sua interpretacao inicial estava equivocada. O
primeiro ponto é a presuncao de que com a continuacdo do estresse
todos os organismos entrariam na fase de exaustdo, devido a uma
deplecdo dos mecanismos de defesa. Na verdade, uma resposta de
estresse prolongada pode ser mais custosa ao organismo que o
proprio estressor; portanto, existem alguns mecanismos de controle
desta resposta, chamada de resposta adaptativa ao estresse.

O segundo ponto de equivoco da SAG é a afirmacdo de que
0S mecanismos de resposta ao estresse sS40 0S mMesMos,
independentemente da natureza do estressor. Na verdade,
estressores diferentes podem produzir respostas distintas, devido a
diferencas na intensidade e no tempo de ativacdo dos sistemas
efetores de resposta ao estresse (Romero; Sapolsky, 1996). Além
disso, a importancia de um mesmo estressor varia para diferentes
espécies e entre 0os sexos de uma mesma espécie (Blanchard;
McKittrick; Blanchard, 2001). Por exemplo, as diferencas entre
machos e fémeas sdo atribuidas a fatores génicos (cromossomos
sexuais XX vs. XY), hormonais (estrogénio vs. testosterona) e
diferengas comportamentais inatas (fémeas de roedores sdo menos
agressivas que machos, por exemplo) (Taylor et al., 2000; Deak et
al., 2015).

MODULACAO DO EIXO HPA EM RESPOSTA AO ESTRESSE

A resposta fisiologica ao estresse envolve a ativagdo do eixo
hipotalamo-pituitaria-adrenal (HPA) e do sistema nervoso auténomo
simpatico (SNAS). A ativacdo desses dois sistemas envolve a
participagdo de trés classes de mediadores: monoaminas,
neuropeptideos e corticosteroides (de Kloet; Joéls; Holsboer, 2005;
Ulrich-Lai; Herman, 2009). Os principais efeitos das monoaminas e
dos peptideos sdo efeitos sinpticos rapidos, enquanto os efeitos
dos corticosteroides sao efeitos gendmicos tardios. No entanto, os
corticosteroides podem ter efeitos rapidos quando atuam nos
receptores mineralocorticoides (MRs) localizados na membrana
celular, enquanto peptideos e monoaminas podem ter efeitos tardios
através da regulacao de fatores de transcricdo, que podem levar a
alteracdes gendmicas sustentadas (Joéls; Baram, 2009).

O eixo HPA, representado na figura 1, é composto pelo
nacleo paraventricular (PVN) do hipotalamo, cujos neurdnios
secretam o0 hormoénio liberador de corticotropina (CRH) e a
vasopressina (AVP) na circulacdo portal, via eminéncia média. Estes
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atuam sobre a glandula hipéfise anterior (ou pituitaria) que, por sua
vez, libera a corticotropina (também conhecido como hormdnio
adrenocorticotropico - ACTH, do inglés adrenocorticotropic hormone)
na corrente sanguinea. A ACTH estimula a sintese e liberacdo de
glicocorticoides (cortisol/corticosterona) e dehidroepiandrosterona
(DHEA) pelo cortex da glandula adrenal (revisado em Reul et al.,
2015). O cortisol e a corticosterona (em seres humanos e roedores,
respectivamente) regulam o eixo HPA atuando em estruturas do
sistema limbico (hipocampo, amigdala e coértex pré-frontal) e,
também, através de um mecanismo de retroalimentagéo negativa no
proprio eixo (de Kloet; Joéls; Holsboer, 2005). J& o DHEA, que é um
precursor de esteroides anabdlicos, pode inibir os efeitos do cortisol,
ou exercer atividade antioxidante e anti-inflamatéria. A glandula
adrenal de roedores, porém, ndo produz DHEA (Baulieu; Robel,
1998; Nilsson et al., 2015).

Um segundo eixo conhecido como hipotalamo-pituitaria-
gonodal (HPG) apresenta interagfes reciprocas com o eixo HPA.
Essas interacdes incluem a inibicdo do comportamento reprodutivo
em resposta ao estresse e também a acdo de estrégenos e
andrégenos sobre a producdo de CRH, AVP, ACTH e consequente
liberacdo de glicocorticoides (Viau, 2002). De particular interesse
para os modelos de estresse social é a interacdo da testosterona,
principal hormdnio sexual masculino, com o eixo HPA e sua relacdo
com o status social em uma hierarquia. Os niveis de testosterona
sdo reduzidos em animais subordinados, o que pode resultar em
uma menor inibicdo do eixo HPA, através da inibi¢cdo da liberacéo de
AVP pelo hipotalamo. Consequentemente, pode-se levar a uma
maior liberagcdo de ACTH e de corticosterona (Martinez; Calvo-
Torrent; Pico-Alfonso, 1998; Viau, 2002).

1. Glicocorticoides

A secrecéo de glicocorticoides obedece ao ritmo circadiano,
apresentando um pico de secrecdo no inicio da fase ativa, que é
ultrapassado na resposta ao estresse (de Kloet; Joéls; Holsboer,
2005). Esse ritmo circadiano é observado também em suas acdes
no encéfalo, especialmente no hipocampo, e ao contrario das
monoaminas e dos peptideos, que atuam no encéfalo de uma
maneira estrutura-especifica, os glicocorticoides atuam em todos os
tipos celulares (Joéls; Baram, 2009).

Os glicocorticoides sao transportados no sangue ligados a
globulina ligadora de glicocorticoides (CBG, do inglés corticosteroid-
binding globulin). Eles atuam em todo o organismo causando uma
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mobilizacdo metabdlica, através da reducao da captacéo e utilizacédo
da glicose, da gliconeogénese, do aumento do catabolismo proteico
e favorecendo a lipdlise. Eles ainda podem atuar no balanco dos
ions célcio, no sistema cardiovascular, no crescimento esquelético e
na reprodugdo (figura 1). Além disso, possuem efeitos
imunossupressores e anti-inflamatérios (Sapolsky; Romero; Munck,
2000).

Ainda, os glicocorticoides atuam na regulacdo da ativacao do
eixo HPA, através do mecanismo de retroalimentagdo negativa, e
também na cogni¢é@o e na plasticidade sinaptica. Eles aumentam a
consolidagdo de memdrias, mas diminuem a evocacgdo e a memoria
de trabalho (Castro-Vale et al., 2016). Além disso, o estresse crbnico
e niveis constantemente elevados de corticosteroides levam a um
prejuizo cognitivo (de Kloet; Oitzl; Joéls, 1999).

2. Receptores de glicocorticoides

Em 1968, Bruce McEwen descreveu 0s receptores para
glicocorticoides e, em 1985, Ron De Kloet e Hans Reul descreveram
a afinidade dos glicocorticoides por estes receptores, que na época
eram conhecidos como glicocorticoide | e Il. Posteriormente, eles
foram renomeados como receptores mineralocorticoide (MR) e
glicocorticoide (GR), respectivamente.

Ambos o0s receptores pertencem a superfamilia dos
receptores esterdides e a familia dos fatores de transcri¢cao ativados
por ligante (Gomez-Sanchez; Gomes-Sanchez, 2014). O GR tem
baixa afinidade pelos glicocorticoides. Este receptor é expresso em
todo o encéfalo, sendo as é&reas de maior concentracdo o
hipocampo, o neocértex, o PVN e o nulcleo supraéptico (Reul et al.,
2015). Ja o MR apresenta alta afinidade pelos glicocorticoides. O
MR é altamente expresso nas sub-regides hipocampais, CA2, CAl e
giro denteado, no septo lateral e no nucleo central da amigdala
(Reul et al., 2015).

Essa diferenca na afinidade dos glicocorticoides por seus
receptores implica que, em niveis basais, 0s glicocorticoides
ocupam preferencialmente os MRs, enquanto os GRs estéo livres.
Porém, no pico de secrecgdo circadiano e com a ativagdo do eixo
HPA pelo estresse, ambos os receptores estdo altamente ocupados
(Reul; de Kloet, 1985), sugerindo que eles apresentam func¢fes
contrastantes na resposta ao estresse. Quando expressos nas
mesmas células, MR e GR interagem no nivel molecular e funcional,
podendo atuar em sinergia, ou oposi¢cdo (Gomez-Sanchez; Gomes-
Sanchez, 2014).
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As principais estruturas encefalicas envolvidas no controle da
ativacdo do eixo HPA sdo as pertencentes ao sistema limbico.
Sendo o hipocampo a principal estrutura encefélica para se discutir
os efeitos da ativacao dos receptores GR e MR, ja que projecdes
GABAérgicas originadas no hipocampo exercem uma inibicao ténica
dos neurbnios do PVN. Enquanto a ativacdo do GR regula o
mecanismo de retroalimentacdo negativa exercido pelos
glicocorticoides, a ativagdo do MR é responsavel pela inibicéo tonica
basal do eixo HPA (Reul et al., 2015). Essa resposta bifasica do
hipocampo aos glicocorticoides est4 presente na estimulacdo da
potenciagdo de longo prazo (LTP, do inglés long term potentiation) e
na alteragéo paralela da memoria (Joéls, 2006).

Consequentemente, o hipocampo destaca-se por seu papel
central em memédrias declarativas e no processamento contextual.
Por isso, sugere-se que modulacdes desta estrutura podem
contribuir para a resiliéncia aos transtornos psiquiatricos (Bremner et
al., 2007). H& evidéncias de que um volume hipocampal reduzido
estaria associado com um prejuizo na regulacdo neuroenddcrina
(Gilbertson et al., 2002) e isso estaria associado a uma maior
vulnerabilidade ao estresse. Confirmando este achado, estudos de
imagem apontam que o hipocampo tem um maior volume de matéria
cinzenta em individuos resilientes, quando comparados a pacientes
com TEPT e depresséo (Shin; Liberzon, 2010; van der Werff et al.,
2013).

- Receptores glicocorticoides (GR)

O GR é composto por trés subunidades: uma N-terminal que
€ responsavel pelo recrutamento da maquinaria transcripcional; a
intermediéria que € a regido de ligagcdo ao DNA composta por dois
dedos de zinco que se ligam aos elementos responsivos a
glicocorticoides (GREs, do inglés glucocorticoid-responsive
elements) e também sao implicados na translocacao do receptor do
citoplasma para o nucleo e na formacgdo de dimeros; e a regido C-
terminal que é a regido de ligacdo, mas que também possui um
dominio de ativagdo para comoduladores (Cruz-Topete; Cidlowski,
2015).

Na auséncia de ligantes, o GR é sequestrado no citoplasma
em um complexo multiproteico, que contém imunofilinas (FKBP4 e
FKBP5) e chaperonas (Hsp90 e 70 - heat shock protein 90 e 70 — e
a proteina p23), e é inativo transcripcionalmente, porém com alta
afinidade pelos glicocorticoides. Na presenca de um ligante ocorre
uma alteracdo conformacional o GR se desliga deste complexo e é
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translocado para o nudcleo. La ele exerce sua funcdo como um
regulador génico, seja através da ligacdo direta a sequéncias
especificas de DNA em mecanismos de transativacdo
(GGAACANNNTGTTCT) e transrepresséao (CTCC(n)0-2GGAGA). Ou
ainda, através da associacdo a um fator de transcricdo, ou da
ligacdo direta do receptor a subunidades dos fatores de transcricao
(Oakley; Cidlowski, 2013). Contudo, os GRs também exercem
efeitos ndo-gendmicos rapidos, através da interacdo com cinases.
Por fim, eles ainda podem sem ativados de uma maneira
independente de ligante (Ayroldi et al., 2012; Scheschowitsch; Leite;
Assreuy, 2017).

-Receptores mineralocorticoides (MR)

Além dos glicocorticoides a aldosterona também é um ligante
endogeno do MR e a progesterona um antagonista competitivo
deste receptor (Gomez-Sanchez; Gomez-Sanchez, 2014). Em
tecidos onde ha alta concentracdo de mineralocorticoides (epitélio
renal, por exemplo) a enzima 11-hydroxiesteroide dehidrogenase
tipo 2 (11-HSD2) é coexpressa com o MR. Essa enzima converte 0s
glicocorticoides a metabdlitos que ndo tem afinidade pelo MR
garantindo a ligacéo preferencial dos mineralocorticoides, como a
aldosterona (Rogerson; Brennan; Fuller, 2004). Em células onde néo
ha a 11-HSD2 e devido a sua alta afinidade pelos glicocorticoides,
0s MRs estdo ocupados durante todo o ciclo circadiano e
estabelecem o limiar para a ativacdo do eixo HPA (Heegde; de Rijk;
Vinkers, 2015).

O MR, de maneira similar ao GR, permanece ligado a um
complexo citoplasmatico de proteinas do qual se desliga na
presenca de ligantes. Esse complexo € formado por imunofilinas e
chaperonas. Ele é estruturalmente semelhante ao GR, apresentando
um dominio carboxi-terminal de ligacdo aos esteroides, um grande
dominio amino-terminal e um dominio de ligacgdo ao DNA
(Rogerson; Brennan; Fuller, 2004).

Porém, os glicocorticoides podem também facilitar a
transmissao sinaptica rapida, através da ativacdo de MRs presentes
na mebrana celular (Heegde; de Rijk; Vinkers, 2015).

ATIVACAO DO EIXO HPA E NEUROINFLAMACAO
Os glicocorticoides sao agentes anti-inflamatérios potentes e

seu efeito é atribuido a transrepressdo de genes, que codificam
mediadores  pré-inflamatérios, como citocinas, quimiocinas,
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moléculas de adesdo celular, receptores e enzimas inflamatérias,
buscando resolver a inflamacdo e reestabelecer a homeostase
(Cruz-Topete; Cidlowski, 2014).

Essa repressao é atribuida a interacao do GR, com os fatores
de transcri¢do pro-inflamatoérios AP1 (do inglés, activator protein 1) e
NF-kB (do inglés, nuclear factor kB) antagonizando sua atividade.
Porém, seus efeitos anti-inflamatérios também podem ser mediados
por vias ndo-genbmicas. Ou seja, a partir da interagcdo de
subunidades do complexo citoplasmatico do GR com cinases, como
PI3K (do inglés, phosphoinositide 3-kinase), AKT (do inglés,
serine/threonine-specific protein kinase), MAPKs (do inglés,
mitogen-activated protein kinases), JNKs (do inglés, c-Jun NH2-
terminal kinases) e p38s (p38 isoforms), levando a uma inibigdo da
atividade da fosfolipase A2 e da liberacdo de &cido araquiddnico
(Oakley; Cidlowski, 2013).

Apesar deste papel classico e bem estabelecido dos
glicocorticoides como anti-inflamatdrios, ha evidéncias de um papel
pré-inflamatdrio periférico, em resposta ao estresse agudo, e central,
em resposta ao estresse crdnico (Sorrells; Sapolsky, 2007). O
receptor GR apresenta duas isoformas principais, GRa e GRB. A
isoforma GRB é sugerida como um regulador negativo da GRa e
apresenta um papel pré-inflamatério periférico (Marino et al., 2016).
Apesar dos mecanismos associados a este efeito pro-inflamatorio
dos glicocorticoides ndo estarem totalmente elucidados, os dados
presentes na literatura os apontam como uma preparacdo do
sistema imune para responder adequadamente a um dano, que é
dependente do estado fisiolégico do sistema imune (Cruz-Topete;
Cidlowski, 2014).

O sistema imune inato no cérebro é representado pela
micréglia e, portanto, quanto ativado de forma continua tem um
papel central na resposta neuroinflamatéria associada com
patologias (Streit; Mrak; Griffin, 2004). A micréglia faz parte da
linhagem de macréfagos monociticos e é altamente regulada pelo
microambiente encefélico, respondendo rapidamente a mudancas
na arquitetura e fungcéo no parénquima que as cercam. Em resposta
a essas alteragOes elas podem liberar citocinas, proteases, espécies
reativas de oxigénio, derivados do acido araquiddnico, 6xido nitrico,
aminodcidos excitatérios e fatores neurotréficos (Kraft; Harry, 2011).
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Figura 1. Ativacdo do eixo HPA e efeitos dos glicocorticoides no
organismo. CRH: hormdnio liberador da corticotropina; ACTH:
corticotropina; AMY: amigdala; HIP: hipocampo; mPFC: cértex pré-frontal
medial; BST: bed nucleus da stria terminalis; PVN: nlcleo paraventricular do
hipotalamo; LTP: potencia¢éo de longo prazo (Adaptado de Cruz-Topete;
Cidlowski, 2014 e Solomon; Herman, 2009).
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ESTRESSE SOCIAL

Os estressores sociais fazem parte da classe de estressores
psicol6gicos, que também incluem a dor (e a antecipacdo de um
estimulo doloroso). A outra classe é a de estressores fisicos, ou
fisiolégicos, que inclui infeccbes, temperaturas extremas e
hemorragia. Entre o0s estressores de origem social, podemos
destacar a hierarquia no ambiente de trabalho, a violéncia urbana e
o bullying. Acredita-se que nas sociedades industriais modernas o
estresse social seja o estressor mais relevante (Eyer; Sterling,
1977), pois um status social baixo estd associado a condigBes
precérias de moradia e de salude basica (Blanchard; McKittrick;
Blanchard, 2001). Além disso, inUmeros trabalhos relacionam
estressores psicossociais com a incidéncia de transtornos
psiquiatricos (Kendler; Karkowski; Precott, 1999).

ALOSTASE E CARGA ALOSTATICA

A evolucdo do conceito da resposta adaptativa ao estresse
comeca na década de 1980 quando Peter Sterling e Joseph Eyer
(1988) introduziram os conceitos de alostase e carga alostatica, a
partir do estudo de estressores psicossociais. Este conceito foi
posteriormente expandido por Bruce McEwen e John Wingfield
(2003), que incluiram também a sobrecarga alostatica.

Ao contrario do conceito de homeostase, o0 modelo de
alostase mostra que os parametros fisioldgicos ndo sao constantes.
Além disso, o objetivo do estado alostatico seria antecipar os niveis
Otimos necessarios para promover uma resposta fisiologica
adequada, atingindo, assim, a estabilidade através da mudanca
(Sterling, 2004). A definicdo de McEwen (2006) postula alostase
como uma resposta biolégica que promove adaptacdo, usando
mediadores sistémicos que formam uma rede ndo linear onde cada
mediador modula outros mediadores (Karatsoreos; McEwen, 2011).

No modelo alostatico o cérebro € o 6rgao central da resposta
ao estresse, que percebe e avalia a relevancia do estressor e
determina a resposta efetora. Quando as estratégias de
enfrentamento recrutadas frente a um estressor sdo eficientes
(coping positivo) a alostase é mantida. Quando estas estratégias
ndo sdo adequadas ha a carga alostatica. E nas situagGes onde a
propria resposta ao estresse piora ou acelera a resposta mal
adaptativa (coping negativo) ocorre a sobrecarga alostatica. Ou seja,
carga e sobrecarga alostatica se referem ao desgaste dos sistemas
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biolégicos em respostas alostaticas prolongadas ou mal reguladas
(Karatsoreos; McEwen, 2011; McEwen; Gray; Nasca, 2015).

Alguns fatores relacionados ao individuo e seu ambiente
imediato sdo considerados protetores contra a carga/sobrecarga
alostética. Entre eles estdo a integracdo social, o suporte social e 0
senso de propdsito na vida (Seeman et al.,, 2002), ressaltando a
importancia dos estressores sociais nas respostas mal adaptativas
ao estresse.

RESILIENCIA E VULNERABILIDADE AO ESTRESSE
SOCIAL

A resiliéncia se caracteriza como um conjunto de tragos de
personalidade associados a flexibilidade comportamental, quando o
individuo é confrontado com situagbes estressantes (Laranjeira,
2007). Ou seja, ser resiliente ndo significa ser resistente aos efeitos
negativos do estresse, mas sim vivencia-los e demonstrar uma
facilidade de recuperacdo (Fleshner et al., 2011). Sendo assim, a
resiliéncia também ndo pode ser considerada sinbnimo de
invulnerabilidade, mas uma resposta complementar a
vulnerabilidade que leva a flexibilidade e a adaptagdo frente a
eventos adversos (Cabral; Levandowski, 2013).

A vulnerabilidade, em contraste, diz respeito a uma maior
probabilidade de se experimentar os efeitos negativos de uma
situacdo de estresse, de forma ndo adaptativa, mas que ndo implica,
necessariamente, no desenvolvimento de um transtorno psiquiatrico.
Assim, a suscetibilidade seria representada por uma maior
propensdo a desenvolver transtornos psiquiatricos relacionados ao
estresse, sendo, mais aplicavel a seres humanos (Wu et al., 2013).

A partir destas definicbes observamos que o conceito de
resiliéncia é fruto da evolucdo do estudo da alostase e de
estratégias de enfrentamento (coping). Seguindo predicbes do
fildsofo grego Hipdcrates, que postulava uma relacao entre doenca e
personalidade, trabalhos da década de 1980 descrevem que
pessoas que adotam um enfrentamento passivo (personalidade tipo
‘C’) frente a situagbes estressantes apresentam transtornos
depressivos. Ja estratégias ativas (personalidade tipo ‘A’) estdo
relacionadas a uma maior frequéncia de  alteracbes
cardiovasculares, uma maior expressdo de comportamentos
agressivos e resiliéncia a transtornos psiquiatricos (Folkman;
Lazarus, 1980; Glass, 1982; Zozulya et al., 2008).
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Koolhaas e colaboradores (1999) defendem que ndo é a
caracteristica do estimulo, mas sim sua interpretacdo que o torna
aversivo e definem coping como um esforgo comportamental e
fisiolégico para controlar a situacdo. Assim, podemos postular a
resiliéncia como o resultado da alostase, enquanto a vulnerabilidade
é decorrente da carga alostética (Pfau; Russo, 2015).

A variacao individual, em resposta a um mesmo estimulo, que
€ comum no reino animal, € vista como uma ferramenta adaptativa
que protege as espécies em flutuacdes ambientais (Koolhaas et al.,
2010). Para avaliar esta variacdo individual e seu impacto nos
modelos animais foi desenvolvido por Brain (1976), e modificado por
Vegas e colaboradores em 2006, um etograma para avaliacdo do
comportamento social de roedores. Ele agrupa os comportamentos
agonisticos em 12 classes:

v/ Ataqgue: perseguicdo, aproximagdo, morder o
oponente;
v' Ameaca: limpeza agressiva, investida lateral ou
vertical, bater o rabo;
Exploracdo n&o-social: exploragdo do ambiente fisico;
Exploracdo social: exploracdo social do oponente por
acompanhamento ou contato fisico, cheirar, limpar;
v'  Exploracdo a distancia: prestar atencdo ao oponente
de longe;
Escavacao: mover a serragem com as patas;
Cuidado corporal: autolimpeza;
Esquiva: permanecer a uma distancia segura do
oponente;
v' Submissdo: esquiva passive do ataque ao exprimir
sinais de submisséo;
v' Comportamento sexual: investigagdo ano-genital,
monta;
v" Imobilidade: permanecer em postura de
congelamento;
v" Fuga: correr quando o oponente se aproxima.

AN

AN

Essas 12 classes sao utilizadas para a andlise de cluster na
gual a estratégia dos animais é definida de acordo com a classe
predominante (em minutos na sessdo de confronto). A partir deste
cluster os animais séo divididos em categorias para a comparacao
de parametros imunes e neuroenddcrinos.

Em um modelo bidirecional de confronto social, ou seja, onde
h& animais residentes, subordinados e dominantes, e intrusos,
também subordinados e dominantes, Bartolomucci e colaboradores
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(2004) classificam os comportamentos ofensivos em ataque,
perseguicdo e grooming agressivo. Ja 0s comportamentos
subordinados sdo classificados em vocalizacdo aguda ou
‘squeaking’, postura de submissdo, fuga, imobilidade durante o
ataque ou durante a interacdo, sendo que fuga e postura de
submissdo sdo os comportamentos subordinados mais comuns
deste estudo. Os comportamentos de agressao e subordinacdo sdo
consonantes aqueles descritos no etograma de Brain e independem
do status de residente do animal, ressaltando a robustez destas
medidas etoldgicas.

A observacdo da estratégia comportamental adotada pelos
animais frente ao confronto social € importante no estudo dos efeitos
fisiolégicos e comportamentais do estresse social, pois pode se
tornar um fator de confusdo que influencia nas respostas
cardiovasculares, neuroenddcrinas e imunes (Stefanski; Engler,
1998). Animais com estratégia passiva tém uma menor ativagdo do
sistema nervoso autbnomo simpatico, do sistema imune e uma
maior ativagcao do eixo HPA. Por outro lado, a estratégia ativa esta
relacionada a uma maior ativacdo do sistema nervoso autbnomo
simpatico e menor ativagdo do eixo HPA (Zozulya et al., 2008).

Apesar da relacdo entre as estratégias de enfrentamento e a
ativacdo do eixo HPA ter sido demonstrada, a relagdo entre
resiliéncia e o eixo HPA ainda nao esta clara (Russo et al., 2012).
Contudo, os glicocorticoides, que regulam a transcricdo de diversos
genes, sdo agentes pleiotrépicos e modulam estruturas limbicas
através da modulagdo de monoaminas (de Kloet; Joéls; Holsboer,
2005), entre outros mecanismos. Isso torna 0s componentes do eixo
HPA e agentes que modulam sua acédo excelentes candidatos-alvo
na mediacdo da resiliéncia ao estresse.

Com o advento da teoria neuroinflamatéria da depressao, o
papel das citocinas pro-inflamatérias ganhou destaque na resiliéncia
ao estresse. Por exemplo, alguns estudos mostram a ligacdo entre a
ativacdo da via de transducdo formada pela cinase inibidora de
kappa e pelo fator nuclear ativador da cadeia leve kappa de céluas
B ativadas (IkK-NF-kB) e a vulnerabilidade ao estresse (Pfau;
Russo, 2015). Além disso, em resposta ao estresse e a ativagdo do
eixo HPA e do SNAS, o recrutamento de células do sistema imune e
a liberacao de citocinas pro-inflamatorias estdo diminuidos no grupo
passivo/vulneravel em relacdo ao ativo/resiliente (Stefanski, 1998;
de Miguel et al., 2011). Esta diferenca entre animais resilientes e
vulneraveis parece nao existir em um nivel basal, sem estresse, de
ativacao do sistema imune.
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Entre as substancias que controlam a atividade do eixo HPA
estdo o0s neuropeptideos, que tém sido investigados como
potenciais alvos para a farmacoterapia de transtornos relacionados
ao estresse (Kormos; Gaszner, 2013; Bali; Singh; Jaggi, 2014).
Dentre os neuropeptideos destaca-se o papel da substancia P, um
undecapeptideo (H-Arg-Pro-Lys-Pro-GIn-GIn-Phe-Phe-Gly-Leu-Met-
NH2), identificado pela primeira vez em tecidos de cavalo (Von
Euler; Gaddum, 1931). A substancia P tem papel importante em
diversos processos fisiologicos como a inflamagao, nocicepgéo,
emese, proliferagdo celular. No sistema nervoso central, ela também
esta envolvida na resposta ao estresse, no controle de emocgdes e
na dependéncia a substancias psicoativas (Steinhoff et al., 2014).
Estudos anteriores do nosso grupo mostraram a participagdo do
sistema taquicinérgico no modelo de conflito social. Uma reducao
das respostas defensivas, no teste de particdo, e da ativacédo do
eixo HPA foi encontrada apés o antagonismo por via sistémica do
receptor NKi (Santos, 2015).

MODELOS ANIMAIS DE ESTRESSE SOCIAL

Em animais de laborat6rio, 0os estressores psicossociais sao
uma ferramenta importante para o estudo etoldgico das respostas
ao estresse (Martinez; Calvo-Torrent; Pico-Alfonso, 1998; Sakai;
Tamashiro, 2005). Os principais estressores sociais em roedores
sdo a superlotacdo, o isolamento, a instabilidade social e a
subordinacdo. Enquanto a superlotacdo precisa ser extrema para
provocar alteragbes significativas, onde o fator determinante é a
area ocupada, para machos e o numero total de animais, para
fémeas. O isolamento depende da idade de inicio, da duracéo e do
sexo, pois parece ser mais estressante para fémeas do que para
machos (Brown; Grunberg, 1995). Os modelos de instabilidade
social, como o sistema visivel de toca (VBS, do inglés visible burow
system), permitem o estudo da influéncia da hierarquia social sobre
0 comportamento e fatores neuroenddcrinos de uma forma
naturalistica ao longo do tempo. Porém, sao utilizados apenas em
machos, enquanto a instabilidade social altamente estressante para
fémeas €é gerada por uma alternancia entre isolamento e
superlotacdo (Blanchard; McKittrick; Blanchard, 2001; Palanza;
Gioiosa; Parmigiani, 2001; Tamashiro; Neuyen; Sakai, 2005; Beery;
Kaufer, 2015).

A derrota social € o protocolo mais proeminente de estresse
social em roedores, pois permite 0 estudo da resposta a estressores
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tanto agudos quanto pronlogandos (Beery; Kaufer, 2015). E comum
encontrarmos na literatura resultados contrastantes para um mesmo
pardmetro devido a heterogeneidade de protocolos utilizados.
Porém, todos os protocolos apresentam caracteristicas comuns: a
auséncia de controle sobre o ambiente social, a utilizacdo
predominante de machos e a exposicdo a ataques fisicos de um
individuo coespecifico (Martinez; Calvo-Torrent; Pico-Alfonso, 1998).

Os protocolos de derrota social podem ser compostos apenas
de ataque fisico, ou da combinagdo de ataque fisico com uma fase
de ameaca de ataque. Aqueles que apresentam apenas o atague
fisico sdo geralmente utilizados em estudos agudos. A duracao
destes protocolos é determinada por um periodo pré-estabelecido
de tempo, ou pelo comportamento do agressor (numero de
ataques), ou do intruso (comportamento de submissao). Protocolos
combinados apresentam ataque fisico (obedecendo aos mesmos
parametros descritos anteriormente) e um estressor psicossocial (a
ameaca de ataque, onde intruso e agressor estdo separados por
uma barreira fisica, mas sdo mantidos em contato sensorial). A
duracdo desta segunda fase pode variar de alguns minutos a
coabitacdo por diversas semanas (Martinez; Calvo-Torrent; Pico-
Alfonso, 1998; Bartolomucci et al., 2004; Golden et al., 2011).

A utilizagdo dos diferentes protocolos de derrota social em
roedores (camundongos, ratos e cobaias, principalmente) permitiu o
entendimento da neurobiologia da resposta ao estresse social.
Através de estudos imunohistolégicos com o gene de expressao
rapida c-Fos sugeriu-se que o estresse causado pela derrota social
ativa estruturas do sistema limbico (cortex pré-frontal, o septo
lateral, os nudcleos medial e central da amigdala), estruturas
mesocefalicas (nucleos da rafe, o locus coeruleus, o ndcleo do trato
solitario e a matéria cinzenta periaguedutal) e estruturas
prosencefélicas (0 nlcleo da estria terminal e o0 ndcleo
paraventricular do hipotalamo) (Kollack-Walker; Watson; Akil, 1997;
Martinez; Phillips; Herbert, 1998; Kollack-Walker et al., 1999; Walker
et al., 2009).

Baseado nesses achados e com o advento da optogenética
foi possivel identificar os principais circuitos cerebrais implicados na
resposta a derrota social, sendo os circuitos de medo e o da
recompensa 0s mais bem estudados até o momento (Russo et al.,
2012). A via dopaminérgica mesolimbica (Krishnan et al., 2007) e a
projecdo serotonérgica do nucleo dorsal da rafe para o cortex pré-
frontal (Challis; Beck; Berton, 2014) tém sido apontadas como
moduladores chave da resiliéncia ao estresse social cronico.
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Diversos trabalhos utilizando protocolos de derrota social
buscam avaliar apenas as alteracdes neuroenddcrinas causadas
pelo estresse. Aqueles que buscam a avaliacdo comportamental
muitas vezes utilizam testes que séo utilizados costumeiramente na
triagem de substdncias com efeito ansiolitico (campo aberto e
labirinto em cruz elevado, por exemplo) e antidepressivo (testes de
anedonia e nado forgado, por exemplo). Porém, uma importante
medida dos efeitos do estresse por derrota social séo os testes de
medo e esquiva social. Enquanto um evento agudo de derrota social
leva ao medo social direcionado ao agressor, protocolos repetidos
ou crbnicos levam a generalizacdo desta resposta a qualquer
individuo coespecifico (Toth; Neumann, 2013).

O teste de particdo é um teste de esquiva social que foi
originalmente descrito por Kudryavtesva (1994). Nesse uma barreira
ou particao transparente e perfurada € posicionada, em uma caixa,
isolando um animal de cada lado da barreira. O tempo de
investigacao da &rea proxima a essa particdo € considerada a area
de interacdo social entre os animais e a exploracéo reduzida desta
area representa uma medida de esquiva social.

Hammamieh e colaboradores (2012) propuseram um modelo
de derrota social para o estudo do transtorno de estresse pds-
traumético (TEPT) que consiste de cinco ou dez dias de derrota
social por 6h em cada dia. Neste estudo, os pesquisadores
encontraram alteracbes pronunciadas no comportamento dos
intrusos (comportamento tipo-ansioso e uma reducdo na marcacao
de territdrio) e alteragBes histopatolégicas cardiacas. Além de
alterag@es fisiologicas consistentes com a ativacao repetida do eixo
hipotalamo-pituitaria-adrenal (HPA; densidade de espinhas
dendriticas reduzidas no cortex pré-frontal medial) e do sistema
nervoso autbnomo simpatico (alterac6es na contagem de células
sanguineas). Trabalhos posteriores deste grupo identificaram
fenotipos vulnerdveis e resilientes, através da utlizacdo de
diferentes linhagens de camundongos, onde a linhagem C57BL/6J
se mostrou mais vulneravel enquanto a linhagem DBA/2J se
mostrou resiliente (Chakraborty et al., 2015). Em estudos de
expressdo génica foram encontradas alteracdes na expressdo dos
genes Bdnf, Ngf, Zwint, Cckbr, Slc6a4 e Fkbp5, no hemisfério
esquerdo do cérebro, que em humanos sao relacionados ao TEPT
(Chakraborty et al., 2015). Ainda, através da analise gendmica em
estruturas do sistema limbico foram demonstradas alteracdes na
expressdo de genes envolvidos na mediagdo de respostas de medo
e sinalizacdo neuronal, onde as alterac6es na amigdala sdo mais
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evidentes apds o estressor enquanto no hipocampo e coértex pré-
frontal medial as altera¢6es séo tardias (Muhie et al., 2015).

Baseado no modelo proposto por Hammamieh e
colaboradores (2012), e nos achados posteriores do mesmo grupo,
um protocolo de trés dias derrota social, utilizando camundongos
machos da linhagem C57BL/6 como intrusos, foi estabelecido em
nosso laboratério (Laboratério de Neurofarmacologia, CCB, UFSC -
Santos, 2015). Para tal, foram testadas sessfes de uma, trés ou
seis horas diérias de derrota social com o teste de particdo um, sete
ou 30 dias apds a terceira sessdo. As sessbes de treino com
duracdo de trés horas e avaliagcdo comportamental 24 h apdés,
promoveram respostas comportamentais defensivas mais robustas,
caracterizadas por uma reducdo do tempo de aproximacdo na
barreira e um aumento do comportamento de avaliagdo de risco.
Portanto, este protocolo foi o escolhido para a avaliagdo bioquimica
e molecular. Os resultados sugerem ainda que ha a liberacdo de
substancia P em decorréncia do estresse social e que esta liberagdo
induz degeneracdo neuronal, provavelmente por ativacdo de vias
neuroinflamatérias especificas. J& que ocorre uma maior expressao
de astrécitos e microglia nas mesmas regides do hipocampo em que
h& evidéncia de sofrimento celular e prejuizo da neurogénese.
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De uma maneira geral, nosso trabalho procurou avaliar se o
envolvimento diferencial do eixo HPA e, consequente ativacao de
citocinas pré-inflamatérias, geram animais resilientes e vulneraveis
ao estresse social.

HIPOTESES

Assim, na primeira etapa do trabalho nossa hipétese foi que a
ativacdo do eixo HPA e a secre¢do de citocinas pro-inflamatorias,
causadas pelo estresse social, obedecem a um padrédo temporal.

Na segunda etapa do trabalho, nossas hip6teses foram: a
derrota social e o antagonismo sistémico do receptor NK1 geram
animais resilientes e vulneraveis; e estes fenoétipos estédo associados
a alteracdes neurobiolégicas.

OBJETIVO GERAL

Na primeira etapa do trabalho, nosso objetivo foi investigar o
padrdo temporal da ativacéo do eixo HPA em grupos independentes
de animais submetidos a uma, duas ou trés sessbes de derrota
social.

Na segunda etapa do trabalho, o objetivo geral foi identificar
subpopulagBes vulneraveis e resilientes ao protocolo de derrota
social no teste de particao.

OBJETIVOS ESPECIFICOS
v Avaliar as concentracdes de corticosterona no

plasma e no hipocampo apés uma, duas ou trés sessdes de
derrota social;

4 Avaliar a concentracdo de ACTH no soro apés uma,
duas ou trés sess@es de derrota social;
4 Avaliar a translocacéo do receptor GR do citoplasma

para o nucleo no hipocampo dos camundongos ap6s uma,
duas ou trés sessfes de derrota social;

v Avaliar a expressdo proporcional nuclear dos
receptores GR e MR no hipocampo dos camundongos apos
uma, duas ou trés sessdes de derrota social;

v Avaliar a concentragdo das citocinas pro-
inflamatérias IL-1B e TNF-a no hipocampo apés uma, duas ou
trés sessdes de derrota social;
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v Avaliar a expressdo de micrdglia (Ibal) em fatias de
hipocampo dorsal apés uma, duas ou trés sessdes de derrota
social.

v Avaliar a estratégia comportamental adotada pelos
intrusos durante o ataque fisico;
v Identificar subpopulacdes resiliente e vulneraveis no

teste de particdo e quantificar os niveis de corticosterona
plasmatica nessas subpopulacgées;

v Investigar a expressdo dos genes Fkbp5, Tacl e
Tacrl no hipocampo dos grupos resiliente e vulneravel,
v Tratar 0s intrusos, por via sistémica, com um

antagonista do receptor NK1 antes das sessfes de derrota
social e investigar seu potencial em torna-los mais vulneraveis
ou resilientes a derrota social.
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Material e métodos

1. Animais

Foram utilizados camundongos adultos machos das linhagens
Swiss (4 a 7 meses de idade) e C57BL/6 (10 a 14 semanas de
idade). Os animais da linhagem Swiss foram alojados
individualmente a partir dos trés meses de idade, e por toda a
duracdo dos experimentos. J4 os camundongos da linhagem
C57BL/6 foram alojados agrupados (3 a 5 animais por gaiola - 27 x
16 x 13 cm) até uma semana antes do inicio do protocolo, quando
foram alojados isoladamente.

Os camundongos da linhagem Swiss eram provenientes do
Biotério Central da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC),
enquanto os da linhagem C57BL/6 eram provenientes de nossa
colénia, que é derivada daquela da Universidade do Vale do Itajai
(Univali). As caixas moradias foram forradas com maravalha de
Pinus sp. e a higienizacao foi realizada uma vez por semana. Todos
0s animais tiveram acesso a agua filtrada e racdo (Biobase
alimentacé@o animal, Bio-Tec, Brasil) ad libitum e foram mantidos em
um ciclo de claro-escuro de 12-12h com luzes acesas as 7h. Os
animais foram mantidos em estantes ventiladas (Alesco®),
separados de acordo com a linhagem, em uma sala mantida a
22+2°C. Todos os experimentos foram realizados durante a fase
clara do ciclo, entre 13h e 17h.

2. Consideracdes éticas

Todos os experimentos foram conduzidos de acordo com o0s
padrdes internacionais de bem-estar dos animais recomendados
pela Sociedade Brasileira de Neurociéncia e Comportamento
(SBNeC) e pela Society for Neuroscience (SfN) e obedecendo a lei
nacional n® 11.794. Foram utilizadas amostras de tamanho minimo e
adequado para as analises estatisticas e extraindo-se o maximo de
informacdes relevantes em cada protocolo experimental, todos
esses aprovados pela Comiss&o de Etica no Uso de Animal (CEUA)
da Universidade Federal de Santa Catarina (protocolo de pesquisa
798 — Anexo ).

3. Derrota Social



44

Os residentes, camundongos da linhagem Swiss, foram
alojados isoladamente por pelo menos quatro semanas antes do
inicio do protocolo para exacerbar sua caracteristica de demarcacéo
territorial. J& os intrusos foram isolados de cinco a sete dias antes
do inicio do protocolo, para evitar a influéncia da hierarquia social da
colénia  (Kudryavtseva; Bakshtanovskaya; Koryakina 1991;
Hammammieh et al., 2012; Santos, 2015).

Os intrusos foram apresentados a diferentes residentes ao
longo de trés dias em sessdes de trés horas. Em todas as sessoes
treino cada intruso foi colocado em uma caixa metdlica fechada (19
x 15 x 8 cm) alocada dentro da caixa moradia do animal residente
(41 x 34 x 16 cm), essa caixa metalica oferecia prote¢@o ao intruso,
mas permitia o contato visual e de odor com o animal residente.
Dentro desse periodo de trés horas, em horarios aleatérios, entre os
dias de repeticdo, a caixa de protecdo era retirada e o intruso
deixado em contato direto com o animal residente durante dois
minutos ou dez ataques (figura 2A).

O grupo controle foi exposto a uma caixa (41 x 34 x 16 cm)
com maravalha limpa e na auséncia do residente, nas mesmas
condi¢cdes dos animais derrotados. Ou seja, alocados dentro da
caixa metéalica por 3h em cada dia da qual foram retirados por 2 min,
em horérios aleatérios entre os dias de protocolo, e puderam
explorar livremente toda a caixa.

A principal medida comportamental realizada apés o protocolo
de derrota social foi o teste de particdo (TP), que foi descrito
detalhadamente por Kudryavtesva (1994). O TP foi realizado 24h
apos a Ultima sessdo de condicionamento. O intruso (linhagem
C57BL/6) foi colocado na caixa moradia de um animal residente,
sem a caixa de protecdo, mas separado por uma barreira fisica. A
barreira de separacdo era composta por uma placa perfurada de
acrilico transparente que evitava o contato fisico direto, mas permitia
gque 0s animais enxergassem, ouvissem e sentissem o cheiro um do
outro. O grupo controle foi colocado em uma caixa com maravalha
limpa e na auséncia do residente.

O comportamento do intruso foi registrado durante cinco
minutos com o auxilio de um sistema de vigilancia por video, para
posterior analise no software Anymaze® (Stoelting, EUA). A zona de
interacao foi definida como uma area retangular préxima a particéo e
correspondente a um quinto da area total do compartimento do
intruso. Foram avaliados comportamentos pertencentes ao
repertorio defensivo dos camundongos, tais como: exploracdo da
area da barreira (frequéncia de entradas, tempo de permanéncia e
distancia percorrida), comportamento de avaliacdo de risco,



45

levantamentos e locomocgédo total (figura 2B). A exploracdo da
barreira foi contabilizada automaticamente pelo software a partir dos
parametros pré-estabelecidos: a entrada na area da barreira s6 foi
considerada quando pelo menos 33% da area total do animal estava
na regido, a saida quando menos de 25% da area do total do animal
permanecia na regido e a locomocéao total foi calculada a partir do
ponto médio do animal. Os comportamentos de avaliagéo de risco e
levantamento foram analisados manualmente por um observador
experiente, e cegado para 0 grupo experimental, através da
atribuicdo de chaves no programa.

‘Ameaca de ataque’ 10 ataques A
Caixa moradiado Swiss Estresse psicossocial ou 2 min

Pe 2 ~.5
||

~ e Residente: - Postura de submissao
Sessdo dg derrota socllal. -Laténciapara - Tentativa de fuga
3h por 3 dias consecutivos JEEIET - Imobilidade

- Congelamento

Teste de partigado (5 min)
/ - Exploragao da area da
J | barreira (entradas,
permanéncia e
distancia)
- Auvaliagdo de risco
5 - Levantamentos

- Locomogao total

B

Figura 2: Representacdo esquematica do protocolo de derrota social.
Camundongos Swiss machos sédo alojados isolados por, pelo menos, um
més antes do inicio do protocolo. Os intrusos, da linhagem C57BL/6, sdo
colocados dentro de uma gaiola metalica que € alocada dentro da caixa do
residente (A). Em um momento ndo previsivel da sessao de 3h intruso e
residente ficam em contato direto por 2 min, ou até que ocorram 10 ataques.
Depois, os intrusos retornam para a gaiola metalica. O protocolo é repetido
por trés dias. No quarto dia, os intrusos sdo avaliados no teste de particdo
por cinco minutos. Uma barreira de acrilico perfurada é inserida na caixa
moradia do animal residente, de maneira a separa-los fisica, mas nao
sensorialmente do intruso (C57BL/6). Os comportamentos de exploragdo da
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area da barreira, avaliacdo de risco, levantamento e locomogdo foram
avaliados apenas no animal intruso (B). O grupo controle é exposto ao
mesmo protocolo, mas sem a presenca do residente em todas as etapas.

Protocolo experimental 1: Ativacdo do eixo HPA ao longo do
protocolo de derrota social

Grupos independentes de animais (50 camundongos no total)
foram submetidos a um, dois ou trés dias de derrota social. Todos
0s animais foram eutanasiados 30 min ap6s o fim da sessao.
Visando a padronizagdo metodoldgica todos os grupos foram

expostos ao ataque fisico, no final da sesséo no dia da eutanasia.
1 7 8 9 (dias)

| Derrota social |

Eutanasia || Eutanasia | | Eutanasia |
Alojamento :
isolado ACTH; Corticosterona (plasma e hipocampo)

GR € MR (hipocampo)

Iba1 (hipocampo dorsal)

[ELsa] we | F |

Figura 3: Esquema do protocolo experimental para investigacdo da
progressdo temporal da ativagdo do eixo HPA e expressao de
marcadores pro-inflamatérios no protocolo de derrota social. 56
camundongos C57BL/6 foram submetidos ao protocolo de derrota social,
por 1, 2 ou 3 dias, apenas um grupo foi submetido aos 3 dias e ao teste de
particdo. Em todas as etapas houve um grupo controle ndo exposto ao
agressor e 0 nimero de animais por grupo variou de 3 a 5.

Protocolo Experimental 2: Estratégia comportamental frente ao
ataque fisico e identificacdo das subpopulacdes resiliente e
vulneravel

Para avaliar se existiam subpopulacbes resilientes e
vulneraveis ao estresse, 22 camundongos C57BL/6 foram
submetidos ao protocolo de derrota social. Neste experimento,
durante a fase de ataque, em todos os dias do protocolo, o
comportamento do intruso foi classificado de acordo com as
estratégias do repertério comportamental defensivo (Bartolomucci et
al., 2004; de Miguel et al., 2011) dos camundongos em:
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v ndo recebeu ataque: quando o residente exibiu
comportamentos ofensivos (ameacga) como ataque de face
e investigacdo social, mas nado houve briga ou
perseguicao;

v" imobilidade: quando o animal ndo esbocou resposta frente
ao ataque;

v' congelamento: imobilidade completa, exceto pelos
movimentos respiratérios durante o ataque;

v’ tentativa de fuga: pulos e/ou corrida de forma a evitar o
agressor;

v postura de submissdo: postura vertical que expunha o
abdébmen ao agressor, ‘rendigcdo’, que comumente fazia
cessar o ataque.

Figura 4: Comportamento dos intrusos frente ao ataque. O
comportamento dos intrusos foi classificado em tentativa de fuga (A),
postura de submisséo (B), imobilidade (C).

A prevaléncia de cada comportamento foi descrita em
porcentagem em relagdo ao numero total de episédios de ataque
fisico (3 ataques por animal, logo 66 episédios de ataque, no total).
Além disso, a estes comportamentos foram atribuidas notas de
acordo com a prevaléncia dos comportamentos, ja que devido a
brevidade dos encontros agonisticos (duracao média de 40 s) ndo
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foi possivel realizar uma analise de cluster. A maior nota (4) foi
atribuida ao comportamento mais frequente e a nota zero foi
atribuida aos episodios onde ndo houve ataque, os demais foram
numerados em ordem decrescente de acordo com sua prevaléncia.
A partir da soma das notas nos trés dias de protocolo foi
estabelecido um escore que foi posteriormente correlacionado aos
comportamentos no teste de particio. Quando um animal
apresentou mais de um comportamento frente ao ataque no mesmo
dia, sua pontuacdo daquele dia foi a soma das duas notas
atribuidas.

Os animais derrotados (DT) foram divididos em dois
subgrupos de acordo o tempo de exploracdo da area da barreira no
momento do teste de particdo. Os cinco animais de cada extremo,
alto ou baixo tempo de aproximacao da area da barreira, foram
selecionados. A este respeito, outros grupos ja utilizam esta mesma
classificagdo de vulnerabilidade (menor exploracdo da area de
interacdo com o residente) e resiliéncia (exploragdo maior ou igual a
do grupo controle) (Berton et al., 2007; Chou; Huang; Hsu, 2014;
Dulka et al., 2015).

Observagéo da estratégia Teste de
Alojamento isolado C, ST particao Eutanasia
| Derrota social I

1 7 9 10 (dias)

Figura 5: Esquema do protocolo experimental para investigacdo de
resiliéncia e vulnerabilidade a derrota social. 22 camundongos C57BL/6
foram submetidos ao protocolo de derrota social. O comportamento do
intruso frente ao ataque foi observado. No teste de particdo, o parametro
tempo de exploracéo da area da barreira foi utilizado para a selecdo de
cinco animais, de cada extremo, para constituirem as subpopulagbes
resiliente e vulneravel. Os demais animais ndo foram utilizados para a
andlise bioguimica e de expresséo génica.

Protocolo Experimental 3: Efeito do antagonismo do receptor
NK3: antes da derrota social

Imediatamente antes de cada sessdo de derrota social,
grupos independentes de animais receberam injecdes sistémicas
(i.p.) de veiculo ou L-703,606 (L119, Sigma-Aldrich, USA), um
antagonista néo peptidico do receptor NK1, nas doses 0,3; 1,0 e 3,0
mg/kg diluidos em uma solugdo de DMSO a 0,5% em salina, sendo
esta solucdo utilizada como veiculo (Figura 6). As doses foram
escolhidas a partir do estudo prévio de Santos (2015) que encontrou
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um efeito tipo-ansiolitico do antagonista NK1 na dose de 10 mg/kg.
Logo, para evitar o viés do efeito ansiolitico durante o ataque fisico,
escolhemos doses sub-efetivas do antagonista. Além destes quatro
grupos experimentais submetidos a derrota social, adicionou-se
mais um grupo controle que nao foi tratado e ndo foi exposto ao
agressor em nenhuma etapa do protocolo, totalizando assim cinco
grupos experimentais e 35 animais (n = 7-8/grupo).

Tratamento com L-703,606
Alojamento isolado -
Derrota social

1 7 9 10 (dias)

Figura 6: Esquema temporal do experimento para avaliar efeito do
antagonismo por via sistémica do receptor NK1 anteriormente a derrota
social. Os animais foram tratados com um antagonista ndo-peptidico do
receptor NK1 (L-703,606), antes da exposicdo a derrota social , e avaliados
no teste de particdo, 24h apds a Ultima sessdo de derrota social. 30 min
apos o teste de particdo foi realizada a eutanasia para a disseccao do
hipocampo.

Testede

partigio Eutanasia

4. Coleta de tecidos

Imediatamente apds o teste de particdo, ou da sessdo de
derrota social, os animais foram levados para uma sala especifica
para a eutanasia, onde:

(i) foram anestesiados em uma camara saturada com 2 mL de
isoflurano (Isoflurine®, Brasil) e apds a perda do reflexo de retirada
de pata, decapitados. O sangue do tronco foi coletado em
microtubos e armazenado em gelo enquanto o encéfalo foi
rapidamente removido do crénio para a disseccao bilateral do
hipocampo feita sobre uma placa de gelo. Os microtubos,
previamente identificados, contendo os dois hemisférios
hipocampais foram congelados em gelo seco e posteriormente
transferidos para um freezer -80°C até o momento da extracédo
celular;

(ii) foram anestesiados com uma solucdo de acepromazina (1
mg/kg), cetamina (100 mg/kg) e xilazina (5 mg/kg) por via
intraperitoneal. ApOs a perda do reflexo de retirada da pata, a caixa
toracica foi aberta e o coracdo exposto, uma agulha (32 G) foi
inserida no ventriculo esquerdo até a entrada da artéria aorta e o
figado foi lacerado. Os animais foram perfundidos com tampé&o PB
0,2M por 5 min e, em seguida, com paraformaldeido 4% (pH = 7,4)
por 5 min. A seguir, os cérebros foram removidos cuidadosamente
do cranio e mantidos em solucdo de paraformaldeido 4% durante
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24h. Apos este periodo os cérebros foram colocados em solucfes
de sacarose em concentracBes crescentes (10 a 30%) para
crioprotecdo. Posteriormente os cérebros foram congelados a -20°C
(gelo seco) e armazenados em freezer -80°C até o momento da
secgao.

5. Preparo das amostras
- Plasma e soro

O sangue foi coletado em microtubos plasticos de 1,5 mL
(soro) ou contendo 40 pl de uma solugdo de heparina 10% (plasma)
e mantidos em gelo até o momento em que foram centrifugados por
15 minutos a uma velocidade de 10.000 r.p.m. Apéds a centrifugacéo
0 plasma/soro foi separado e armazenado em freezer -80 °C até o
momento da analise.

- Extrato celular fracionado

Foram adicionados 300 ul de tampao A (HEPES 10 mM, KCI
10 mM, MgClz 2 mM, EDTA 1 mM, NaF 1 mM) aos microtubos
contendo o hipocampo, o tecido foi macerado com auxilio de um
pistilo plastico e incubado em gelo por 15 min e entdo centrifugado a
14.000 rpm por 30 min. O sobrenadante, que continha a fracéo
citoplasmatica, foi coletado em um novo microtubo previamente
identificado, que foi armazenado em gelo. Ao pellet foi adicionado
150 pl de tampado B (Tampé@o A + Triton X-100 1%) este foi
ressuspenso e homogeneizado, apds o periodo de incubacdo em
gelo (15 min) foi novamente centrifugado nas mesmas condi¢des. O
sobrenadante desta segunda centrifugacao, contendo a fracdo das
membranas, foi coletado em novos microtubos identificados e
armazenados no gelo. Ao pellet foi adicionado 150 ul de tampéao C
(HEPES 20 mM, KCI 50 mM, MgCl2 2 mM, EDTA 1 mM, NaF 1 mM,
NaCl 420 mM, Glicerol 25%) e o procedimento repetido, este Ultimo
sobrenadante contém a fragdo nuclear. A todos os tampdes foi
adicionado coquetel inibidor de protease (1:50, Promega, EUA).

A quantificacdo de proteinas de todas as fracOes foi realizada
através do método BCA (Pierce). A leitura de absorbancia (540 nm)
foi realizada em um leitor de placas Infinite M200 TECAN no
Laboratorio Multiusuario de Estudos em Biologia — LAMEB 3. A
concentragao de proteinas foi normalizada para uma concentracao
final de 2 pg/ul (ELISA) ou 2,7 pg/ul (Western blotting). As amostras
para Western blotting, apdés a normalizacdo da concentracdo de
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proteinas, foi adicionado o tampao de Laemmli (2% SDS; 5% 2-B-
mercaptoetanol; 10% glicerol; 0.002% azul de bromofenol; 0,62 M
Tris HCI) e as amostras foram fervidas por 5 min (Dwived! et al.,
2002; Ferreira et al., 2005; Casu et al., 2007).

- Extrato celular total

Para a obtencdo do extrato celular total, os tecidos, mantidos
em gelo, foram macerados com 150 ul de tampéao de lise (RIPA:
Triton X-100 1%, SDS 0,1%, Deoxicolato de sodio 0,5%, NaCl 150
mM, Tris 50 mM), ao qual foi adicionado coquetel inibidor de
proteases (1%, Sigma, P8340, EUA) e incubados em gelo por 30
min. O lisato foi centrifugado a 10.000 rpm durante 10 min a 4°C, o
sobrenadante foi coletado e centrifugado novamente nas mesmas
condicbes. O sobrenadante desta segunda centrifugagdo foi
utilizado nos experimentos.

A quantificacdo de proteinas foi realizada através do método
BCA (Pierce), a leitura de absorbancia (540 nm) foi realizada em um
leitor de placas Infinite M200 TECAN no Laboratério Multiusuario de
Estudos em Biol6gia — LAMEB 3 e a concentracdo de proteinas foi
normalizada para uma concentragao final 5,55 ug/ul, foi adicionado
o tampéo de Laemmli e as amostras foram fervidas por 5 min.

- Seccdes para imunofluorescéncia

Os encéfalos foram removidos do freezer -80°C e aclimatados
por 1h no criostato a -25°C e entdo foram realizadas secc¢bes
coronais na por¢éo dorsal (-1,7 um do bregma) do hipocampo. Os
cortes teciduais de espessura de 25 um foram preservados em
solucdo anticongelante (sacarose 15%, propilenoglicol 30% em
tampéo PB 0,1M) e mantidos a -20°C.

6. Western blotting

Aliquotas contendo 20 pg de proteinas foram carregadas e
submetidas a eletroforese em gel dodecil sulfato-poliacrilamida
(SDS-PAGE) 12% (150 V, 300 mA, 1h30) e transferido (100 V, 300
mA, 2h) para membranas de nitrocelulose (Bio-Rad, Hercules, CA,
EUA). As membranas foram bloqueadas com uma solu¢cdo de BSA
5% preparada em solucdo TBS-Tween 0,5% (TBS-T) durante 1h,
sob agitacéo, a 4°C.
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Em seguida, foram expostas aos anticorpos primarios contra
as proteinas descriminadas no quadro 1:

Quadro 1: Proteinas-alvo e especificagdes dos anticorpos utilizados
para o Western blotting.

Proteina | Empresa Cdédigo Clonalidade Espécie (Ifl%\) [1]
GR Sigma sab4501309 Policlonal Coelho 90 1:2000
MR Pierce mal620 Monoclonal | Camundongo 100 1:1000
H3 Bioss bs-0349R Policlonal Coelho 18 1:1000

BDNF ABCAM ab6201 Policlonal Coelho 14* 1:1000
SERT Millipore ab9322 Policlonal Coelho 71 1:1000
B-actina SCBT sc-81178 Monoclonal Camundongo 43 1:500

*a banda do dimero (28 kDa) foi a mais proeminente e portanto a que foi quantificada
PM: peso molecular; [ ]: concentragédo

A exposicdo aos anticorpos primarios foi realizada overnight a
4°C, sob agitagdo constante. Apés, as membranas foram lavadas
com TBS-T durante 30 min (cinco vezes de cinco minutos cada) e
incubadas com anticorpos secundéarios anti-coelho ou anti-
camundongo conjugados a peroxidase (Cell Signaling, #7074 ou
#7076 1:10000) por, pelo menos, 2h a temperatura ambiente.

A reatividade foi detectada com o uso de potencializadores de
quimioluminescéncia autorradiografica (SuperSignal West Femto
Chemiluminescent Substrate, Thermo Fischer Scientific, Rockford,
IL, EUA) e reveladas em um fotodocumentador automatico
Chemidoc® (Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules, CA, EUA). As
bandas foram quantificadas por densitometria utilizando o programa
ImageJ (NIH, EUA) e normalizadas em relagdo a B-actina (fracédo
citoplasmatica ou total) ou ao H3 (fracdo nuclear), a figura
representativa (Figura S1) dos controles de carreamento esta no
apéndice A.

7. ELISA

As quantificagBes das proteinas IL-1 B (Life Technologies,
EUA), TNF-a (Life Technologies, EUA), subastancia P (Enzo
Biotechnologies, EUA) e corticosterona (Enzo Biotechnologies, EUA)
foram realizadas, em duplicata, utilizando aliquotas de 100 pg de
proteina do citosol por imunoensaio enzimatico ELISA ‘sanduiche’
de acordo com as instruc6es dos fabricantes dos kits. A dosagem de
corticosterona (Enzo Biotechnologies, EUA) e ACTH (Enzo
Biotechnologies, EUA) foi realizada nas amostras de plasma e soro,
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respectivamente, por ELISA sanduiche de acordo com as instrucées
dos fabricantes dos kits.

A leitura de absorbancia foi realizada em um leitor de placas
Infinite M200 TECAN no Laboratério Multiusuario de Estudos em
Biolégia — LAMEB 3 e a quantificacdo feita em relacdo a curva
padréo utilizando o método de quantificagdo por 4PL (4 Parameter
Logistic Curve Fitting) utilizando a ferramenta on line My Assays®.

8. Imunofluorescéncia

Os cortes histolégicos foram lavados trés vezes em TBS e
entdo foram submetidos ao bloqueio da peroxidase enddégena dos
tecidos (peroxido de hidrogénio 3%, metanol 10% em TBS), com o
objetivo de eliminar reacdes inespecificas falso-positivas e, depois
de lavadas em TBS, foram incubadas com uma solucéo de extracdo
(triton X-100 0,3%). Apds a extragcdo os cortes foram bloqueados
por, pelo menos, 40 min (BSA1% em triton X-100 0,3%) e, entdo,
incubados overnight a 4°C com o0s anticorpos contra as proteinas de
interesse anti-substancia P (1:1000, AB1566, anticorpo policlonal
feito em coelho, Chemicom, EUA) e anti-ibal (1:3000, ab5076,
anticorpo policlonal feito em cabra, Abcam, EUA). Apés a incubacao
os cortes foram lavados e entdo incubados com os anticorpos
secundarios anti-coelho (1:2000, Alexa Fluor® 647, abl150075,
Abcam, EUA) e anti-cabra (1:1000, Alexa Fluor® 488, ab150129,
Abcam, EUA) fluorescentes por 2h a temperatura ambiente e no
escuro. Apds este periodo os tecidos foram novamente lavados e as
lAminas montadas com meio de montagem contendo DAPI (Prolong
Diamond Antifade, LifeTechnologies, P36962, EUA).

A imunomarcacdo foi avaliada na porcdo dorsal do
hipocampo. Imagens do corte total foram adquiridas no escaneador
de laminas Axio Scan (Zeiss, Alemanha) do Laboratorio Multiusuario
para Estudos em Biologia — LAMEB 2, utilizando as objeticas de 10
e 40X. A andlise de densitometria foi realizada nas trés subareas do
hipocampo: giro denteado (GD), CA1 e CA3, utilizando o software
de imagens ImageJ (NIH, EUA), a marcacao inespecifica (fundo) foi
subtraida das medidas. Como as imagens adquiridas no escaneador
tém tamanhos diferentes, a densitometria foi corrigida pela area de
cada imagem. Os resultados foram expressos como a porcentagem
de pixels por centimetro quadrado de tecido. Os dados graficos
representam os valores médios das trés sub-regies do hipocampo
dorsal em cada animal.
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9. PCR em tempo real

- Extracdo do RNA:

Para a extracdo do RNA foi adicionado TRIzol® (Life
Technologies, EUA) a cada microtubo contendo o hipocampo. O
tecido foi homogeneizado por pipetagem ‘up-and-down’ e agitado
vigorosamente em vértex. Em seguida, adicionou-se 200 pl de
cloroféormio 98 % (Vetec, Brasil) as amostras, as quais foram
agitadas por inversao por 15 s, mantidas em temperatura ambiente
por 2 min e, entdo, centrifugadas a 12.000 x g por 15 min a 4 °C.
Apés a centrifugacdo ha a formacdo de trés fases, a superior
aquosa que contém o RNA, a intermediaria branca que contém o
DNA e a fase organica rosa inferior que contém as proteinas. A fase
aquosa foi transferida para um tubo novo, onde foi acrescida de 500
pl de isopropanol (Vetec, Brasil) para a precipitagdo do RNA total e
novamente submetida a centrifugacéo a 12.000 x g por 20 min a 4
°C. O sobrenadante foi descartado e o sedimento lavado com 1 ml
de etanol 75 %, gelado, através de centrifugacdo a 7.500 x g por 5
min a 4 °C. Novamente, o sobrenadante foi descartado e o
sedimento contendo o RNA total foi seco, invertendo-se os tubos
sobre papel por aproximadamente 10 min em temperatura ambiente.
O RNA total foi entdo solubilizado em &gua ultrapura livre de
nucleases (DNAse e RNAse) (Gibco, EUA) e incubado por 10 min a
60°C. A integridade do RNA extraido foi verificada em um gel de
agarose, utilizando Gel Red® (VWR, EUA) como intercalante
(Figura S2), onde se puderam observar as duas bandas
correspondentes as fragbes ribossomais (18S e 28S). A
quantificacdo e a pureza foram avaliadas no aparelho Nanodrop®
(Thermo Scientific, EUA), observando-se as relacbes de
absorbancia 260/280 nm e 260/230 nm. A concentracdo de RNA foi
normalizada em 500 ng de RNA por pL.

A fim de eliminar qualquer DNA contaminante
inadvertidamente purificado durante o processo de extracdo de
RNA, as amostras de RNA (1 ug) foram submetidas a tratamento
com DNAse I® (Invitrogen, Carlsbad, Reino Unido), na razdo de 1
unidade por ug de RNA extraido. A reagao foi realizada durante 15
min em temperatura ambiente, na presenca de tampao
recomendado pelo fabricante. A inativacdo da enzima ocorreu com a
adicdo de EDTA na concentragéo final de 2,5 mM e aquecimento a
65 °C por 10 min.
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- Sintese do cDNA:

Apés o tratamento com DNAse |, o RNA foi convertido a
cDNA utilizando um kit comercial (abm, Canada). Para tal, o mix
(tampéo 1x, dNTP 125 puM, random primer 2x, transcriptase reversa
50 U, inibidor de RNAse 1x, agua DEPC) foi adicionado as amostras
(150 ng de RNA/pL) e entdo se incubou a 25°C por 10 min, 37°C por
120 min e 85°C por 5 min. O cDNA obtido (20 pL) foi armazenado
em freezer -20°C até o momento do uso.

- Reacdo em cadeia da polimerase quantitativa em tempo real
PCR):

Para utilizacdo como molde na qPCR, o cDNA foi diluido dez
vezes em agua ultrapura livre de nucleases. As reacdes ocorreram
na presenca do reagente SYBR Green/ROX gqPCR Master Mix
(Applied Biosystems, EUA), de acordo com as orientacbes do
fabricante, e concentracdes especificas de cada par dos iniciadores
(descrito no Quadro 1). Elas foram montadas em placas de 96
pocos (Applied Biosystems), em volume final de 10 ul. As placas,
cobertas por selante 6ptico MicroAmp® Optical Adhesive Film
(Applied Biosystems, EUA) foram analisadas em equipamento ABI
Prism® 7900HT Sequence Detection System (Applied Biosystems,
EUA) do Laboratério Multiusuario de Estudos em Biologia (LAMEB-
UFSC). As reacg0es tiveram inicio com uma etapa de desnaturacao a
95 °C por 10 min, seguida por 40 ciclos contendo uma etapa de
desnaturacdo (95 °C por 15 s) e uma etapa de ligacdo dos
iniciadores e extens&o (60 °C por um min). Ao final, foi incluida uma
etapa para obtenc¢do da curva de dissociagdo (95 °C por 15 s, 60 °C
por 15 s e, novamente, 95 °C por 15 s). Em cada placa adicionou-se
um controle negativo para cada par de iniciadores, composto por
todos os reagentes necessarios a amplificacéo, a excecao do cDNA
molde.

A eficiéncia da gPCR com cada par de iniciadores foi
calculada através da diluicdo seriada 1:2 da mistura de cDNA das
amostras (diluidas 1:10) (cinco pontos em duplicata). A inclinacdo da
reta, obtida a partir da funcdo entre o Cq (ciclo de quantificacdo, do
inglés, Cycle quantification) e cada ponto da diluicao, foi aplicada a
equacgao:

E = 10e~1/slope — 1 Equacéo 1
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Nesta equacdo, E representa a eficiéncia da gPCR e slope é
o valor de inclinagcédo da reta. O valor de E é obtido como fracéo de
uma unidade.

A sequéncia dos iniciadores senso e antissenso, o tamanho
do produto amplificado esperado, a concentracao dos iniciadores e a
eficiéncia de cada iniciador esta apresentada no Quadro 2.

Quadro 2: Caracteristicas dos iniciadores utilizados para a PCR em
tempo real

Concentracao
A Tama- dos A
Gene Sequéncia nho iniciadores Eficiéncia
(um)*

S ACCAGATCAAGGAGGCAATG 167 \
Tacl S T GCCCATTAGTCCAACAAAGG pb 0,15 9%
I TGTGTGGACTTCCTGCTCTG 231 06 99 %
AS | GTTCTTGGCTCTTGGCAGAC pb ' 0
S | GATTGCCGAGATGTGGTGTTCG | 141 )

KPS [ S T GGCTTCTCCAAAACCATAGCGTG | bp 0.7 109 %
B- S | CATTGCTGACAGGATGCAGAAGG | 138 03 1149
actina | AS | TGCTGGAAGGTGGACAGTGAGG | bp ' °
S | CATCACTGCCACCCAGAAGACTG | 153 .

GAPDH 1= s A TGCCAGTGAGCTTCCCGTTCAG | bp 03 111%

S — Sequéncia Senso

SA — Sequéncia Antissenso

pb — pares de bases

*concentragdo no volume final de reagéo de 10 pl

- Andlise dos resultados e andlises estatisticas:

Os experimentos de gPCR foram analisados pelo software
SDS 2.4 (Applied Biosystems, Carlsbad, EUA). Para avaliar a
variagdo relativa nos niveis de cada transcrito entre as amostras
analisadas, utilizou-se o método da quantificagdo relativa (Livak;
Schmittgen, 2001), comparando o Cq apresentado para cada gene
alvo a média dos Cq dos genes de referéncia (Gapdh e B-actina),
escolhendo-se aqueles com menor variancia interna.

@) programa RefFinder® (disponivel em
http://fulxie.Ofees.us/?type=reference) foi utilizado para a escolha do
melhor gene de referéncia entre os dois genes selecionados
previamente: GAPDH e B-actina. Para cada gene foi calculado um
indice de estabilidade que leva em consideracdo a variacdo dos
valores de Cq entre as diferentes condi¢cfes. Assim, quanto menor o
valor do indice de estabilidade, menor a variacdo de expressao do
gene de referéncia entre as condi¢cdes experimentais.
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Os calculos necessarios para obtencdo dos valores de
abundancia relativa foram realizados em planilha do Excel®
(Microsoft Office), através das seguintes equacdes:

ACq = Cq (gene alvo) — Cq (gene de referéncia)  Equagédo 2
AACq = ACq (amostra) — ACq (calibrador) Equacédo 3
QR = 2e744Ca Equacédo 4

Nestas equacdes o calibrador é a amostra a partir da qual
as demais serdo comparadas (grupo controle ndo submetido a
derrota social) e QR é o valor de quantificacdo relativa. O valor de
QR médio do calibrador € sempre proximo a 1.

10. Andlises estatisticas

Todos os resultados obtidos foram submetidos primeiramente
a analise de normalidade com o teste Kolmogorov-Smirnov. Valores
de p menores que 0,05 foram considerados significantes. Todos os
gréficos foram produzidos no programa GraphPad Prism® v 5.01
(GraphPad Software Inc., EUA).

A analise das quantificacbes das amostras ao longo do
protocolo de derrota social foi realizada através da andlise de
varidncia (ANOVA) de duas vias, onde os fatores independentes
foram a repeticdo (dias) e o grupo (controle vs derrotado), seguida
do teste post hoc de Newman-Keuls quando apropriado. Utilizamos
em todas as andlises o software Statistica v.7 (StatSoft Inc., EUA).
Para a confeccdo da tabela 2 realizamos o test t de Student n&o
pareado utilizando o software GraphPad Prism® v 5.01 (GraphPad
Software Inc., EUA).

A comparacao entre as subpopulacdes resiliente e vulneravel
foi realizada através de teste t de Student ndo pareado, utilizando o
software GraphPad Prism® v 5.01 (GraphPad Software Inc., EUA).
Os resultados foram expressos como média + erro padrao da média
(e.p.m.).

Para a gPCR foi utilizado o teste estatistico one-sample T
test, onde o valor de cada amostra é comparado ao valor teérico do
grupo controle (1,00), utilizando o software GraphPad Prism® v 5.01
(GraphPad Software Inc., USA).

A analise dos efeitos do tratamento com o antagonista NK1R
foi realizada através da analise de variancia (ANOVA) de uma via,
seguida do teste post hoc de Newman-Keuls quando apropriado,
utilizando o software Statistica v.7 (StatSoft Inc., EUA).
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Resultados

PROTOCOLO EXPERIMENTAL 1: ATIVAGAO DO EIXO HPA AO
LONGO DO PROTOCOLO DE DERROTA SOCIAL

A ANOVA de duas vias (figura 7) mostra uma reducdo da
concentragcdo de corticosterona plasmatica quando considerado o
fator tempo [F(2,17)=7,684; p=0,004; 3 dias < 1 e 2 dias]. O grupo
submetido a trés sessdes de derrota (3D) apresenta uma menor
concentracdo de corticosterona plasmética que o0s grupos
submetidos a uma e duas sessoées, indicando que h& adaptacdo do
eixo HPA ao longo do protocolo. Além disso, ha uma diferenca
global na concentracdo entre os grupos controle e derrotado
[F(1,17)=6,7043, p=0,019; controle < derrotado], mas sem
apresentar uma interacéo significativa entre os dois fatores, grupo e
tempo [F(2,17)=0,222; p=0,80].
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Figura 7: Decurso temporal dos niveis de corticosterona plasmatica ao
longo do protocolo de conflito social. Comparacdo dos niveis de
corticosterona plasmatica em animais submetidos a 1, 2 e 3 dias de conflito
social. Os resultados foram expressos como média + e.p.m. ANOVA de
duas vias seguida do post hoc de Newman-Keuls * p < 0,05 (n = 3-4/grupo).
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A analise dos niveis de ACTH (figura 8) no soro revelou uma
maior concentracdo nos grupos submetidos a derrota social que nos
controles [F(1,21)=7,288; p=0,013; controle<derrotado]. Porém, néo
ha uma diferenca significante relativa a duracdo do protocolo
[F(2,21)=2,020; p=0,16] nem da interacdo entre os fatores
[F(2,21)=0,308; p=0,74]. A concentracdo de corticosterona no
citoplasma do hipocampo apresentou um aumento n&o significante
nos grupos derrotados [F(1,21)=3,134; p=0,09], mas também né&o
apresentou alteracdes significantes em relacdo a duragéo
[F(2,21)=1,070; p=0,36] e na interacdo entre os dois fatores
[F(2,21)=1,955; p=0,17].
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Figura 8: Decurso temporal dos niveis de ACTH no soro e
corticosterona no hipocampo ao longo do protocolo de conflito social.
Comparagéo dos niveis de ACTH no soro e de corticosterona no hipocampo
em animais submetidos a 1, 2 e 3 dias de conflito social. Os resultados
foram expressos como média + e.p.m. ANOVA de duas vias seguida do post
oc de Newman-Keuls * p < 0,05 em comparagado ao controle (n= 4-5/grupo).
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A translocacdo do receptor GR do citoplasma para o nucleo
(figura 9) apresentou uma tendéncia de reduc¢do ao longo do
protocolo [F(2,19)=3,212; p=0,062], porém ndo houve diferenca
entre os grupos [F(1,19)=0,805; p=0,38] e a interacdo entre os dois
fatores nao foi significante [F(2,19)=3,042; p=0,071].
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Figura 9: Decurso temporal da translocagcdo nuclear do GR no
hipocampo ao longo do protocolo de conflito social. Comparacdo da
expressao, por Western blotting, do receptor GR no nucleo em relagcao ao
citoplasma de amostras de hipocampo de animais submetidos a 1, 2 e 3
dias de conflito social, e em seus respectivos controles ndo expostos ao
agressor. Os resultados foram expressos como média + e.p.m. ANOVA de
duas vias seguida do post hoc de Newman-Keuls. (n = 4-5/grupo).
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N&o foram observadas quaisquer diferencas na relacdo entre
a expressdo nuclear dos receptores MR e GR (figura 10) no
hipocampo [grupo: F(1,21)=2,101; p=0,16; duracdo do protocolo:
F(2,21)=1,213; p=0,32; interagdo: F(2,21)=1,503; p=0,24].
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Figura 10: Decurso temporal da propor¢cdo MR/GR no nuacleo de
extratos de hipocampo ao longo do protocolo de conflito social.
Comparagdo da expressdo, por Western blotting, do receptor MR em
relagdo ao receptor GR no nucleo de amostras de hipocampo de animais
submetidos a 1, 2 e 3 dias de conflito social e em seus respectivos controles
ndo expostos ao agressor. Os resultados foram expressos como média +
e.p.m. ANOVA de duas vias seguida do post hoc de Newman-Keuls (n=4-
5/grupo).
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A expressao de citocinas pré-inflamatérias, quantificada por
ELISA, no citoplasma do hipocampo (figura 11) apresentou um
efeito da duracdo do protocolo. Os niveis de TNF-a tem uma
tendéncia a aumentar no terceiro dia do protocolo [F(2,21)=3,197;
p=0,061] enquanto a maior quantidade de IL-13 é encontrada apds
uma sessédo [F(2,21)=6,458; p=0,006; 1 dia > 2 e 3 dias]. Porém,
nao ha diferenca significante entre os grupos [TNF-a: F(1,21)=0,087;
p=0,77; IL-1B: F(1,21)=0,941; p=0,34] nem interagédo entre os fatores
[TNF-a: F(2,21)=2,179; p=0,14; IL-1B: F(2,21)=0,220; p=0,80].
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Figura 11: Decurso temporal dos niveis de TNF-a e IL-18 no hipocampo
ao longo do protocolo de conflito social. Comparacéo dos niveis de TNF-
a e IL-1B em animais submetidos a 1, 2 e 3 dias de conflito social. Os
resultados foram expressos como média + e.p.m. ANOVA de duas vias
seguida do post hoc de Newman-Keuls * p < 0,05 (n = 4-5/grupo).

A analise qualitativa da expressédo de ibal (figura 12), por
imunofluorescéncia no hipocampo dorsal, sugere que ha um
aumento na recrutacdo de micréglia em ambos os grupos. Porém
com cinética diferente, pois no segundo dia ha um aumento de
expressdo no grupo derrotado, tanto em relacdo ao grupo controle,
quanto ao grupo derrotado no primeiro dia.
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PROTOCOLO EXPERIMENTAL 2: ESTRATEGIA
COMPORTAMENTAL FRENTE AO ATAQUE FiSICO E
IDENTIFICACAO DAS SUBPOPULAGOES RESILIENTE E
VULNERAVEL

As estratégias comportamentais ativas foram as mais
frequentemente adotadas pelos intrusos, como podemos observar
na figura 13, sendo a postura de submisséo expressa em 67% dos
ataques, seguida de tentativa de fuga (41%), e em 29% destes
episédios postura de submissdo e tentativa de fuga estiveram
presentes concomitantemente. As estratégias comportamentais
passivas foram menos frequentes sendo que a imobilidade esteve
presente em 14 % dos ataques e apenas trés animais apresentaram
congelamento (4,5 %). Além disso, houve apenas quatro episédios
(com animais diferentes) em que néo ocorreu ataque (6 %).

Sem ataque —]

Congelamento —:I

Imobilidade
Tentativa de fuga
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Figura 13: Prevaléncia das estratégias comportamentais adotadas
durante o ataque fisico. As estratégias comportamentais dos intrusos
frente ao ataque foram classificadas como postura de submisséo, tentativa
de fuga, congelamento e imobilidade.
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Logo, para a analise do escore comportamental foram
atribuidos os seguintes valores: 4= postura de submissdo, 3=
tentativa de fuga, 2= imobilidade, 1= congelamento 0= sem ataque.
O escore comportamental variou entre seis e 21 e apresentou
correlagdes positivas fracas (0,3 < r < 0,5) com o0s parametros
autolimpeza, entradas e tempo na area da barreira e correlacfes
negativas fracas com os comportamentos de avaliacdo de risco e
escavacao da serragem (tabela 1), destas correlacbes fracas
apenas aquela entre as entradas na area da barreira e o escore foi

significante (p=0,035).

Tabela 1: Correlagéo entre o escore comportamental de derrota social
com os comportamentos no teste de partico.

Comportamento  Pearson r Intervalo de r2 Valorde
confianca P
Distancia 0,1783  -0,263a0,558 0,032 0,427
percorrida (m)
'—evam(?]r)”e”tos 02360  -0,20620,598 0,056 0,290
Ava"aG?g)de S€0 03693  -0,684a0062 01136 0,091
AUtO'('gpeza 0,3511  -0,083a0,673 0,123 0,109
Escavacdo da -0,3673  -0,683a0,064 0,135 0,093
serragem (s)
Area da Barreira:
Ent(fr?)das 0,4507  0,036a0,733 0,203 0,035
Te(r;)po 0,3415  -0,094a0,667 0,117 0,120
Dl il 02970  -0,14220,639 0,088 0,180

percorrida (m)
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Variabilidade comportamental: identificando e comparando
subpopulag@es resilientes e vulneraveis

Conforme descrito (pagina), o0s cinco animais de cada
extremo foram selecionados. Ou seja, 0s animais que passaram
mais de 140 s na area da barreira foram considerados resilientes e
0s animais que passaram menos de 15 s nesta area foram
considerados vulneraveis, devido a sua maior expressdo de
comportamentos defensivos (figura 14).
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Figura 14: Tempo de exploracdo da area da barreira camundongos
C57BL/6 machos submetidos ao protocolo de conflito social seguido
do teste de particdo. Os cinco animais com maior tempo de exploracédo
(tridngulos, superior a 140 s) foram considerados resilientes, enquanto os
cinco animais com menor exploragdo (circulos, inferior a 15 s) da area da
barreira foram considerados vulneraveis, os demais animais estéo
representados por quadrados. A barra horizontal representa a média e a
vertical o e.p.m. DT = animais que passaram pela derrota social (n=22).
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Como podemos observar na figura 15, as subpopulactes
resiliente e vulneravel ndo diferiram significativamente em relacéo
ao escore comportamental [T(8)=1,542; p=0,16], porém apenas 0s
animais vulneraveis apresentaram imobilidade, em 27% dos
eventos, frente ao ataque fisico.
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Figura 15: Prevaléncia das estratégias comportamentais adotadas
durante o ataque fisico pelas subpopulacdes resiliente e vulneravel e
seu escore comportamental. As estratégias comportamentais dos intrusos
frente ao ataque foram classificadas como 4= postura de submisséo, 3=
tentativa de fuga, 2= imobilidade, 1= congelamento 0= sem ataque.
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No painel apresentado na figura 16, os circulos representam
0 grupo selecionado como vulneravel e os triangulos identificam o
grupo resiliente. Neste painel estdo representados os demais
comportamentos aferidos no teste de particdo: frequéncia de
entradas na area da barreira, frequéncia de levantamentos, tempo
desprendido  escavando a  serragem, frequéncia  dos
comportamentos de avaliagcdo de risco direcionados a partigdo,
duracdo do comportamento de autolimpeza e a distancia total
percorrida.
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Figura 16: Respostas comportamentais de camundongos C57BL/6
machos submetidos ao protocolo de conflito social seguido do teste
de particdo. Os tridngulos representam 0s animais com tempo de
exploracao superior a 140 s (resilientes), enquanto os circulos representam
0s animais com exploracdo da area da barreira inferior a 15 s (vulneraveis).
Os demais animais estdo representados por quadrados vazados. A barra
horizontal representa a média e a vertical o e.p.m. em cada gréafico (n=22).
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Quando comparamos 0 comportamento dos subgrupos
resiliente e vulneravel no teste de particdo (figura 17) encontramos,
as diferencas esperadas nos parametros de exploracdo da area da
barreira, onde o grupo resiliente apresenta maior exploracéo e maior
permanéncia nesta area, como observado nos parametros: tempo
[T(8)=14,18; p<0,0001], entradas [T(8)=9,14; p<0,0001] e distancia
percorrida [T(8)=8,51; p<0,0001]. Além disso, o grupo resiliente
apresenta uma menor frequéncia dos comportamentos de avaliacéo
de risco [T(8)=7,83; p<0,0001] direcionados a particdo que 0 grupo
vulneravel. No entanto, nenhuma diferenca significativa foi
encontrada nos parametros de exploracdo: distancia total
[T(8)=1,82; p=0,11] e levantamento [T(8)=1,25; p=0,25], nem nos
comportamentos de autolimpeza [T(8)=0,40; p=0,70] e escavacao
da serragem [T(8)=1,01; p=0,34].
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Figura 17: Respostas comportamentais de camundongos C57BL/6
machos submetidos ao protocolo de conflito social seguido do teste
de particdo. Comparacado entre 0s cinco animais com tempo de exploragédo
superior a 140 s (resilientes - cinza) e os cinco animais com exploracao da
area da barreira inferior a 15 s (vulneraveis - quadriculado). No painel
superior, da esquerda para a direita: tempo de exploracdo da area da
barreira, distancia percorrida na area da barreira, frequéncia de
levantamentos, frequéncia dos comportamentos de avaliagcdo de risco. No
painel inferior, da esquerda para a direita: frequéncia de entradas na area
da barreira, tempo escavando a serragem, dura¢do dos comportamentos de
autolimpeza e distancia total percorrida. Resultados expressos como média
+ e.p.m. e analisados pelo teste t de Student ndo pareado. * p < 0,05 (n =
5).
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Em relacdo aos niveis de corticosterona plasmatica (figura
18), o grupo vulneravel (quadriculado) apresentou um aumento de
18% em relacdo ao grupo resiliente (cinza), porém esta diferenca
nao é significante [T(8)=1,35; p=0,21].
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Figura 18: Niveis de corticosterona plasmatica em camundongos
C57BL/6 machos submetidos ao protocolo de conflito social.
Comparagdo entre os cinco animais com tempo de exploragdo superior a
140 s (resilientes = cinza) e os cinco animais com exploracdo da area da
barreira inferior a 15 s (vulneraveis = quadriculado). A barra hachurada
representa a média + e.p.m. de um grupo controle ndo exposto a derrota
social como referéncia (n=4). Resultados expressos como média + e.p.m. e
analisados pelo teste t de Student ndo pareado (n = 5/grupo).
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Na figura 19 observamos a andlise da expressdo génica
média dos grupos vulneravel e resiliente em relacdo ao grupo
controle que foi feita através do one-sample t test. O grupo resiliente
apresenta uma expressao média 50% maior do gene Fkbp5
[T(4)=2,40; p=0,07], enquanto o grupo vulneravel apresenta
expressdo relativa média 30% menor do gene Tacrl [T(4)=2,03;
p=0,11], em compara¢do ao grupo controle. O grupo resiliente (em
cinza) apresentou uma maior expressdo de todos 0S genes no
hipocampo que o grupo vulneravel (no quadriculado).
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Figura 19: Expressédo génica relativa ao grupo controle no hipocampo
de camundongos resilientes e vulneraveis ao estresse social.
Camundongos C57BL/6 machos submetidos ao protocolo de derrota social
seguido do teste de particdo, onde foram classificados como resilientes
(cinza) e vwvulneraveis (quadriculado) de acordo com seu tempo de
exploracdo da barreira. Os animais foram sacrificados imediatamente apos
o teste de particdo e tiveram o hipocampo dissecado. A expressao relativa
dos genes Fkbp5, Tacl e Tacrl foi calculada através do método 2-24CT, e a
B-actina e o Gapdh foram utilizados como controles internos, a barra
horizontal em 1,0 representa um grupo de animais controle (n=4), ndo
submetidos a derrota social, contra o qual os outros grupos sao comparados
em porcentagem (n=5/grupo).
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O bloqueio sistémico do receptor NK; anteriormente a derrota
social promove um comportamento tipo-vulneravel

A ANOVA de uma via seguida do teste post hoc de Newman
Keuls aponta uma reducdo na frequéncia de entradas na area da
barreira [F(3,24)=3,60; p=0,03] e um menor tempo de exploracdo
desta zona [F(3,24)=2,95; p=0,05] no grupo tratado com L-703,606,
antagonista do receptor NK1, na dose de 0,3 mg/kg (figura 20).
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Figura 20: Efeito do tratamento com L-703,606 sobre a exploragdo da
area da barreira de camundongos C57BL/6 machos no teste de
particdo. Os animais foram tratados com um antagonista ndo peptidico do
receptor NK1, antes da exposicdo a derrota social, avaliados no teste de
particdo 24h apos a Ultima sesséo de derrota social. Resultados expressos
como média + e.p.m. ANOVA de uma via seguida do post hoc Newman
Keuls. *p < 0,05 em comparagdo ao veiculo (n = 7-8/grupo). A barra
hachurada representa a média + e.p.m. do grupo controle ndo tratado e ndo
exposto a derrota social como referéncia (n=5).
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Na atividade locomotora, ilustrada na figura 21, a ANOVA
mostrou uma reduc¢do na distancia total percorrida [F(3,24)=5,06;
p=0,007], em metros, do grupo tratado com 0,3 mg/kg de L-703,606.
O mapa ocupacional gerado pelo software ANYMAZE® mostra as
regibes em que grupo passou mais tempo, representado pelas cores
quentes, e as menos ocupadas, representadas pelas cores frias.
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Figura 21: Efeito do tratamento com L-703,606 sobre a locomocé&o de
camundongos C57BL/6 machos no teste de particdo. Os animais foram
tratados com um antagonista nao-peptidico do receptor NKi, antes da
exposicao a derrota social e avaliados no teste de particdo 24h apos a
Ultima sesséo de derrota social. Resultados expressos como média + e.p.m.
ANOVA de uma via seguida do post hoc de Newman Keuls. * p < 0,05 em
comparagdo ao veiculo (n = 7-8/grupo). A barra hachurada representa a
média + e.p.m. do grupo controle nado tratado e ndo exposto a derrota social
como referéncia (n=5). No painel inferior esta representado o mapa
ocupacional obtido no software Anymaze® onde as cores frias representam
as areas menos exploradas e as cores quentes as mais exploradas pelo

grupo.
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Nos parametros comportamentais ndo exploratérios (tabela
2), a ANOVA néo revelou nenhuma diferenca na frequéncia de
levantamentos  [F(3,24)=1,93; p=0,15], na duracdo dos
comportamentos de autolimpeza [F(3,24)=0,36; p=0,78], no tempo
de escavacédo da serragem [F(3,24)=2,02; p=0,14] e na frequéncia
de avaliacao de risco [F(3, 24)=0,63; p=0,60].

Tabela 2: Efeito do tratamento com L-703,606 sobre os parametros
comportamentais ndo exploratérios no teste de partigcéo.

L-703,606 (mg/kg)

Parametro Controle

0,0 0,3 1,0 3,0
'-e"a”t(":‘]r)“e“tos 23659 12,7424 70:16 93%31 5314 0,15
A“to'gpeza 46415 56409 60+24 41+10 62408 0,78

Escavacgédo da

serragem (S)

Avaliacéo de
risco (n)

Os camundongos C57BL/6 machos foram tratados com um antagonista ndo
peptidico do receptor NK1 nas doses 0,3; 1,0 e 3,0 mg/kg, antes da
exposicao a derrota social (3 dias consecutivos) e avaliados no teste de
particdo 24h apds a Ultima sessé@o de condicionamento. O grupo controle
nao foi tratado nem exposto a derrota social e foi adicionado apenas como
referéncia (n=5).

17,7¢45 12,8+#5,7 19,8433 2,2+0,9 124+28 0,14

0,0+0,0 6,2+1,8 8,7+t15 6,4+18 8,1+1,3 0,60
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A dosagem de substéncia P (figura 22), por ELISA, indicou
um aumento, ndo significante, no grupo tratado com o antagonista
NKiR na menor dose [T(11)=1,98; p=0,07].

500-
~~~ — 7
T 4001 p=D0
>
£
o 3004
oo Y
Q 200{
<g 7,
3
2 100+
(0p]
0_
0,0 0,3
L-703,606
(mgl/kg)

Figura 22: Efeito do tratamento com L-703,606 sobre a dosagem de
Substancia P no hipocampo de camundongos C57BL/6 machos. Os
animais foram tratados com veiculo (DMSO 5%) e um antagonista ndo
peptidico do receptor NK1 na dose 0,3 mg/kg, antes da exposicdo a derrota
social (3 dias consecutivos) e avaliados no teste de particdo, apés o qual
tiveram o hipocampo dissecado e o macerado total, apds a normalizacdo da
quantidade de proteinas, foi utilizado para o ELISA sanduiche. Resultados
expressos como média + e.p.m. Teste t de Student ndo pareado. A barra
hachurada horizontal representa a média + e.p.m. de um grupo controle ndo
exposto a derrota social (n=5).
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Ja a andlise por Western blotting (figura 23) ndo mostrou
diferenca na expressdo do GR, ap0s a extragdo celular total [0,0 vs
0,3: T(7)=0,99; p=0,35; 0,0 vs controle: T(7)=0,88; p=0,41]. A
expressdo do transportador de serotonina (SERT), por sua vez, esta
reduzida nos animais tratados [T(7)=2,38; p=0,049] e é maior nos
animais derrotados que nos controles [T(7)=4,98: p=0,002]. A
expressdo do fator neurotréfico derivado do cérebro também esta
reduzida apés o tratamento [T(7)=2,67; p=0,32] com o antagonista
NKi, mas ndo é modificada em relagdo ao controle [T(7)=1,64;
p=0,14].

2004
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S g i)
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X S X
~ 50+ ~ 50 ~ 504
0- 0- 0-
0,0 0,3 0,0 0,3 0,0 0,3
L-703,606 L-703,606 L-703,606
(mg/kg) (mg/kg) (mg/kg)
Controle Veiculo L703,606
T . ] s o ssweewmmm BDNF (28 kDa)

===
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B-Actina (43 kDa)
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B-Actina (43 kDa)
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Figura 23: Efeito do tratamento com L-703,606 sobre os niveis de GR,
SERT e BDNF no hipocampo de camundongos C57BL/6 machos. Os
animais foram tratados com veiculo (DMSO 5%) e um antagonista ndo
peptidico do receptor NK: (L-703,606) na dose 0,3 mg/kg, antes da
exposicdo a derrota social (3 dias consecutivos) e avaliados no teste de
particdo, apds o qual tiveram o hipocampo dissecado e preparado para
Western blot. Os resultados foram normalizados em relagdo a expressao de
proteina do grupo controle, que ndo passou pelo estresse, que esta
representado (média + e.p.m.) pela barra horizontal. Resultados expressos
como médiat e.p.m. Teste t de Student ndo pareado, * p < 0,05 (n = 4-
5/grupo). No painel inferior estdo representadas as bandas obtidas para
cada proteina de interesse e utilizadas para a quantificagcdo de
densitometria éptica com o software ImageJ (NIH).
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Discussdo

MODULAGCAO DO EIXO HPA PELO PROTOCOLO DE DERROTA
SOCIAL

Os animais submetidos a derrota social apresentaram maior
concentracdo de corticosterona e ACTH na circulagdo e uma
tendéncia a uma maior concentracdo de corticosterona no
hipocampo (figuras 7 e 8), que é mais pronunciada no primeiro dia.
Além disso, o grupo derrotado apresenta uma menor translocacdo
do GR para o nucleo no primeiro dia do protocolo (figura 9). A
expressdo dos receptores MR em relacdo aos GR (figura 10) e a
expressdo das citocinas pré-inflamatérias TNF-a e IL-1B (figura 11)
nao foram alteradas pela derrota social.

Em um trabalho anterior  do Laboratorio  de
Neurofarmacologia, Santos (2015) mostrou que ndo ha diferenca
nos niveis de corticosterona dos animais submetidos a derrota
social, em comparacdo ao controle, quando avaliados 24h apés a
Ultima sessdo. Porém, existe uma redugéo na expressdo do GR no
cértex frontal e no hipocampo, avaliada por Western blotting (extrato
celular total) e imunofluorescéncia na regido dorsal do hipocampo,
que ja foi relatada na literatura (Bartolomucci et al., 2004).

A partir destes resultados deduzimos que as alteragdes na
ativagdo do eixo HPA ocorrem no inicio do protocolo. Mas devido a
uma impossibilidade metodolégica de avaliar os niveis de
corticosterona e ACTH circulantes nos mesmos animais ao longo do
protocolo, delineamos esta etapa do trabalho em dois experimentos
distintos. Assim grupos independentes de animais foram submetidos
ao protocolo de derrota social por um, dois ou trés dias e ao
protocolo completo (os trés dias de derrota seguidos do teste de
particdo no quarto dia). Esses animais foram entdo anestesiados,
sangue foi coletado do figado para analise de corticosterona e eles
foram submetidos a perfusdo transcardiaca para coleta dos
encéfalos para andlise imunohistoldgica. No segundo experimento,
grupos independentes de animais foram submetidos ao protocolo de
derrota social por um, dois ou trés dias e eutanasiados por
decapitacéo para coleta do sangue e dissecc¢ao do hipocampo.

Animais submetidos aos diversos protocolos de derrota social
presentes na literatura, em geral, apresentam concentracdes
maiores de ACTH e corticosterona, indicando uma maior ativacéo do
eixo HPA (Martinez; Calvo-Torrent; Pico-Alfonso, 1998;
Kudryavtseva; Avgustinovich, 1998; Walker et al., 2009; Wagner et
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al., 2012; Jochems et al., 2015). Essa diferen¢a independe do status
do animal, apontando para o efeito do estresse social per se, e ndo
da subordinacdo, na ativagdo do eixo HPA (Bartolomucci et al.,
2004).

Keeney e colaboradores (2006) mostraram um perfil bifasico
da ativacdo do eixo HPA, onde ha maior concentracéo sistémica de
ACTH e corticosterona, apés um episddio de derrota social. Porém,
nos protocolos de uma e duas semanas ndo héa diferenca nos niveis
de corticosterona plasmatica, entre controles e derrotados e, apés
trés semanas de derrota social, ha um aumento expressivo no grupo
derrotado. Os resultados de corticosterona plasmética séo
correlacionados a uma maior expressdao do RNA mensageiro de
CRH e de AVP no PVN dos grupos agudo e cronico,
respectivamente.

Em nossos resultados podemos observar que ha habituagéo
com a repeticdo do protocolo. Visto que o grupo controle apresenta
uma reducdo dos niveis de corticosterona com a repeticdo do
protocolo, efeito que € mais discreto em relacdo aos niveis de
ACTH. Porém, como esses dois hormdnios foram aferidos em
amostras diferentes é impossivel tracar uma relacdo direta entre
eles.

Visualmente, ap6s uma sessdo de derrota social as
diferencas entre os grupos sdo mais aparentes. Desta forma para
facilitar a discussdo, compilamos uma tabela (tabela 3) com a
direcdo das diferencas entre os grupos controle e derrotado nos
parametros avaliados no segundo experimento: ACTH,
corticosterona no hipocampo (CORT), expressédo de GR e MR, IL-1B
e TNF-a, apenas apds um dia de derrota social.

Tabela 3. Relacdo entre os grupos derrotado e controle apés uma
sessdo de derrota social nos marcadores avaliados

Derrotado vs controle”:

ACTH

CORT hipocampo

GR nucleo/citoplasma

MR/GR nucleo

IL-1B

TNF-a |
#As diferencas anotadas foram resultado de uma andlise com teste t de
Student. Foram compiladas as respostas apenas das medidas realizadas
nos mesmos grupos de animais.

1 —— > —>
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A concentracdo de corticosterona no hipocampo tem um perfil
inverso da translocacdo nuclear do GR na mesma estrutura nos
grupos controle e derrotado no primeiro dia. Essa diferenca parece
contraditéria ja que a translocacdo do GR para o nucleo coincide
com o pico de corticosterona plasmatica (Jochems et al.,, 2015).
Porém, tal fato pode ser parcialmente explicado pelo atraso (cerca
de 25 min) do pico de concentragdo de corticosterona no encéfalo,
em relacdo ao pico plasmatico apés o estresse, fato que se deve a
ligacdo da corticosterona a CBG no sangue (Reul et al., 2015).

Outra explicacdo € a acdo da corticosterona via MRs, j4 que a
expressdo de MR esta aumentada, no ndcleo do hipocampo, em
relagdo ao GR nas mesmas amostras. Reforgando o papel dos MRs,
temos a observacdo de que nédo ha qualquer expressdo de MR no
citoplasma, como demonstrado na figura S3. Porém, ndo avaliamos
a expressao destes receptores na membrana celular.

Os niveis de MR e GR no hipocampo parecem ter um papel
fundamental na resposta bifasica aos glicocorticoides, ja que estes
efeitos sdo pronunciados no hipocampo, especificamente na regido
CAl, mas ndo no PVN. Pois, neste nlcleo sdo expressos apenas
GR, enquanto no CAl ha uma alta expressédo de GR e MR (Joéls,
2006). Acredita-se que o0 estresse social altera a proporcdo de
expressdo MR/GR no hipocampo e consequentemente influencie
essa resposta hifasica (Buwalda et al., 2001; Veenema et al., 2003).

Porém, ndo podemos descartar mecanismos de acdo da
corticosterona ndo mediados via MR ou GR, como, por exemplo, via
receptor de membrana para glicocorticoides, descrito na ultima
década, mas ainda ndo clonado e identificado, que esta ligado a
producdo de endocanabindides em resposta ao estresse (Hill;
Tasker, 2012). Ou a ativagdo transitéria do receptor de BDNF,
TRkB, de forma ligante independente (Karatsoreos; McEwen, 2011).

As citocinas sdo agentes pleiotrépicos, redundantes e
cooperativos e sua liberagcdo em resposta ao estresse depende do
tipo de estressor. Essa liberagdo é mediada pela ativacdo do
sistema nervoso autdbnomo simpatico e coincide com o pico de
liberacdo de glicocorticoides (Hueston; Deak, 2014). O estresse
causado pelo choque elétrico nas patas aumenta a expressao de IL-
1B e diminui a expressdo de TNF-a, um padrao oposto ao que nos
encontramos. Isso sugere que o0s estressores de natureza
psicossocial apresentam um perfil de neuroinflamacgéo distinto
daquele descrito para estressores fisicos (Hueston; Deak, 2014;
Deak et al., 2015).

Os niveis elevados de IL-1B apds uma sessdo de derrota
social em relacdo aqueles apods duas e trés sugerem que a neofobia
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e, potencialmente, a ativagcdo do sistema nervoso autdbnomo
simpatico (De Miguel et al., 2011; Hueston; Deak, 2014), influenciam
esta liberacdo e que esta resposta sofre uma adaptacdo com a
repeticdo do protocolo.

A proliferacdo de micréglia pode ser mediada via
glicocorticoides e seus receptores e glutamato via receptor NMDA
(Garcia-Bueno; Caso; Leza, 2008). Além disso, o estresse causado
pela derrota social aumenta o trafego de mondcitos e macréfagos
para o cérebro onde se diferenciam em células positivas para ibal
(Reader et al., 2015).

Niveis baixos de expresséo de citocinas pré-inflamatérias tem
papel neurotréfico e neuroprotetor, porém a superproducdo dessas
citocinas leva a doencas (McEwen, 2012). Os mecanismos de
controle da resposta neuroimune ao estresse dependem do sexo,
idade, genética e histéria prévia, pois envolvem multiplos
mediadores, entre eles a noradrenalina, o ATP, padrées moleculares
associados ao dano (DAMPs, do inglés damage-associated
molecular patterns), a microbiota, o0s glicocorticoides e a
progesterona (Deak et al., 2015).

Logo, podemos concluir nesta etapa do estudo que o estresse
causado pela derrota social leva a uma ativagdo do eixo HPA. No
inicio levando a inibicdo da expressdo de TNF-a em um mecanismo
provavelmente dependente de MR. E com a continuagdo do
protocolo por dois ou trés dias ha evidéncia da modulacdo da
atividade do eixo em um mecanismo dependente de GR,
confirmando nossa hipétese.

RESILIENCIA E VULNERABILIDADE A DERROTA SOCIAL

A estratégia comportamental mais frequentemente adotada
frente ao ataque fisico, no protocolo de derrota social, foi a postura
de submisséo, seguida da tentativa de fuga e da imobilidade (figura
13), e o escore comportamental estabelecido através de valores
arbitrarios atribuidos as estratégias de acordo com a prevaléncia
apresentou uma correlagdo positiva significante apenas com a
frequéncia de entradas na area da barreira (tabela 1). Porém
apresentou correlagdo fraca positiva também com o tempo de
exploragdo da area da barreira e com a duragdo do comportamento
de autolimpeza, indicando que quanto maior o escore maior a
exploragdo da area aversiva no teste de particdo. Ainda,
encontramos correlagfes fracas negativas com os comportamentos
de avaliacdo de risco e escavacao da serragem, ou seja quanto
maior o escore menor a frequéncia destes comportamentos
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defensivos. Nenhuma correlacdo com os parametros locomotores
(distancia percorrida e frequéncia de levantamentos) foi observada.

A partir dos dados apresentados, neste capitulo, identificamos
subpopulagcbes, que quando expostas ao mesmo protocolo de
derrota social, apresentaram comportamento contrastante no teste
de particdo (figura 14). Elas apresentam uma exploragdo (entradas,
permanéncia e distancia percorrida) da area da barreira bastante
distinta (resiliente > vulneravel), frequéncias diferentes de execucao
dos comportamentos de avaliagdo de risco (resiliente < vulneravel),
mas sem apresentar diferencas na locomocdo geral (distancia
percorrida e levantamentos) e nos comportamentos de autolimpeza
e escavacdo da serragem. Apesar das subpopulacdes néo
apresentarem escore comportamental diferente frente a derrota
social, apenas a subpopulagdo vulneravel apresentou o
comportamento de imobilidade frente ao ataque (figura 15).

Ainda, os grupos selecionados ndo apresentaram diferenca
nos niveis de corticosterona plasmética (figura 18), mas o grupo
resiliente apresentou uma maior expressdo relativa ao grupo
controle dos genes Fkbp5 (49%), Tacl (5%) e Taclr (13%) que o
grupo vulneravel (figura 19).

Além disso, corroborando a reducdo da expressdo do gene
Taclr (em relagdo ao controle) no grupo vulneravel, o bloqueio
sistémico do receptor NKi1 anteriormente a exposicdo ao estresse
por derrota social reproduziu o fenétipo vulneravel (figura 20) e
provocou uma redugdo do comportamento exploratério (figura 21).
Estas alteracBes comportamentais estdo acompanhadas de uma
maior concentracdo de substancia P (figura 22), uma expresséo
reduzida do transportador de serotonina (SERT) e do fator
neurotrofico derivado do cérebro (BDNF) no hipocampo, mas sem
diferenca na expresséo do receptor glicocorticoide (GR) (figura 23).

Nossa observacdo sobre a frequéncia de comportamentos
defensivos dos intrusos, frente ao ataque fisico, corrobora aquela
descrita por Bartolomucci e colaboradores (2004). Eles relataram
que a postura de submissdo e a tentativa de fuga sdo os
comportamentos mais frequentemente apresentados por animais
subordinados. Porém, os comportamentos observados em nosso
protocolo de derrota social ndo podem ser considerados
naturalisticos, ja que a limitagdo de espago for¢ca os animais a
adotarem posturas defensivas que s6 sdo observadas em situacdes
inescapaveis (Blanchard; McKittrick; Blanchard, 2001).

Todos os comportamentos expressos pelos animais frente ao
ataque fisico podem ser considerados parte de uma estratégia
comportamental reativa. Porém, dentro deste cenéario de agressao
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inescapavel, os trés comportamentos predominantes tem valéncias
distintas. A tentativa de fuga representa a ativacdo do sistema
nervoso autbnomo através da resposta classica de luta ou fuga e
pode ser considerada uma estratégia ativa. A imobilidade
corresponde a uma estratégia passiva frente a mesma situacao.
Enquanto a postura de submissdao tem uma caracteristica
ambivalente, pois denota a subordina¢do, a0 mesmo tempo em que
faz cessar, ou ao menos, pausar o ataque (Bartolomucci et al., 2004;
Zozulya et al., 2008; Walker et al., 2009; Koolhaas et al., 2010)

Diversos trabalhos utilizando ratos como animais de
experimentacdo estabelecem correlacdes diretas entre os perfis
proativos e reativos frente a derrota social e seus parametros
neuroendocrinos (Walker et al., 2009; Wood et al., 2010), imunes
(Stefanski, 1998), inflamatérios (Wood et al., 2015),
cardiovasculares (Wood et al., 2012) e comportamentais (Wood et
al., 2010). Em geral, animais que levam um maior tempo para
assumir uma postura de submissido sao considerados ‘ativos’ e/ou
resilientes e aqueles que ‘se rendem’ rapidamente s&o considerados
‘passivos’ e/ou vulneraveis.

Apesar de camundongos e ratos terem uma organizacdo de
sua estrutura social consideravelmente diferente (enquanto
camundongos vivem agrupados em colbnias, ratos marcam e
defendem seu territério - Crowcroft; Rowe, 1963; Barnett, 1975) e
seu comportamento diferir consideravelmente em protocolos de
derrota social, alteragées neuroenddcrinas semelhantes as de ratos
sdo encontradas em camundongos (Veenema; Neumann, 2007; de
Miguel et al., 2011). A principal diferenca entre as espécies € em
relagdo a postura de submisséo, jA que em ratos ha a distincao
entre a postura ereta e a de submissao, que € considerada quando
0 animal se coloca em decubito dorsal, expondo 0 ventre ao
agressor, enquanto em camundongos as duas posturas fazem parte
de um mesmo comportamento de submisséo (Miczec et al., 2004).

Em nosso estudo, a sele¢édo dos grupos vulneravel e resiliente
foi feita a partir de uma medida quantitativa de emocionalidade
(tempo de exploracdo da area de interagdo com 0 agressor) e nao
apresentou uma correlacdo clara e expressiva com a medida
gualitativa da estratégia de enfrentamento. Koolhaas e
colaboradores (2010), aplicando um modelo humano a animais,
preveem tal situacdo onde a mudanca em um eixo de resposta ndo
provoca necessariamente uma mudanca no outro, de tal forma que
se poderiam identificar quatro comportamentos-traco: timido,
ousado, ddcil e reativo. A relacéo destes comportamentos-traco com
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a responsividade ao estresse e a estratégia de enfrentamento fica
mais claramente explicada na figura 24.
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Figura 24: Relac&o entre os comportamentos-trago com a reatividade
ao estresse e a estratégia de enfrentamento. O eixo horizontal representa
as estratégias de enfrentamento, medidas de forma qualitativa, variando de
passiva a ativa. O eixo vertical representa as medidas quantitativas de
reatividade ao estresse, esta medida pode ser comportamental ou hormonal
(adaptado de Koolhass et al., 2010).

A resiliéncia € um processo complexo e que depende de
multiplas variaveis, que podem ser divididas nas seguintes
camadas: o0 ambiente no inicio na vida, a exposi¢cdo prévia a
estressores de curta duracdo (inoculacdo) e fatores de protecdo ao
estressor (Berry; Kaufer, 2015). Ao longo do desenvolvimento os
fatores de risco familiares passam a ter uma menor importancia,
enquanto os fatores genéticos individuais passam a ser mais
relevantes (Kendler, 1995).

Entre os fatores individuais, que podemos destacar, a
resposta aos glicocorticoides é essencial para a sobrevivéncia e a
adaptacao ao estresse, e tanto a hipo quanto a hipersecrecao geram
respostas fisioldgicas e comportamentais anormais (Herman, 2013).
Isso devido ao fato que os glicocorticoides tém um papel importante
na formacao de memdrias traumaticas, pois apesar de aumentarem
a consolidagdo também diminuem a evocagdo. Qualquer
desbalango neste processo pode levar a respostas fisiologicas e
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comportamentais inadequadas frente ao estressor (Castro-Vale et
al., 2016).

A auséncia de diferenca significante nos niveis de
corticosterona plasmatica, entre os grupos de animais vulneraveis e
resiliente, nos indica que os niveis de glicocorticoides circulantes
talvez ndo sejam uma boa medida fisiolégica para
resiliéncia/vulnerabilidade comportamental a derrota social. Ao
menos quando medida no teste de particdo, o que corrobora o
achado de Jochems et al. (2015). No entanto, a auséncia de
diferenca nos niveis circulantes de glicocorticoides ndo descarta
completamente uma modulagdo central do eixo HPA na
resiliéncia/vulnerabilidade, com alteracbes na expressdo ou
sensibilidade dos receptores GR e MR, por exemplo.

Um fator chave na modulagdo da atividade do GR é a
expressdo da proteina FKBP5, j& que muta¢bes do gene que a
codifica, em humanos, tém sido apontadas como um fator de risco
para o desenvolvimento de transtornos psiquiatricos (revisado em
Zannas et al.,, 2016). A FKBP5 é uma imunofilina de 51 kDa da
familia das proteinas ligantes de FK506. Ela atua como uma co-
chaperona que muda o dobramento e a atividade de outras
proteinas, além de modular a sensibilidade do GR atrasando sua
translocacdo nuclear. Também se sugere que a superexpressao de
Fkbp5 pode estar relacionada a resisténcia tecidual aos
glicocorticoides (Binder, 2009; Zannas et al., 2016).

Portanto, alteracdes nesta proteina podem levar a uma
reducdo na eficiéncia do mecanismo de retroalimentacdo negativo,
prolongando assim o tempo de ativacdo do eixo HPA (Mizoguchi et
al., 2003). Além disso, os GRs e a FKBP5 formam um sistema de
controle reciproco formando uma alca de retroalimentagcao negativa
ultracurta. Nesse a ativacdo de GR induz a expressdo de Fkbp5
que, por sua vez, age como regulador negativo deste receptor, por
impedir sua translocacdo para o nucleo (Binder, 2009).

Em camundongos, a expressao desse gene estd aumentada
no hipocampo apés o estresse por contengdo (Scharf et al., 2011) e
apos 21 dias de um protocolo de derrota social, e este aumento
coincide com uma maior translocacdo do GR para o negativamente
correlacionado aos niveis de corticosterona plasmatica (Wagner et
al., 2012). Dados de camundongos knockout para o gene Fkbp5,
apontam que a delecdo de FKBP5 favorece estratégias de
enfrentamento ativas frente ao estresse. Por exemplo, maior tempo
de natacdo, maior flexibilidade cognitiva, niveis de corticosterona
mais baixos, tanto no basal quanto em resposta ao estresse, e uma
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maior expressdo de GR e CRH (Touma et al., 2011; Hartmann et al.,
2012; Sabbagh et al., 2014).

Desta forma, temos evidéncias de que a regulacdo da
atividade do eixo HPA no hipocampo é importante para a resiliéncia
ao estresse social. A maior concentracdo de mRNA Fkbp5 no
hipocampo, sem alteracdo nos niveis circulantes de corticosterona,
do grupo resiliente sugerem uma maior eficiéncia do mecanismo de
retroalimentacdo negativo do eixo HPA via GR, como ilustrado na
figura 25. O aumento na expressdo de Fkbp5 nos animais
resilientes, sem a alteracdo dos niveis de corticosterona plasmatica,
sugere que a FKBP5 esteja atuando em diferentes vias e néo
apenas na regulagéo negativa do GR.

GCs .
. | MR/PR
. . Sinalizagdo JT"S'“SK:;B
GR tNF-kB
h 1 Autofagia
1Tau téxica

ClTOPLASMM
FKBPS . FKBP4 OOulras chaperonas do complexo

Figura 25: Mecanismo de regulagcdo da resposta glicocorticoide pela
proteina FKBP5. A proteina FKBP5 faz parte do complexo de co-
chaperonas ligadas ao receptor GR, esta proteina atrasa a translocacgdo
nuclear do GR (a), na presenca de glicocorticoides ela é substituida pela
FKBP4 (b) e o complexo é translocado para o nucleo (c). No nucleo o GR
modula a transcricdo de diversos genes (ativando ou suprimindo) (e) seja
por interagir com fatores de transcricdo ou formando um homodimero (d)
que se liga a elementos responsivos aos glicocorticoides (GRE), dentre
estes genes esta o Fkbp5. O RNA mensageiro Fkbp5 é translocado ao
citoplasma (f) onde é traduzido a FKBP5, a proteina pode atuar nas
diversas vias exemplificadas na figura (g), mas também inibe a atividade do
GR (h), formando uma al¢a de retroalimentagdo negativa intracelular
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ultracurta da atividade do GR (Adaptado de Binder, 2009 e Zannas et al.,
2016).

Conforme relatado na introdugao, os neuropeptidios sédo uma
classe de mediadores relevantes para a resposta ao estresse e para
a neurobiologia dos transtornos psiquiatricos. Dentre os peptideos
de interesse, a substdncia P (SP) se destaca devido a seu
envolvimento na modulacdo de emocdes e da resposta ao estresse
(Papathanassoglou et al., 2010). Sabe-se que o estresse estimula a
liberagdo de SP em estruturas encefélicas (septo lateral, o locus
coeruleus, a amigdala e o nlcleo accumbens) envolvidas na
resposta ao estresse (Ebner et al., 2008) e a ativacdo do eixo HPA
promove a transcricdo do gene Tacl, via GR (Hay et al., 2014). O
gene Tacl codifica alguns dos peptideos da familia das taquicininas:
substancia P, neurocinina A, neuropeptideo K e neuropeptideo y
(Steinhoff et al., 2014).

O dominio carboxi terminal da SP esta relacionado as suas
atividades agonisticas (Mussap; Geraghty; Burcher, 1993).
Enquanto o dominio amino terminal confere seletividade aos
diferentes tipos de receptores — NKi, NKz2 e NKs (para reviséo ver
Otsuka; Yoshioka, 1993; Regoli; Boudon; Fauchére, 1994), sendo o
NK1 o principal receptor pelo qual a SP exerce seus efeitos (Maggi
et al., 1993; Stables et al., 1994; Patacchini; Maggi, 1995; Culman;
Unger, 1995). Estudos morfoloégicos apontam uma abundéncia dos
receptores taquicinérgicos em estruturas do sistema limbico
(amigdala, formacdo hipocampal e cértex pré-frontal) e em
estruturas que regulam a ativacdo do eixo HPA, como os nlcleos
hipotalamicos (Griebel; Holsboer, 2012).

A auséncia de diferenca na expressdo do GR, tanto em
resposta ao protocolo quanto ao tratamento, pode ser devida a uma
guestdo metodologica, j& que analisamos a expressao de proteinas
no extrato celular total do hipocampo. Isso impediu a investigacéo
de diferencas na translocacdo nuclear deste receptor, que poderia
nos fornecer informacdes interessantes. Desta forma, ndo se pode
descartar o papel modulador da substancia P sobre o eixo HPA,
com base neste resultado.

Um dos mecanismos propostos para a modulacdo da
resposta ao estresse é a modulacdo da transmissao serotonérgica,
com a ativacé@o de autorreceptores 5-HT1a € 0 aumento da liberagéo,
do efluxo e da liberacdo de serotonina (5-HT). Porém, ainda existem
davidas se esta modulacédo ocorre de forma direta (colocalizagao) ou
indireta, via interneurénios GABAérgicos, ou pela modulagdo de
fibras noradrenérgicas do locus coeruleus (Santarelli et al., 2001;
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Ebner et al.,, 2008). Nossos resultados mostraram um aumento
expressivo do transportador de serotonina (SERT), indicando que a
transmissao serotonérgica pode ter um papel importante na resposta
ao protocolo de conflito social utilizado, contudo esse aumento esta
reduzido no grupo tratado com o antagonista do receptor NK1. Assim
a transmissdo serotonérgica pode ter um papel importante na
resposta a derrota social e sua reducdo através do bloqueio do
sistema taquicinérgico pode estar envolvida na vulnerabilidade ao
estresse.

Além disso, as taquicininas estdo implicadas na regulacédo da
sobrevivéncia e degeneracdo neuronal (Marriot, 2004). Assim como
nosso achado de uma reducdo na expressdo de BDNF no
hipocampo, no grupo tratado com L-703,606, outros pesquisadores
relataram uma diminuicdo do NKi1R e de BDNF no hipocampo, apés
0 estresse por contencédo e apds um estimulo nociceptivo periférico
(Duric; McCarson, 2005, 2006, 2007).

Ademais, a ligagdo da substancia P ao receptor NK1 provoca
a internalizacdo do complexo, com a degradacédo do ligante e
deplecdo no receptor da superficie celular, promovendo a liberacdo
de substéncia P na célula, Assim, o tratamento com antagonistas
ndo promove a internalizacdo dos receptores e previne a
internalizacéo provocada pela ligacdo da substancia P (Garland et
al., 1994; Tang et al., 2007).

Logo, com a maior liberacéo de substancia P no hipocampo
em resposta ao estresse causado pela derrota social, e devido ao
blogueio sistémico dos receptores NKi, a substancia P pode ser
clivada em peptideos menores. Assim a sua por¢do carboxi-
terminal, que apresenta maior afinidade pelos receptores NK3,
poderia agir como antagonista e levar, consequentemente, a um
aumento das respostas defensivas (Duarte et al., 2016).

Portanto, é possivel concluir, que mecanismos de modulagéo
da atividade do eixo HPA no hipocampo séo importantes tanto para
a vulnerabilidade, quanto para a resiliéncia ao estresse social.
Encontramos evidéncias de que a transloca¢cdo nuclear do GR, com
a consequente transcricdo de Fkbp5, estdo associados a resiliéncia
devido a um mecanismo de retroalimentagcdo negativo eficiente. Por
outro lado, o excesso de substancia P no hipocampo, um
neuropeptideo capaz de ativar a atividade do eixo HPA, promove
vulnerabilidade a derrota social por uma via independente do
receptor NKi, envolvendo a transmissdo serotonérgica,
corroborando o papel deste receptor na resiliéncia.
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SUMARIO GRAFICO DOS RESULTADOS

Estresse social
+ Eixo HPA
+

Estratégia
1 Substancia P

comportamental

Resilientes Vulneraveis

-

—
1 Fkbpb

Figura 26: O estresse social causado pela derrota social leva a
ativacdo do eixo HPA apds o primeiro epis6dio e a sua modulagao
negativa com a repeticdo do protocolo. Através da observagdo da
estratégia comportamental frente ao ataque fisico é possivel identificar
estratégias ativas que estdo relacionadas a um comportamento resiliente
enquanto estratégias passivas estdo associadas a um comportamento
vulneravel. Os animais resilientes apresentam uma maior expressao do
gene Fkbp5 no hipocampo que indica uma modulacdo negativa do eixo
HPA. Ja& comportamentos vulneraveis estdo associados a uma redugédo na
expressao do gene Tacrl no hipocampo ou com o antagonismo
farmacologico (por via sistémica) deste receptor que quando associados a
niveis altos de substéancia P no hipocampo levam a ativagao do eixo HPA.
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CONSIDERAGOES FINAIS

Com este trabalho evidenciamos o potencial do modelo de
derrota social repetido por trés dias no estudo das consequéncias
neurobiolégicas, endécrinas e comportamentais do estresse social.
Com nossos achados lancamos a base para uma investigacéo
farmacoldgica que manipule as diferengas individuais da ativacédo do
eixo HPA levando a fendtipos resilientes e vulneraveis, seja através
da manipulagdo direta dos receptores GR ou através de
neuropeptidios, como a substancia P, que regulam a ativagdo do
eixo HPA. Trabalhos futuros devem focar nas alteracdes presentes
em outras estruturas do sistema limbico como a amigdala, o cértex
pré-frontal e o ndcleo accumbens e sua relagdo com a ativagéo do
eixo HPA.
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APENDICE A: FIGURAS SUPLEMENTARES
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Figura S1: Controle de carregamento do Western blotting para
amostras de citoplasma e nucleo. Niveis de B-actina e Histona 3, por

Western blotting, no ndcleo e no citoplasma de amostras de hipocampo de
animais submetidos a 1, 2 e 3 dias de conflito social e em seus respectivos

controles ndo expostos a derrota social.

Amostras nucleo

Figura S2: Teste de integridade do RNA extraido. A integridade do RNA
extraido foi verificada em um gel de agarose, utilizando Gel Red® (VWR,
EUA) como intercalante, onde se puderam observar as duas bandas
correspondentes as fragdes ribossomais (18S e 28S), quando o RNA esta
degradado ha a formagéo de um arraste ‘nuvem’.
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Figura S3: Western blotting para MR em amostras de citoplasma e
nucleo. Niveis de MR, por Western blotting, no nucleo e no citoplasma de
amostras de hipocampo de animais submetidos a 1, 2 e 3 dias de conflito
social e em seus respectivos controles ndo expostos a derrota social.
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APENDICE B: A COMBINAGAO DA DERROTA SOCIAL COM O
TRAUMATISMO CRANIO ENCEFALICO COMO UM MODELO DE
TEPT

INTRODUCAO

O conceito de endofénotipo foi introduzido na psiquiatria em
1973 por Irving Gottesman e J. Shields. Ele é definido como um
processo interno que pode ser medido objetivamente, idealmente de
forma robusta e confiavel, uma caracteristica que esta
frequentemente ausente no estudo do transtorno como um todo. O
estudo de endofendtipos de transtornos psiquiatricos apresenta
resultados mais confiaveis em relacéo aos achados biolégicos sem,
contudo, apresentar uma influéncia genética mais simplista que
aguela observada para o transtorno em si (Flint; Munafd, 2007).

A extincdo de respostas de medo condicionado é sugerida
como modelo de um endofenétipo do transtorno de estresse poés-
traumatico (TEPT), pois esta relacionada principalmente ao critério
B, definido na quinta edicdo do Manual Estatistico e Diagnéstico de
Transtornos Mentais da Associacdo Americana de Psiquiatria (DSM-
5, American Psychiatric Association Diagnostic and Statistical
Manual of Mental Disorders). Este transtorno é classificado no DSM-
5 como um transtorno relacionado ao trauma e ao estresse e
estabelece cinco critérios principais para o diagnéstico de TEPT: (A)
exposicdo a um evento traumatico como, por exemplo, morte,
ameaca de morte, um ferimento sério ou violéncia sexual; (B)
presenca de sintomas intrusivos, que podem se manifestar como
memodrias intrusivas do evento traumatico, sonhos angustiantes
(pesadelos), reacBes dissociatiavas ou flashbacks e respostas
fisiolbégicas e psicolégicas intensas a pistas do trauma; (C) esquiva
de estimulos que se assemelhem ao evento traumatico; (D)
alteracdes negativas de humor e cognicdo; (E) alteracbes evidentes
na excitacdo e na reatividade associadas ao evento traumético. Os
critérios adicionais para o diagnéstico estipulam que os sintomas
devem durar pelo menos mais de um més, causar sofrimento
significativo e ndo estar relacionado ao uso de henhuma substancia
ou condi¢do médica.

Logo, entender como um evento traumatico gera uma
memoria que € tdo intensa e perturbadora € central para a
investigacdo dos mecanismos neurobiolégicos do TEPT e para a
pesquisa de novas opcdes de tratamento. Neste sentido, como a
inibicdo de uma memdria de medo esta prejudicada em pacientes
com TEPT, o paradigma classico de medo associativo tem sido
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amplamente utilizado para modelar aspectos do TEPT, como a
resposta de medo condicionado exagerada, generalizacdo da
resposta de medo e prejuizos de extincdo e retencdo da extincédo
(Daskalakis; Yehuda; Diamond, 2013; Holmes; Singewald, 2013).
Diversos fatores biol6gicos podem predispor ao TEPT. Um

dos fatores mais importantes é o traumatismo cranio-encefalico
(TCE), que esta presente em 48% dos veteranos militares com
TEPT nos EUA (DSM-V) e é a principal causa de morte de jovens do
sexo masculino em paises desenvolvidos (Maas; Stocchetti; Bullock,
2008; Boto et al., 2009). O TCE ¢é definido como ‘uma alteracédo da
func@o cerebral, ou outra evidéncia de patologia encefalica, que é
causada por uma forga externa’. Onde a alteragdo da fungéo
cerebral pode ser:

v' perda ou redugdo no nivel de consciéncia,

v' perda de memobria,

v deficits neurolégicos e

v alteragBes no estado mental no momento da leséo;

Quanto a forca externa, existem quatro possibilidades

principais: (1) a cabecga ser atingida/atingir um objeto; (2) o encéfalo
sofre um movimento de aceleracdo/desaceleracdo; (3) uma leséo
penetrante; (4) forcas geradas por uma exploséo. O terceiro fator, no
diagnéstico do TCE, néo é tdo claramente definido e as evidéncias
de patologia cerebral podem incluir exames visuais,
neuroradiol6gicos ou de laboratério que comprovem dano encefélico
(Menon et al.,, 2010). Entre os parametros que confirmam dano
encefélico o mais utilizado € a investigagdo de alteragbes na
densidade ou na integridade de matéria branca através de exames
de imagem, como a ressonancia magnética (Daniels et al., 2013).

A fisiopatologia do TCE envolve uma lesdo primaria e uma
lesdo secundéria. A leséo primaria pode ser uma lesdo focal ou uma
lesdo axonal difusa dependendo do tipo de for¢a externa causadora.
A lesédo focal ocorre quando a cabeca atinge ou é atingida por um
objeto e pode se apresentar como hemorragia e/ou contusédo, tanto
no sitio do impacto quanto no pélo oposto (golpe-contragolpe). A
lesdo axonal difusa por sua vez estd presente apods lesdes por
aceleracdo/desaceleracdo e explosdo e envolve a torcdo e
compressdo de ax6nios podendo levar a completa ruptura destes
(Laskowski; Creed; Raghupathi, 2015). J4 a lesdo secundaria
envolve processos que sdo comuns a outras patologias tanto
neuroloégicas quanto psiquiatricas como a excitotoxicidade
glutamatérgica, a neuroinflamagdo e o estresse oxidativo (Loane;
Kumar, 2016).
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Como TEPT e TCE podem apresentar sintomas em comum,
principalmente relacionados a cogni¢cdo, quando eles ocorrem no
mesmo paciente (em um acidente automobilistico ou uma agresséo
sexual, por exemplo) é necessario que haja um diagndstico
diferencial entre as duas patologias. Os pontos principais de
distincdo entre elas sdo os sintomas relacionados ao evento
traumatico. Os sintomas intrusivos e a esquiva de pistas do trauma
sdo especificos do TEPT, enquanto desorientagdo persistente e
confusdo sdo mais caracteristicas do TCE (DSM-5). Porém, como
mencionado anteriormente, as caracteristicas da lesdo secundaria
do TCE também s&o encontradas no TEPT, como estresse oxidativo
aumentado, baixo grau de inflamag&@o cronica e excitotoxicidade
glutamatérgica (Prasad; Bondy, 2015). Ainda, ambos TEPT e TCE
apresentam altera¢cdes neuroanatdmicas, como uma reducdo no
volume hipocampal (Menon et al., 2010).

Além disso, ha evidéncias de que um TCE leve e o TEPT tem
um potencial aditivo em termos de sinais e sintomas, e 0 TCE é um
risco adicional para o desenvolvimento de TEPT. Principalmente
quando associado a fatores genéticos, ambientais e psicologicos
que contribuem na perturbacéo de vias neurais (Bahraini et al.,
2014).

Devido a natureza heterogénea dos agentes causais do TCE
esperam-se diversos modelos animais, enquanto alguns modelos
tentam reproduzir aspectos biomecanicos do traumatismo outros
focam nas alteracdes moleculares que se desenvolvem a partir do
impacto. Modelos que tentam reproduzir os aspectos biomecanicos
apresentam problemas de reprodutibilidade dos dados, pois ha uma
grande variacdo entre os individuos. J& aqueles que buscam
reproduzir as alteragcbes moleculares requerem uma extensa
craniotomia e, consequentemente, ndo reproduzem situacfes reais
(Xiong; Mahmood; Chopp, 2013). Os principais modelos de TCE
utilizados na literatura estéo listados na tabela 1 e hd a comparacao
entre a necessidade de craniotomia, a reprodutibilidade e a taxa de
mortalidade de cada um deles.



114

Tabela 1. Comparacao entre os principais modelos de TCE disponiveis.
Os modelos sdo comparados em relacdo a necessidade de se realizar
uma craniotomia, sua reprodutibilidade e taxa de mortalidade (baseado
em Xiong; Mahmood; Chopp, 2013).

Craniotomia

M I P
odelo necessaria?

Reprodutibilidade Mortalidade

Queda de peso

(Shohami) nao baixa baixa
Q?&g?ﬁ?: rgS)S 0 nao baixa alta
PerchIJLs”s da:)o por sim alta alta
Impacto Cortical . | .

Controlado sim alta baixa

~ ~ Precisa de .

Exploséo nao baixa

padronizacao

O modelo de queda de peso pode produzir um TCE de
diferentes intensidades com a variagdo da altura e do peso do
projetil e tem grande similaridade a situagdo em humanos. A grande
diferenca entre os modelos de queda de peso de Feeney e Shohami
em relagdo ao de Marmarou € que no ultimo uma placa metélica é
fixada ao crénio para que o impacto seja distribuido por toda a
cabeca do animal e para prevenir a fratura do cranio. Os maiores
inconvenientes dos modelos de queda de peso sdo a grande
variabilidade entre os individuos, pois fatores como 0 peso corpéreo
parecem ser determinantes na gravidade da lesdo e na influéncia
das alteracbes de pressdo intracraniana (Badri et al., 2012;
Lafrenaye; McGinn; Povlishock, 2012).

O modelo de TCE por impacto cortical controlado (ICC) é
altamente reproduzivel em termos de localizacdo e extensdo da
lesdo. Porém € necessaria uma extensiva craniotomia (4 mm de
didmetro) e trabalhos mostram que a craniotomia sozinha leva a um
perfil de resposta neuroinflamatéria similar mas menos intensa do
que aguele provocado pelo TCE (Lagraoui et al., 2012). Na tabela 2
podemos comparar a correlacdo das caracteristicas induzidas por
cada modelo em relacédo a condicao humana.
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Tabela 2. Comparacgado entre os modelos de queda de peso e impacto
cortical controlado (ICC) em relacdo as principais alteracfes
patolégicas encontradas no TCE.

x Fratura
Modelo . . Lesé&o .
Concussédo Contusao Hemorragia do
de TCE axonal A
cranio
Queda ++ + ++ + +/-
de peso
ICC + ++ + ++ -

++: alta correlacdo com a condicdo humana; +: replica a condigao
humana +/-: pode replicar a condi¢cdo humana -: ndo replica a condi¢ao
humana

Considerando que a natureza mais comum de estressores
para humanos é a psicossocial, modelos combinando um estressor
psicolégico com medidas de medo condicionado tem grande
relevancia. Hammamieh e colaboradores (2012) prop&em o estresse
por derrota social repetido como um modelo de TEPT per se, pois
ele promove alteracdes persistentes de comportamentos de medo e
tipo ansiedade que sao similares aos sintomas do TEPT
(correspondendo aos critérios D e E do DSM-5), além de altera¢cdes
cardiacas e neurogenéticas. Logo a combinacdo do protocolo de
derrota social com modelos de TCE tem potencial aditivo para se
apresentar como um bom modelo para o estudo do TEPT associado
ao TCE.
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HIPOTESE

A hipé6tese principal desta etapa do trabalho é que a
combinacdo do estresse causado pela derrota social com o
traumatismo cranio-encefalico levarialevara a prejuizos de extincado
de uma meméria de medo condicionado a uma pista sonora.

OBJETIVO GERAL

O objetivo geral deste capitulo foi estabelecer um modelo
para o endofendtipo de prejuizo de extincdo de uma memobria
aversiva através da associa¢ao da derrota social com o TCE.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

v

v

Caracterizar a resposta de medo condicionado em
animais previamente expostos a derrota social.

Aferir a concentracdo de corticosterona e mediadores
pro-inflamatorios no hipocampo 24h ap6s o TCE
causado pela queda de peso.

Estabelecer o modelo de derrota social no laboratério
EA4475, Laboratoire de Pharmacologie de Ila
Circulation Cérébrale da Universidade Paris
Descartes.

Avaliar o efeito da combinag&o da derrota social com
0 TCE causado pelo ICC sobre a extingdo de uma
memoaria de medo condicionado, apds trés semanas.
Avaliar o efeito da combinag&o da derrota social com
0 TCE causado pelo ICC sobre a marcacdo para
FluoroJade B®, apds 24h.
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MATERIAL E METODOS
Animais

Foram utilizados camundongos adultos machos das linhagens
Swiss (4 a 7 meses de idade) e C57BL/6 (10 a 14 semanas de
idade). Os animais da linhagem Swiss eram alojados
individualmente a partir dos trés meses de idade e por toda a
duracéo dos experimentos.

Nos experimentos realizados no  Laboratdério de
Neurofarmacologia (Florianépolis, Brasil), os camundongos Swiss
eram provenientes do biotério central da Universidade Federal de
Santa Catarina (UFSC), enquanto os C57BL/6 foram provenientes
de nossa coldnia, que é derivada daquela da Universidade do Vale
do ltajai (Univali). As caixas moradias estavam forradas com
maravalha de Pinus sp. e a higienizacdo foi realizada uma vez por
semana. Todos os animais tiveram acesso a agua filtrada e racao
(BioBase, Bio-Tec, Brasil) ad libitum e foram mantidos em um ciclo
de claro-escuro de 12-12h com luzes acesas as 7h. Os animais
foram mantidos em estantes ventiladas (Alesco®), separados de
acordo com a linhagem, em uma sala mantida a 22+2°C. Os
camundongos da linhagem C57BL/6 foram alojados isoladamente
uma semana antes do inicio do protocolo e por toda sua duragao.

Para o0s experimentos realizados no Laboratoire de
Pharmacologie de la Circulation Cérébrale (Paris, Franga) todos os
animais utilizados eram provenientes do Janvier Labs (Franca) e
permaneceram uma semana no biotério deste laboratério para
aclimatacao, antes do inicio dos experimentos. As caixas moradias
estavam forradas com lascas de faia (Fagus sp.) com higienizacdo
uma vez por semana. Todos os animais tiveram livre acesso a dgua
filtrada e racdo (SAFE, Franga) ad libitum e foram mantidos em um
ciclo de claro-escuro de 12-12h, com luzes acesas as 8h. Os
animais foram mantidos em estantes abertas em uma sala com
temperatura mantida constante a 22+2°C. Os camundongos da
linhagem C57BL/6J foram alojados agrupados (8-10 animais por
gaiola) devido a uma restricdo do comité de ética local e respeitando
a area minima por animal preconizada pelo Conselho Nacional de
Pesquisa do Canada (Guide for the Care and Use of Laboratory
Animals, 8th edition).

Todos os protocolos utilizados foram previamente aprovados
pelo comité de ética local (CEUA PP893) e francés.
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Derrota Social

O protocolo de derrota social foi realizado conforme descrito
no material e métodos (paginas 47 a 49), porém a dimensao das
caixas moradia foi ligeiramente diferente.

TRAUMATISMO CRANIO ENCEFALICO (TCE)

- Impacto Cortical Controlado

O impacto cortical controlado (ICC) € um dos modelos de TCE
mais utilizados, atualmente, ele envolve uma contus@o diretamente
sobre a dura-mater que recobre o cortex parietal. Os animais foram
anestesiados em uma camara de inducdo contendo 3% de
isoflurano em 100% de ar. Apds dois minutos nesta camara eles
foram transferidos para uma moldura estereotaxica (figura 1),
composta com uma mascara para manutencdo da anestesia com
1,5% de isoflurano envolvendo a presilha nasal. Uma mesa
esterotéxica coberta com uma manta aquecedora foi acoplada a
uma probe retal para o monitoramento da temperatura dos
camundongos (37 = 1°C). Nesta moldura, foram fixados através de
barras de cabeca, de forma que os timpanos sejam preservados.
ApoOs a fixagdo, a pele foi desinfectada com uma solucéo de
iodopovidona a 10% (Betadin®) e uma incisdo Unica longitudinal, de
aproximadamente um centimetro, foi realizada com um bisturi
cirdrgico. No lado esquerdo do cranio exposto foi realizada uma
craniotomia de quatro milimetros lateral a sutura sagital e entre
Bregma e Lambda, com auxilio de uma broca dental e com especial
cautela para ndo danificar a dura-méater.

Apos a craniotomia a mesa estereotéxica foi inclinada em 45°
e foi realizado o impacto com um pistilo pneumatico controlado por
um sistema digital, o impactor possuia trés milimetros de diametro e
comprimiu o cortex em uma velocidade de 3,5 milissegundos com
uma profundidade de um milimetro e tempo de contato de 50
milissegundos. Imediatamente apds o impacto, o cdortex foi resfriado
com uma solucao de salina estéril, a craniotomia foi coberta com
cera Ossea e a pele suturada. Os camundongos receberam
reposicdo volémica de 0,25 mL de salina 0,9% e puderam se
recuperar em uma camera aquecida a 28°C com livre acesso a agua
e racdo. Como controles, temos um grupo de animais naive que nao
foi submetido a nenhum protocolo cirirgico e um grupo que foi
apenas craniotomizado. Esses foram pareados quanto ao tempo de
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procedimento (tempo médio: 18 min) aos animais que receberam o
impacto.

Figura 1: Representacdo esquemaética do procedimento do ICC. A
imagem da esquerda ilustra o aparato utilizado para o ICC e a imagem da
direita representa o sitio da lesdo em uma figura esquematica de uma
seccao coronal do encéfalo de camundongos. Os camundongos sao fixados
na moldura estereotaxica através de barras de cabec¢a, uma craniotomia de
4 mm é realizada no hemisfério esquerdo entre Bregma e Lambda. O
impactor de 3 mm de didmetro é centrado na craniotomia e a velocidade,
profundidade e tempo de contato do impacto sdo controlados por um
computador. Ap6s o impacto a craniotomia € coberta com cera 6ssea e a

pele é suturada.

- Queda de peso

Um segundo modelo de TCE amplamente utilizado é a queda
de peso, neste modelo a indugdo anestésica é obtida com uma
mistura de isoflurano em oxigénio medicinal. Apds confirmacdo de
anestesia, foi realizada uma incisdo no escalpo com bisturi cirargico
para expor o cranio. Esta incisdo permitiu a identificacdo precisa do
local anatbmico de impacto, evitando a variabilidade entre os
animais. Imediatamente apdés a incisdo, o0os animais foram
transferidos para o aparato de queda de peso (figura 2), que
consistia em um tubo de ago inoxidavel (1 m de comprimento por 12
mm de diametro) através do qual um projétil de aluminio (diametro
10 mm e massa de 5 g) foi solto em queda livre de uma altura de 0,7
m, com impacto na regido parietal esquerda, lateral a sutura sagital
e posterior a sutura coronal. A ponta do projétil tinha trés milimetros
de didmetro, era livre de imperfeicdes e era revestida em borracha
macia a partir de 0,5 mm da extremidade, evitando assim um
afundamento maior que 0,5 mm no cranio. O sistema possui uma
mira que torna o0 erro para o ponto de impacto inferior a um
milimetro.
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Logo apés o TCE, os animais foram posicionados em
decubito dorsal sobre uma superficie plana e o tempo para o
endireitamento postural (isto é, o posicionamento sobre as quatro
patas), foi medido. Este parametro é considerado o equivalente da
perda de consciéncia em humanos (Franks, 2008). Imediatamente
apos a recuperacdo do reflexo postural, os animais receberam
fentanil na dose de 0,05 mg/kg (i.p.), para analgesia.

Projétil: /ﬂ

Diametro do corpo: 10 mm
Diametro do ponto de impacto: 3mm
Massa: 5g

Tubo:
Comprimento: 1m
Didmetro: 12 mm

Ponto do impacto

" ¥
Base de apoio emborrachada

\

Figura 2: Representacdo esquematica do aparato de queda de peso. O
aparato € composto por uma base de apoio emborracha posicionada abaixo
de um tubo de acgo inoxidavel com 1 m de comprimento e 12 mm de
didmetro. Através deste tubo um projétil de aluminio com 10 mm de
didmetro, massa de 5 g e com uma ponta de trés milimetros de diametro foi
solto em queda livre de uma altura de 0,7 m, com impacto na regido parietal
esquerda, lateral a sutura sagital e posterior a sutura coronal - ilustrado no
detalhe (Figura baseada em Oliveira, 2013).

Uma hora apdés o TCE todos os camundongos foram
submetidos ao Escore Neuroldgico de Severidade (Neurological
Severity Score), que é uma escala de avaliagdo sensdrio-motora
utilizada em modelos animais de TCE (Beni-Adani et al., 2001; Flierl
et al., 2009). A escala é composta por 10 itens relacionados a
reflexos, marcha, forca motora e equilibrio, sendo que a falha em
completar um item soma um ponto. Quanto mais alto o escore total
final, maior o comprometimento neurolégico. Um camundongo
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saudavel tende a realizar todas ou quase todas as tarefas com
facilidade.

Labirinto em cruz elevado

O labirinto em cruz elevado (LCE, Lister, 1990) consiste de
dois bracos abertos opostos (30 x 5 cm) e dois fechados (30 x 5 x 15
cm), também opostos, elevados a 45 cm do nivel do chdo. Os
bracos abertos apresentam uma barra lateral de 0,25 cm como
protecdo, evitando a queda dos animais; os animais foram
colocados individualmente no centro do LCE com a cabeca voltada
para um dos bragos abertos e seu comportamento avaliado durante
5 min utilizando uma camera infravermelha e o software ViewPoint®.
Os parametros comportamentais avaliados foram: numero de
entradas e tempo de permanéncia dos animais nos bragos abertos e
fechados do aparato.

Medo condicionado contextual

- Protocolo experimental — Brasil:

Para testar a aquisicdo, a expressdao e a extincdo de
memdarias aversivas utilizou-se um paradigma de condicionamento
Pavloviano em uma caixa de esquiva ativa (Insight®, Ribeirdo Preto,
SP, Brasil), com piso gradeado, trés paredes de acrilico opaco cinza
e parede frontal e tampa de acrilico transparente. No primeiro dia,
ap6s um periodo de habituagdo de trés minutos, os animais foram
expostos a seis choques elétricos nas patas (0,5 mA, 2 s), o
intervalo entre as tentativas foi de 30s. A caixa foi limpa com uma
solugéo de baunilha em &lcool 70% entre os animais. No segundo
dia os animais foram reexpostos a caixa de condicionamento, porém
na auséncia de choques e do tom, neste dia a caixa foi novamente
limpa com uma solucdo de baunilha em &lcool 70% (medo
condicionado ao contexto).

- Protocolo experimental — Franca:

Os animais foram posicionados individualmente em uma das
quatro caixas de condicionamento alocadas dentro de uma camara
ventilada de isolamento sonoro. Esta camera foi higienizada com
alcool 70% e um odor de baunilha a 0,01% foi adicionado as
camaras de condicionamento. ApGs o periodo de habituagéo de trés
minutos os camundongos foram expostos a seis pareamentos de
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estimulos condicionados (2.5 kHz, 85 dB, 30 s) e incondicionados (2
s, 0.5 mA), o intervalo entre os pareamentos foi de dois minutos. No
dia seguinte os animais foram expostos a uma nova camara, sem o
odor de baunilha, onde foi testado o medo associado a pista auditiva
e a sua extincao, para tal foram utilizadas 40 exposicdes ao estimulo
condicionado com um intervalo de 5 s entre as exposicdes. Este
procedimento foi repetido apés 24h para testar a retencdo da
extincdo da meméria de medo (figura 3).

A medida comportamental utilizada foi o congelamento, sendo
que na aquisicdo este comportamento foi medido por uma
observadora treinada e cega para 0s grupos experimentais, para as
medidas no novo contexto foi utilizada uma camera infravermelha e
o software ViewPoint®.

24h 3 semanas LELE Condicionamento
Derrota social ICC e extingao

Figura 3: Esquema do protocolo experimental para avaliagcdo dos
déficits de extincdo em camundongos submetidos a derrota social e ao
TCE por ICC. TP: Teste de Particdo; ICC: impacto cortical controlado; LCE:
labirinto em cruz elevado.

Ensaios bioldgicos

- Analise histoquimica

Os animais foram perfundidos com solu¢do salina 0,9% e
EDTA 5 mM por cinco minutos seguidos da perfusdo com
paraformaldeido 4% (em tampé&o fosfato, pH=7,4) por cinco minutos.
Em seguida, os cérebros foram removidos e mantidos em solucéo
de sacarose 30% (em tampao fosfato) por 24h para crioprotecéo.
Posteriormente, os cérebros foram congelados em uma solucéo de
2-metilbutano e entdo mantidos em freezer -80°C até o momento da
seccdo. Os encéfalos foram cortados, toda a extensdo da lesédo no
nivei de Bregma -0.82 a -3.82 (figura 4), em criostato (Leica,
Alemanha) a uma espessura de 35 pm e coletados em laminas
previamente gelatinizadas (cinco cortes por lamina) as laminas
foram secas em temperatura ambiente por 20 min e entdo
armazenadas em freezer -20°C.

Os cortes fixados as laminas através de um banho em
solucdo de PFA 4% (em tampédo fosfato (PBS), pH=7,4) e,
posteriormente, lavadas duas vezes em PBS e entdo foram secos
em uma chapa quente a 50°C por 30 min. ApGs a lavagem, os
cortes foram re-hidratados em banhos subsequentes de etanol nas
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concentracdes 100, 70 e 35% por 5 min em cada solucdo seguidos
de 5 min em agua milli-Q. Para reduzir o fundo (background) todas
as laminas foram submersas em uma solucéo de permanganato de
potassio (KMnO6 0.06%) por 10 min sob leve agitacdo e depois
lavadas duas vezes em agua milli-Q por 2 min. Entdo, as laminas
foram transferidas para cubetas de porcelana onde foram incubadas
com a solucdo 0.0004% de FluoroJade B (FJB, Millipore, ref.
AG310, 2584444) em &acido acético 0,1% acrescida de DAPI a
0,01% (Millipore, ref. 268298) por 20 min. Apés a incubacéo, as
lAminas foram lavadas trés vezes em agua milli-Q por 1 min e foram
secas em uma placa quente a 50°C por 15 min, ao abrigo da luz.
Quando secos, os cortes foram clarificados por imersdo em tolueno
e montadas com o meio DPX (Schmued; Hopkins, 2000).

A marcacdo foi avaliada em uma secc¢éo de cada lamina e em
todas as laminas e as regifes analisadas foram o cértex e o
hipocampo esquerdo (ipsilateral a lesdo). As imagens foram
adquiridas utilizando o escéner Axio Scan® (Zeiss, Alemanha). A
guantificacdo das células positivas foi realizada de forma semi-
automatizada no software Zen blue edition (Zeiss, Alemanha), onde
assinalamos as células positivas que foram contabilizadas pelo
software.

Figura 4: Representacdo esquematica da regido cerebrtal analisada
pela técnica histolégica FIB. A regido contendo o sitio da leséo de 3 mm,
no cortex parietal esquerdo, entre Bregma e Lambda, foi cortado no sentido
coronal em criostato (Leica®). As fotomicrografias representam o inicio
(Bregma 0) e o final (Lambda 0) da area de interesse, o epicentro da lesao
em Bregma -2.0, também esta representado (imagens adaptadas do MBL
mouse brain atlas, disponiveis em www.mbl.org).


http://www.mbl.org/
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24h 24h
Derrota social ICC Perfusdo
Figura 5: Esquema do protocolo experimental para avaliacdo de
FluoroJade B® em camundongos submetidos a derrota social e ao
TCE por ICC. TP: Teste de Parti¢cdo; ICC: impacto cortical controlado; FJB:
FluoroJade B

- Dosagem de corticosterona, substancia P e citocinas

As medidas de corticosterona, substancia P, IL-1B e TNF-a
nos hemisférios hipocampais contra e ipsilateral a lesdo foram
realizadas através da utilizacdo de kits comerciais conforme descrito
nas paginas 55 a 57 (figura 6).

TCE KU Escore neurolégico Katll Eutanasia Dosagem de citocinas
Hipocampo
Hemisfério direito >
contralateral )
Hemisfério esquerdo > Cortlcgste;rona
ipsilateral Substancia P

IL-1B
TNF-a

Figura 6: Esquema do protocolo experimental para investigacdo da
inflamag¢é&o desencadeada pelo TCE.

Andlises estatisticas

Todas as medidas foram analisadas em relacéo a distribuicdo
e normalidade utilizando o teste de Kolmogorov-Smirnov. Em casos
onde a distribuicAo n&o foi normal foi realizada a exclusdo de
outliers através do método de média aparada (animais acima ou
abaixo de dois desvios padrdes da média sdo excluidos). A analise
do escore neuroldgico e do teste de particéo foi realizada através de
test t de Student ndo pareado, utilizando o software GraphPad
Prism® v 5.01 (GraphPad Software Inc., EUA).

As analises do comportamento no LCE e no medo
condicionado foram avaliadas através da andlise de variancia
(ANOVA) de duas vias, onde as variaveis independentes foram o
estresse (controle vs derrotado) e a cirurgia (naive vs craniotomia vs
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TCE). A contagem das células FJB positivas no cortex e o tamanho
da area da lesdo foram analisadas por ANOVA de duas onde as
variaveis independentes foram o estresse (controle vs derrotado) e a
cirurgia (craniotomia vs TCE). J& a contagem de células FJB
positivas nas sub-regides do hipocampo foi analisada pelo teste de
Kruska-Wallis seguido do teste de Dunn.

A analise da expressédo de mediadores pro-inflamatoérios apés
o TCE foi realizada através de uma ANOVA de duas vias, onde os
fatores independentes foram o hemisfério cerebral (ipsi vs
contralateral) e a lesdo (sham vs TCE).

As ANOVAS foram seguidas do teste post hoc de Newman-
Keuls quando apropriado, utilizando o software Statistica v.7
(StatSoft Inc., EUA) e valores de p menores que 0,05 foram
considerados significantes.

Todos os gréaficos foram produzidos no programa GraphPad
Prism® v 5.01 (GraphPad Software Inc., EUA).
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RESULTADOS

Caracterizacdo da resposta de medo condicionado em animais
previamente expostos a derrota social

Os animais submetidos a derrota social apresentam maior
expressdo de medo contextual (figura 7) nos primeiros cinco
minutos de teste [F(3,39)=6,299; p<0,00001] quando submetidos ao
condicionamento 48h (A) apés a derrota social mas ndo apos 21
dias (B) [F(3,39)=1,691; p=0,18]. A resposta de congelamento reduz
ao longo do protocolo em ambos os testes [A: F(3,39)=158,45;
p<0,00001; B: F(3,39)=27,273; p<0,00001] mas néo apresenta efeito
geral do estresse [A: F(1,13)=4,080; p=0,06; B: F(1,13)=2,088;
p=0,17].

A B
1004
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< 804 - Derrotado  go
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5 10 15 20 5 10 15 20
min min

Figura 7: Resposta de congelamento ao contexto em camundongos
submetidos ao protocolo de derrota social 2 (A) e 21 dias (B) antes do
condicionamento de medo. Camundongos C57BL/6 machos foram
submetidos ao protocolo de derrota social, seguido do teste de particdo e
posteriormente expostos ao condicionamento de medo contextual e a
avaliacdo da expressdo e extingdo da resposta de medo ao contexto.
Resultados expressos como média + e.p.m. e analizados por ANOVA de
duas vias seguida do teste post hoc de Newman-Keuls. *p<0,05 (n=7-
8/grupo).
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Concentracdo de corticosterona e mediadores pré-inflamatérios no
hipocampo 24h apés o TCE

O escore neuroldgico é uma ferramenta validada para
confirmar a ocorréncia do TCE no modelo de queda de peso, como
demonstrado na figura 8 o escore de prejuizo neurolégico aumenta
nos animais que sofreram o TCE [T(15)=2,773; p=0,01]. O tempo de
recuperacao, que é relacionado ao tempo de perda de consciéncia
em humanos, também esta aumentado no grupo que sofre o TCE
[T(15)=2,829; p=0,01].
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Figura 8: Escore neurolégico e tempo de recuperagcdo de
camundongos que sofreram um TCE comparado ao seu controle
apenas anestesiado. Camundongos C57BL/6 machos de 3 meses de
idade foram anestesiados em uma camara saturada com isoflurano por 30
s, tiveram o cranio expostos e foram submetidos ao TCE por queda de
peso, nos animais sham o peso estava ausente. Imediatamente apoés o
impacto os animais foram colocados em decubito dorsal e o tempo para
recuperacao do reflexo postural foi contabilizado. Apés 1h todos os animais
foram testados em uma bateria de testes neurolégicos para o
estabelecimento do escore, a falha em realizar uma tarefa soma 1 ponto.
Resultados expressos como média + e.p.m. e analisados por um teste t de
Student nédo pareado. *p<0,05 (N=6-8/grupo).
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Ndo foram encontradas diferencas entre os hemisférios
[F(1,8)=0,379; p=0,55], nem entre os grupos [F(1,8)=1,829; p=0,21]
em relacdo aos niveis de corticosterona no hipocampo (figura 9),
também nao houve interacdo entre os fatores [F(1,8)=0,333;
p=0,58].

40000+
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30000- = TCE

200004

g

Contralatera Ipsilateral
Hemisfério

Corticosterona
(pg/mL)

Figura 9: Andlise da concentracdo de corticosterona no hipocampo de
camundongos que sofreram TCE. Camundongos C57BL/6 machos de 3
meses de idade foram anestesiados em uma cémara saturada com
isoflurano por 30 s, tiveram o cranio expostos e foram submetidos ao
traumatismo cranio-encefélico (TCE) por queda de peso, nos animais sham
0 peso estava ausente. 24h ap6s o TCE os animais foram eutanasiados e
os hemisférios hipocampais coletados para andlise por ELISA (n=3/grupo).
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Os niveis de substancia P estdo aumentados no hemisfério
ipsilateral ao TCE [F(1,8)=4,32; p=0,07], a ANOVA revela um efeito
do hemisfério analisado [F(1,8)=16,11; p=0,004] porém n&o do fator
independente grupo [F(1,8)=1,99; p=0,19]. Em relacdo as citocinas
pré-inflamatérias TNF-a [trauma: F(1,8)=1,853; p=0,22; hemisfério:
F(1,8)=2,021; p=0,20; interacdo: F(1,8)=0,026; p=0,87] e IL-1B
[trauma: F(1,8)=0,021; p=0,88; hemisfério: F(1,8)=0,0009; p=0,97;
interacdo: F(1,8)=0,00; p=0,95] ndo foram encontradas quaisquer
diferencas (figura 10).
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Figura 10: Anélise da concentragao de substancia P, TNF-a e IL-1B no
hipocampo de camundongos que sofreram traumatismo cranio-
encefalico (TCE). Camundongos C57BL/6 machos de 3 meses de idade
foram anestesiados em uma camara saturada com isoflurano por 30 s,
tiveram o cranio expostos e foram submetidos ao TCE por queda de peso,
nos animais sham o peso estava ausente. 24h ap6s o TCE os animais
foram eutanasiados e os hemisférios hipocampais coletados para analise
por ELISA (n=3/grupo).
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Estabelecendo o modelo de derrota social no Laboratoire de
Pharmacologie de la Circulation Cérébrale

A estratégia comportamental adotada pelos intrusos foi
anotada ao longo dos trés dias de derrota social e observamos uma
frequéncia similar aquela observada no Brasil, onde o
comportamento mais frequente € a postura de submissdo (60%),
seguida da tentativa de fuga (36%), sendo que estas duas
estratégias co-ocorreram em 14% dos casos. Em 7% dos confrontos
ndo houve ataque e as estratégias menos frequentemente adotadas
foram a imobilidade (9%) e o congelamento (1%). Utilizando os
mesmos valores previamente estabelecidos obtivemos o escore
comportamental dos animais frente & derrota social (figura 11).
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Figura 11: Estratégia comportamental adotada pelos intrusos quando
frente ao ataque fisico. 56 camundongos machos da linhagem C57BL/6J
foram submetidos a derrota social ao longo de trés dias, a partir da soma
das notas atribuidas a cada comportamento obtivemos um escore
comportamental médio de 11 pontos a todos os animais submetidos a
derrota social.
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No dia seguinte a ultima derrota social foi realizado o teste de
particdo (figura 12), onde o teste t de Student revelou uma reducéo
na frequéncia de entradas [T(78)=2.284; p=0,02] e no tempo de
permanéncia [T(76)=2.430; p=0,009] na area da barreira no grupo
derrotado em relacdo ao controle. Imediatamente apds o teste de
particdo, os animais foram subdivididos entre naive, craniotomia e
TCE. Os grupos craniotomia e TCE foram submetidos ao
procedimento de craniotomia e craniotomia seguida do ICC,
respectivamente.
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Figura 12: Exploracdo da barreira por camundongos submetidos ao
protocolo de derrota social. Os animais foram submetidos a 3 dias de
derrota social por 3h seguidos pela andlise no teste de particdo no quarto
dia. Resultados expressos como media * e.p.m. e analisados por teste T de
Student nédo pareado *p<0,05 (n=36-44/grupo).
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Apés trés semanas, todos os grupos foram testados no
labirinto em cruz elevado por 5 min. A ANOVA de duas vias revelou
uma reducdo no tempo de permanéncia nos bracos abertos (figura
13) causado pelo estresse [F(1,56)=4,708; p=0,03; derrotado <
controle], mas nenhum efeito da cirurgia [F(2,56)=0,91; p=0,41], ou
da interacdo entre os fatores [F(2,56)=0.32; p=0,73] foi encontrado.
além disso, nenhuma diferenca foi encontrada na frequéncia de
entradas nos bracos abertos [estresse: F(1,56)=3,581; p=0,06;
cirurgia: F(1,56)=0,613; p=0,58; interacéo: F(2,56)=0,781; p=0,46] e
fechados [estresse: F(1,56)=0,005; p=0,95; cirurgia: F(1,56)=2,363;
p=0,10; intera¢&o: F(2,56)=0,317; p=0,73] do LCE.
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Figura 13: Exploracdo dos bragos abertos e fechados do LCE trés
semanas apds a derrota social e o traumatismo cranio-encefélico
(TCE). Tempo gasto e entradas nos bracos abertos, em porcentagem, e
frequéncia de entradas nos bracos fechados de camundongos C57BL/6J 3
semanas ap0s a derrota social e o TCE. Resultados expressos como media
* e.p.m. e analisados por ANOVA de duas vias *p<0.05. (n= 9-11/grupo).

Combinacédo da derrota social com o TCE causado pelo ICC sobre a
extincdo de uma memoéria _de medo condicionado, apds trés
semanas.

Dois dias apds o LCE todos os animais foram submetidos ao
condicionamento de medo associado a um tom (figura 14), todos os
grupos adquiriram a resposta de medo a pista auditiva, chamado de
estimulo condicionado (EC) [F(5,270)=77,490; p<0,0001] sem que
houvesse diferenca entre os grupos [F(10,270)=0,732; p=0,50]. Nos
dois dias subsequentes, os animais foram testados em um novo
contexto para a resposta de medo condicionada ao EC. Todos o0s
grupos apresentam uma alta resposta de congelamento no inicio da
sessdo que decai ao longo da exposicao ao EC [F(11,594)=46,214;
p=0,00001], mas nao ha diferenca entre os grupos [F(2,54)=2,144;
p=0,13]. No terceiro dia, os dois primeiros minutos sao utilizados
como parametro de retencdo da extincdo dessa memoéria, mas




133

também neste pardmetro nenhuma diferenca foi encontrada entre os
grupos [F(2,54)=0,861; p=0,43].
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Figura 14: Resposta de medo a pista auditiva condicionada, ao longo
do condicionamento e durante as sessfes de teste. Apds trés semanas
da derrota social e do traumatismo cranio-encefélico (TCE), foi avaliada a
resposta de congelamento ao estimulo condicionado (EC) sonoro durante o
condicionamento e durante a sessdo de treinamento de extingao.
Resultados expressos como media + e.p.m. e analisados por ANOVA de

duas vias e com medidas repetidas para o condicionamento e treinamento
de extingéo.
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Para analisar se ocorreram deficits de extincdo da meméria
de medo associativa foi calculado um indice de extincdo que é a
diferenca media da resposta de congelamento nos 6 primeiros
minutos da sessdo um em relagéo a segunda (figura 15). A ANOVA
de duas vias nédo revelou nenhum efeito significante [F(2, 54)=0,545;
p=0,58].
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Figura 15: Indice de retencdo da extingdo. Reducdo, em porcentagem,
entre a primeira e a segunda sessdo de treinamento de extingdo da
resposta de medo associada a pista auditiva em camundongos submetidos
a derrota social e traumatismo cranio-encefélico (TCE) trés semanas antes.
Resultados expressos como média + e.p.m. e analisados por ANOVA de
duas vias (n=9-11/grupo).

Efeito_da combinacdo da derrota social com o TCE causado pelo
ICC sobre a marcacao para FluoroJade B

A expressdo de FJB em células no cortex e hipocampo
esquerdos (ipsilateral & les&o) foi analisada 24h apds o TCE. A area
da lesao cortical contendo as células FJB positivas foi delineada e
medida, quando comparamos a extensdo da lesédo entre os grupos
observamos um efeito claro do grupo [F(1, 25)=38,102; p=0,000001;
TCE > craniotomia], mas sem efeito significante do estresse [F(1,
25)=2,829; p=0,10] e apenas com uma tendéncia a interagcdo entre
os fatores [F(1, 25)=3,477; p=0,07], conforme representado no
grafico superior direito da figura 16. O numero de células FJB
positivas foi contado de maneira semi-automatizada e apresenta
efeito significante da cirurgia [F(1, 25)=19,191; p=0,0002; TCE >
craniotomia], mas ndo do estresse [F(1, 25)=0,385; p=0,54] ou da
interacéo entre os dois fatores [F(1, 25)=1,312; p=0,26].
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Figura 16: Expressdo de células positivas para a coloragdo por
FluoroJade B® (FJB) e quantificacdo das células positivas e da area
que as contém. Camundongos C57BL/6J foram submetidos a derrota
social, seguida do TCE e utilizados para a avaliagdo da expressédo de FJB
no cértex e hipocampo ao longo da lesdo. Resultados expressos como
média *+ e.p.m. e analisados por ANOVA de duas vias seguida do post hoc
de Newman-Keuls quando apropriado. *p<0,05 em relagdo ao grupo
craniotomia #p<0,05 em relagdo ao grupo controle (n=7-8/grupo).
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As células positivas presentes no hipocampo ipsilateral a
lesdo também foram contadas (figura 17), e a andlise Kruska-Wallis
revelou efeito significante da cirurgia [H(3,30)=19,684; p=0,0002;
TCE > craniotomia].
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Figura 17: Expressdo e quantificacdo de células positivas para a
coloracdo por FluoroJade B® (FJB) no hipocampo esquerdo.
Camundongos C57BL/6J foram submetidos a derrota social, seguida do
traumatismo cranio-encefalico (TCE) e utilizados para a avaliagdo da
expressao de FJIB no hipocampo ao longo da lesdo. Resultados expressos
como mediana = intervalo interquartil e analisados pelo teste de Kruskal-
Wallis seguida do teste post hoc de Dunn. **p<0,001 em relagdo ao grupo
craniotomia (n=7-8/grupo). GD gr: camada granular do giro denteado; GD
hil: hilus do giro denteado; TCE: traumatismo cranio encefalico.
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DISCUSSAO

Nés observamos que o estresse social sensibiliza os animais
em relagdo ao medo contextual (figura 7) quando os protocolos séo
realizados em sequéncia, mas esta resposta nao persiste com um
intervalo de trés semanas entre os protocolos. Ainda pudemos
estabelecer com sucesso o modelo de TCE pela queda de peso na
linhagem C57BL/6 (figura 8) e observamos uma alta concentracéo
de substancia P no hipocampo ipsilateral a lesdo, sem, contudo
alterar a expressao de glicocorticoides e citocinas pré-inflamatérias
(figuras 9 e 10).

Durante o periodo de estagio de doutorado no Laboratério de
Farmacologia da Circulagdo Cerebral da Universidade Paris
Descartes pudemos estabelecer o mesmo protocolo de derrota
social utilizado no Laboratério de Neurofarmacologia (figuras 11 e
12) e demonstramos pela primeira vez que o efeito tipo ansiogénico
da derrota social persiste até 18 dias apds a derrota social (figura
13).

A combinacado entre o estresse social e o TCE causado pelo
impacto cortical controlado ndo provocaram altera¢des na aquisicéo,
expressdo e extingdo de uma memoéria de medo associada a um
estimulo sonoro condicionado (figuras 14 e 15). Porém, 24h apés o
trauma, ha uma maior proporcéo de células em sofrimento no grupo
TCE do que no grupo apenas craniotomizado, tanto no cortex
quanto no hipocampo esquerdo (figuras 16 e 17). Além disso, a
combinacgéo do estresse social com o ICC parece levar a uma maior
leséo cortical.

A diferenca de congelamento entre os grupos controle e
derrotado nos primeiros cinco minutos da exposicdo ao contexto
condicionado sugere uma maior expressdo da memdria contextual
aversiva, no grupo exposto previamente ao estresse social. Porém,
sem causar prejuizos na extingdo desta memoria ao longo da
sessdo. Outros grupos também mostraram alteragdes nas respostas
de medo condicionado apds a derrota social, onde animais
vulneraveis a derrota social apresentam uma maior resposta de
medo condicionado a pista auditiva apos 10 dias (Chou; Huang;
Hsu, 2014). No entanto, os animais derrotados discriminaram melhor
entre ambientes neutros e condicionados do que animas controle e
resistentes a dois dias de derrota social (Dulka et al., 2015). Como a
memoria de medo contextual € hipocampo-dependente (Phillips;
LeDoux, 1992) e a resposta ndo persiste quando ha um intervalo de
trés semanas entre o estresse social e o condicionamento, podemos
inferir que esta resposta € dependente dos glicocorticoides, pois
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estes facilitam a formacdo de uma memodria aversiva contextual
através dos GRs (McEwen, 2007).

A partir de ajustes na distancia e na massa do projétil
pudemos estabelecer o modelo de TCE pela queda de peso, em
colaboracdo com o Laboratério de Ciéncias Médicas — CCS —
UFSC, na linhagem de camundongos C57BL/6. Apesar de néo
termos encontrado diferencas nos niveis de corticosterona, IL-1p e
TNF-a, provavelmente devido a janela temporal investigada,
pudemos observar que ha uma maior expresséao de substancia P no
hemisfério da lesdo. Outros grupos jA demonstraram uma maior
expressdo de substancia P no encéfalo de ratos submetidos ao TCE
(Donkin et al., 2009; Carthew; Ziebell; Vink, 2012) e os beneficios do
tratamento com antagonistas do principal receptor da substancia P,
NK1 (Donkin et al., 2011; Corrigan et al., 2012). Além disso, 0s niveis
de substancia P no liquido cefalorraquidiano sdo utilizados como
parametros clinicos para prever a severidade e mortalidade ap6s um
TCE (Lorente et al., 2015).

Infelizmente, ndo tivemos animais em numero suficiente para
realizar o protocolo comportamental combinando a derrota social e o
TCE experimental pela queda de peso e investigar a influéncia dos
niveis elevados de substancia P em longo prazo e sua
potencializacdo pelo estresse social no presente trabalho.

O protocolo de derrota social apresentou caracteristicas
comportamentais semelhantes no Laboratoire de Pharmacologie de
la Circulation Cérébrale daquelas encontradas no Laboratério de
Neurofarmacologia. As estratégias adotadas frente ao ataque fisico
apresentaram o mesmo perfil de prevaléncias com postura de
submissédo e tentativa de fuga sendo os comportamentos mais
comumente expressos. No teste de particdo, apesar da alta
exploracdo alta da area da barreira pelo grupo derrotado ela é ainda
menor que a do grupo controle. Esta maior exploracdo da barreira
parece ser devida aos diferentes materiais utilizados (placa de
acrilico transparente perfurado vs. placa aramada), pois a placa
amarada pode ser escalada e representa uma possivel estratégia de
fuga para so animais.

O protocolo de derrota social levou a um perfil
comportamental tipo-ansioso no labirinto em cruz elevado, como
observado pela reducdo no tempo de permanéncia nos bracgos
aberto e uma tendéncia a reducéo da frequéncia de entradas (figura
13). Esse achado corrobora dados prévios de nosso laboratério,
onde Santos (2015) mostrou um perfil tipo-ansioso no labirinto em
cruz elevado 24h apés a derrota social. A ansiedade generalizada é
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uma caracteristica do TEPT e, portanto, reforca o potencial deste
protocolo para o estudo de caracteristicas do TEPT.

Contudo, um prejuizo na extincdo de memorias de medo é
uma caracteristica mais especifica ao TEPT que a ansiedade
generalizada (Blechert et al., 2007), visto que é parte do espectro de
sintomas intrusivos (DSM-5). Trabalhos prévios do grupo de
Raymond Mongeau, nosso colaborador na Universidade Paris
Descartes, mostram que o TCE experimental utilizando o modelo de
ICC produz prejuizos na extingdo de uma meméria de medo
associativa em longo, mas ndo de curto prazo (figura 18). Além
disso, seus dados observam um aumento nos comportamentos de
risco e um prejuizo na velocidade do processamento cognitivo
(medido no teste de Barnes). Ainda, alteracdes na matéria branca
cerebral foram encontradas em estruturas do sistema limbico, como
hipocampo e amigdala trés meses apds o TCE, essas alteracdes
podem estar correlacionadas com as alteragbes comportamentais
observadas (Mongeau et al., 2015), como mostrado abaixo.
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Figura 18: indice de extin¢éo dois dias (A) e seis semanas (B) apos o
condicionamento. Reducdo da resposta de congelamento de
camundongos C57BL/6J machos que sofreram ICC ou craniotomia quando
comparados aos animais naives. Resultados expressos como média +
e.p.m. e analisado por ANOVA de uma via seguida do post hoc de
Newman-Keuls *** p<0.001 em comparagdo ao grupo naive # p<0.05 em
comparagdo ao grupo craniotomia (reproduzido com permisséo do autor -
Mongeau et al., Eur. Col. Neuropsychopharmacol., 2015).

Outro grupo demonstrou recentemente a influéncia do
estresse social na resposta ao TCE no comportamento (ansiedade e
memoaria), nivel de monoaminas, parametros de estresse oxidativo e
ativacdo do eixo HPA. Intera¢cBes sociais positivas atenuam a leséo
secundaria do TCE quando comparadas a camundongos isolados
ou subordinados socialmente (Doulames et al., 2015). Em ratos, a
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ativacdo de GRs pelos glicocorticoides liberados em resposta a
derrota social leva a um comportamento tipo-ansioso (Davies et al.,
2016) e a potencializacdo das respostas tipo-ansiosas, de medo
condicionado e gerou prejuizo na extincdo da memoéria de medo
contextual associadas com uma elevacdo nos niveis de
monoaminas nas estruturas do sistema limbico (Fox et al., 2016).

A partir destes dados elaboramos a hipétese de que a
associacdo do estresse social com o TCE levaria ao aparecimento
deste déficit em um menor intervalo, apés o trauma. Porém, em
nossas condi¢cbes experimentais, o TCE néo alterou a aquisicdo ou
extingdo das memorias de medo associativo. Embora o ICC permita
que os parametros do impacto sejam consistentes, principalmente
no eixo dorsoventral, podem ocorrer pequenas variagdes na posi¢éo
anteroposterior.

Essas variagdes na exata localizacdo da lesdo podem explicar
a variabilidade encontrada nos grupos que sofreram TCE. Pois a
regido da craniotomia compreende toda a extensdo do hipocampo e
as porcdes ventral e dorsal do hipocampo tem fungdes distintas. O
hipocampo dorsal esta relacionado a funcdo cognitiva e identificagdo
de padrBes enquanto o ventral € mais relacionado com emocdes e a
resposta ao estresse (Fanselow; Dong, 2010; Kesner, 2013). Além
disso, regides mais laterais do hipocampo dorsal (CA2) tem sido
implicadas na memoria social (Hitti; Siegelbaum, 2014). Desta
forma, o epicentro da lesdo na regido dorsal do hipocampo pode
atrapalhar a discriminacdo de padrdo levando a uma generalizacdo
da resposta de medo. J& o epicentro na porcdo ventral do
hipocampo interfere com o processamento emocional, a resposta ao
estresse e ativacdo do eixo HPA. Ainda, a lesdo de conexdes
neurais entre o hipocampo e o coértex frontal pode impedir a
influéncia do estresse social sobre a extingdo da resposta de medo
(Cenquizca; Swanson, 2007).

Em paralelo com o experimento ao experimento
comportamental, grupos independentes de animais foram
eutanasiados 24h apds o TCE para analise histologica da expressao
de FJIB.

E importante mencionar que os efeitos bioldgicos associados
com a lesdo secundaria associada ao TCE sdo mediados, ao menos
em parte, por uma combinagdo de respostas inflamatorias e
processos excitotoxicos. Isso poderia levar a um excesso de
glutamato liberado pelas células danificadas, o que causa um
aumento no influxo de ions calcio e sédio acompanhado de uma
sobrecarga de radicais livres que podem levar ao sofrimento e morte
celular (Bales et al., 2009).
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O estresse social por sua vez produz alterac@es fisiolégicas
que sao consistentes com a estimulacao repetida do eixo HPA e do
sistema nervoso autbnomo simpatico, além de apresentar células
em sofrimento no hipocampo em curto prazo (Hammamieh et al.,
2012; Cho et al., 2014; Chakraborty et al., 2015; Santos, 2015) e
uma reducado das espinhas dendriticas dos neurdnios piramidais do
coértex pré-frontal a longo prazo (Hammamieh et al., 2012).

Logo, nés supomos que uma potencializacdo dos processos
neurodegenerativos induzidos pelo TCE seria induzida pelo estresse
social que poderia ser observada em curto prazo apés o TCE. O
FJB € um corante anionico que é especifico para neurdnios em
degeneracgdo (Hopkins, Wang, Schmued, 2000; Schmued; Hopkins,
2000; Ye et al.,, 2001), e outros grupos demonstraram uma maior
marcacao de FJB apés o TCE (Sato et al., 2001; Anderson et al.,
2005; Helmich et al., 2005). Logo, este foi o marcador escolhido
para avaliar o efeito da associagdo entre o estresse social e o TCE
no cortex e hipocampo no hemisfério esquerdo.

Observamos um grande numero de células positivas no coértex
e no hipocampo dos grupos TCE em relacdo aos grupos
craniotomia. O grupo craniotomia tem células positivas mais
localizadas proximo & regido da craniotomia e no limite do coértex, os
grupos TCE apresentam uma lesdo extensa no cértex esquerdo e
pudemos medir a area, mostrando que nesta medida o estresse teve
um efeito discreto em aumentar a lesdo cortical sem aumentar
significativamente o numero de células positivas.

O estresse ndo teve influéncia no nimero de células FJB
positivas no hipocampo, mas ha uma discrepancia entre as sub-
regibes hipocampais em relagdo ao numero de células. A
predominancia de células no giro denteado pode ser explicada pelo
fato que esta regido hipocampal recebe a maior parte das aferéncias
corticais e subcorticais, sendo a primeira regido a receber projecées
de outras estruturas do sistema limbico em resposta ao estresse (Fa
et al., 2014). Além disso, a camada subgranular do giro denteado é
um importante centro de neurogénese espontédnea, € 0S NoOvVoS
neurdnios sdo altamente suscetiveis ao estresse (Schoenfeld;
Gould, 2012).

Dados preliminares de imunomarcacgao para a proteina acida
fibrilar da glia (GFAP, do inglés glial fibrillary acidic protein) indicam
uma astrogliose quatro semanas apés o ICC, quando comparados
aos outros grupos. Portanto, ha a possibilidade que a perda de
neurbnios observada 24h apds o trauma seja compensada pela
astrogliose.
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E importante levar em consideracdo o intervalo entre o
estresse social e o TCE, e, no nosso caos, nos utilizamos um
intervalo de 24h. E possivel que um intervalo mais longo pudesse
produzir respostas comportamentais bastante diferentes devido a
cinética dos mediadores da resposta ao estresse e a ativacao do
sistema nervoso autbnomo que podem influencia na resposta
inflamatéria (Pfau; Russo, 2015; Joéls; Baram, 2009).

O que podemos concluir com essa etapa do trabalho é que o
estresse social e o TCE tem potencial aditivo, porém a cinética desta
interacdo precisa ser mais bem explorada. Como, por exemplo,
expor 0os animais ao estresse social apds o TCE, como um gatilho,
pois j& mostramos o efeito do estresse sobre respostas de medo
condicionado contextual com um menor intervalo de tempo entre a
derrota social e o condicionamento pavloviano. Ainda, a lesdo
secundéria apés o TCE envolve uma inflamag&o crénica (Jin et al.,
2012; Lagraoui et al., 2012) que pode ser potencializada pelo
estresse social, ja que este também leva a uma resposta
inflamatéria (Reader et al., 2015).
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