UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARINA
CENTRO DE CIENCIAS BIOLOGICAS
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM NEUROCIENCIAS

Laura Menegatti Bevilacqua

O envolvimento do sistema adenosinérgico na resposta resiliente ao estresse cronico de

derrota social em camundongos machos

Florianopolis

2023



Laura Menegatti Bevilacqua

O envolvimento do sistema adenosinérgico na resposta resiliente ao estresse cronico de

derrota social em camundongos machos

Disserta¢do submetida ao Programa de Pds-Graduagdo
em Neurociéncias da Universidade Federal de Santa
Catarina para a obtengdo do titulo de Mestre em
Neurociéncias.

Orientadora: Prof* Manuella Pinto Kaster, Dr.?

Floriandpolis

2023



Ficha de identificago da obra elaborada pelo autor,
através do Programa de Geragdo Automatica da Biblioteca Universitaria da UFSC.

Bavilacgua, Laura Menegatti

0 envolvimento do sistema adenosinérgico na resposta
rasiliente ao estresse crinico de derrota social em
camundongos machos / Laura Menegatti Bevilacgua ;
arientador, Manuella Pinte Kaster, 2023,

103 p.

Dissertacdc (mestradeo) - Universidade Federal de Santa
Catarina, Centro de Ciéncias Bioldgicas, Programa de Fos
Graduagdo em Neurociéncias, Floriandpolis, 2023,

Inclui referdnciax.

1. Neuroeiénecias. 2. Adencsina. 3. Transtornos
Fsiquidtricos. 4. Estresse. 5. Resilisncia. I. HKaster,
Manuella Pinto. II. Universidade Federal de Santa
Catarina. Programa de Pés—-Graduacdc em Neurociéncias. III.
Titule,




Laura Menegatti Bevilacqua
O envolvimento do sistema adenosinérgico na resposta resiliente ao estresse cronico de

derrota social em camundongos machos

O presente trabalho em nivel de Mestrado foi avaliado e aprovado por banca

examinadora composta pelos seguintes membros:

Prof’. Ana Lucia Severo Rodrigues, Dr?.

Universidade Federal de Santa Catarina

Prof*. Joana Margarida Navalho Gaspar, Dr®.

Universidade Federal de Santa Catarina

Prof*. Patricia de Souza Brocardo, Dr?.

Universidade Federal de Santa Catarina

Certificamos que esta ¢ a versao original e final do trabalho de conclusao que foi

julgado adequado para obtencao do titulo de Mestre em Neurociéncias.

Documento assinado digitalmente

Aderbal Silva Aguiar Junior

Data: 28/03/2023 13:00:24-0300

CPF: ***.396.009-**

Verifique as assinaturas em https://v.ufsc.br

Prof. Dr. Aderbal Silva Aguiar Junior

Coordenador do Programa

Documento assinado digitalmente

Manuella Pinto Kaster

Data: 24/03/2023 13:27:34-0300
CPF:*"*.386.789-""

Verifique as assinaturas em https://v.ufsc.br

Prof®. Manuella Pinto Kaster, Dr*.

Orientadora

Floriandpolis, 2023.



AGRADECIMENTOS

A Prof*. Manuella por ter me recebido com tanta disponibilidade, carinho e pelo apoio
incondicional durante o mestrado. Obrigada por compartilhar de forma tdo genuina seu
conhecimento e experiéncia, por ser uma fonte constante de inspiracdo e por ter permitido com
que eu crescesse tanto num periodo tdo curto.

Aos meus colegas do Laboratorio de Neurociéncia Translacional. Isabele, obrigada
pelo apoio no inicio do trabalho. Bruna e Caibe, todos os ensinamentos nos experimentos,
conselhos sobre a vida académica e constante apoio jamais serdo esquecidos. Francisco,
obrigada por recarregar minhas energias no periodo final do trabalho. Nicolle e Cibele, nao
tenho palavras suficientes para agradecer a parceria na execu¢do do manual de sobrevivéncia
ao blotting. A trajetéria com vocés duas tornou tudo mais leve e possivel. Muito obrigada por
todo o apoio e por terem se tornado amigas tao especiais!

A toda equipe do Laboratoério de Imunologia Aplicada & Aquicultura, em especial ao
Prof. Rafael, que admiro desde a graduacao, e a Beatriz, colega indispensavel na execugdo deste
trabalho. Muito obrigada por todo esforco e paciéncia que despenderam ao me apresentar o
mundo da biologia molecular.

Aos colegas do Laboratério de Neurobiologia da Depressao, Ana Paula, Julie, Pedro e
Louise. A convivéncia e os cafés com vocés foram essenciais.

Agrade¢o imensamente a minha familia, em especial 4 minha mae Dolores e a minha
madrinha Cleci. Vocés sdo meu porto seguro e minha inspiracdo como mulheres. Obrigada por
cuidarem com tanto carinho de mim e por ajudarem a tornar meus sonhos possiveis. Eu amo
muito voces!

Ao Axel, meu namorado e o maior incentivador deste trabalho. Agradego por ter me
ajudado e acolhido tanto, mesmo antes de se tornar minha dupla na vida. Obrigada por encarar
essa jornada sempre com bom humor, (muita) paci€ncia, compreensao € por me encorajar nas
escolhas pessoais e profissionais. E uma honra poder crescer, compartilhar e celebrar a vida
contigo. Sou imensamente grata ao mestrado por ter unido nossos caminhos.

Por ultimo, a Universidade Federal de Santa Catarina, ao Programa de Pds-graduagao
em Neurociéncias, a0 CNPq e ao corpo técnico-cientifico do LAMEB/CCB, em especial a

Bibiana e Flavia pelo auxilio prestado nos experimentos.



“Suba o primeiro degrau com fe.
Nao é necessario que vocé veja toda a escada.

’

Apenas dé o primeiro passo.’

(Martin Luther King)



RESUMO

A adenosina ¢ um neuromodulador endégeno derivado do ATP que atua através de receptores
metabotropicos. No encéfalo, os receptores inibitdrios do subtipo Al e os receptores
estimulatérios do subtipo A2A s3o os mais amplamente expressos. Ao regular a liberacao de
neurotransmissores como a dopamina, serotonina, GABA e glutamato, a adenosina e seus
receptores sao capazes de modular o humor e respostas comportamentais. O presente estudo
teve como objetivo investigar o impacto do estresse cronico de derrota social (ECDS) sobre a
expressao e densidade dos receptores de adenosina A1 e A2A em regides encefalicas envolvidas
no controle emocional, mais especificamente, no nucleo accumbens (NAc), no hipocampo
dorsal e ventral (dHIP, vHIP). Além disso, investigamos a densidade das proteinas sindpticas
envolvidas na exocitose de neurotransmissores ¢ na manutengao da densidade pos-sinaptica.
Para isso, 40 camundongos machos C57BL/6 (3 a 4 meses de idade) foram submetidos ao
ECDS por 10 dias consecutivos. Vinte e quatro horas apds o protocolo de estresse, a
sociabilidade foi avaliada e os animais foram divididos em resilientes (indice de interagdo social
igual ou maior que 1) e suscetiveis (indice de interagdo social menor que 1). O comportamento
emocional foi avaliado nos animais controle, resilientes e suscetiveis pelo teste de suspensao
pela cauda (TSC), campo aberto e labirinto em cruz elevado (LCE). A avaliagdo da expressao
de mRNA dos receptores Al e A2A foi realizada por RT-qPCR, e a densidade proteica dos
receptores Al, A2A e das proteinas sinapticas foi mensurada por Western Blotting nas regides
de interesse. Apds o ECDS, 50% dos animais foram considerados suscetiveis e 50% animais
foram considerados resilientes ao estresse social. As estratégias de enfrentamento adotadas
durante o confronto fisico ndo foram diferentes entre os animais resilientes e suscetiveis ao
estresse. Com relagdo ao comportamento emocional, o tempo e a laténcia para imobilidade no
TSC nao foram diferentes entre os grupos. No entanto, os camundongos suscetiveis exibiram
um aumento de comportamentos relacionados a ansiedade, incluindo declinio na avaliagdo de
risco no LCE, e diminui¢do no nimero de entradas e tempo total passado no centro do campo
aberto. No vHIP, enquanto a expressdo génica dos receptores Al foi reduzida apés o ECDS
tanto nos animais resilientes quanto nos suscetiveis, a expressao do receptor A2A aumentou
nos animais suscetiveis, sugerindo um efeito do estresse. Por outro lado, houve uma reducao
no mRNA do gene ADORA2A no NAc de animais resilientes. Curiosamente, apenas os animais
resilientes apresentaram mudangas na densidade proteica, incluindo a redug¢@o nos receptores
A2A do NAc, dHIP e vHIP, bem como a diminui¢ao de PSD-95 e o aumento de sinapsina-I no
NAc. Os niveis do receptor Al e das proteinas GluA1, gefirina e GR permaneceram inalterados
ap6s o ECDS. Os resultados indicam que a resposta resiliente esta relacionada a adaptacdes no
sistema adenosinérgico e em proteinas sindpticas nas regides avaliadas. Esses resultados
contribuem na compreensao dos mecanismos subjacentes a resposta ao estresse, e sugerem que
a modulagao dos receptores A2A pode ser crucial na manutengdo do fenotipo resiliente.

Palavras-chave: Adenosina. Transtornos psiquiatricos. Estresse. Resiliéncia.



ABSTRACT

Adenosine is an endogenous neuromodulator derived from ATP that acts through metabotropic
receptors. In the brain, inhibitory Al receptors and stimulatory A2A receptors are the most
widely expressed. By regulating the release of neurotransmitters such as dopamine, serotonin,
GABA and glutamate, adenosine and its receptors can modulate mood and behavioral
responses. This study aimed to investigate the impact of A1 and A2A receptors in brain regions
involved in emotional control, more specifically, the nucleus accumbens (NAc), dorsal and
ventral hippocampus (dHIP, vHIP). We also investigated the density of synaptic proteins
involved in neurotransmitter exocytosis and postsynaptic density maintenance. To this, 40 male
C57BL/6 mice (3 to 4 months old) were subjected to CSDS to 10 consecutive days. Twenty-
four hours after the stress protocol, sociability was evaluated, and animals were divided into
resilient (social interaction index equal or greater than 1) and susceptible (social interaction
index less than 1). Emotional behavior was evaluated in control, resilient and susceptible
animals by the tail suspension test (TST), open field (OF) and elevated plus maze (EPM). RT-
qPCR was used to evaluate mRNA expression of the Al and A2A receptors, and the protein
density of A1, A2A receptors, and synaptic proteins was measured by Western Blotting in the
regions of interest. After CSDS, 50% of the animals were considered susceptible and 50% of
the animals were considered resilient to stress. The coping strategies adopted during the
physical confrontation were not different between the resilient and susceptible animals.
Regarding the emotional behavior, the time and latency to immobility in the TST were not
different between the groups. However, susceptible mice showed an increase in anxiety-related
behaviors, including a decline in risk assessment in the LCE, and a decrease in the number of
entries and total time spent in the center of the OF. In the vHIP, while the gene expression of
the A1 receptors was reduced in both resilient and susceptible animals, the expression of A2A
receptors had an increase in susceptible mice, suggesting a stress effect. On the other hand,
there was a reduction in ADORA2A mRNA expression in the NAc of resilient animals.
Interestingly, only resilient mice showed changes in protein density, including a reduction in
the A2A receptors of the NAc, dHIP and vHIP, as well as a decrease in PSD-95 and an increase
in synapsin-I in the NAc. The levels of the Al receptor and the GluAl, gephyrin and GR
proteins remained unchanged after the CSDS. The results indicate that the resilient response is
related to adaptations in the adenosine system and in synaptic proteins. These results contribute
to the understanding of the mechanisms underlying stress responses and suggest that the
modulation of A2A receptors may be crucial in maintaining the resilient phenotype.

Keywords: Adenosine. Psychiatric disorders. Stress. Resilience.
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1 INTRODUCAO

O conceito de “estresse” tem sido atualizado a medida que a compreensao dos
mecanismos de resposta evolui. No entanto, ¢ consenso que eventos estressores sao inevitaveis
ao longo da vida, o que torna os processos adaptativos essenciais para mitigar desfechos
prejudiciais. Apds a exposicdo a um estressor, o organismo desencadeia respostas
neuroendocrinas para promover a manutencao dos parametros fisioldgicos (SELYE, 1950;
MURISON, 2016; CATHOMAS et al., 2019). Quando as respostas ocorrem de forma
adaptativa, os parametros sdo restaurados apds o estressor cessar. No entanto, estressores
cronicos ou intensos sdo capazes de resultar em desfechos deletérios a saude e no
desenvolvimento de transtornos psiquiatricos, tais como o transtorno depressivo maior (TDM)
e os transtornos de ansiedade (MCEWEN; GRAY; NASCA, 2015; MURISON, 2016).
Contudo, apesar de o estresse ser o principal fator ambiental na génese de tais condigdes, alguns
individuos possuem uma maior capacidade de recuperacdo. Os mecanismos bioldgicos que
caracterizam essa resiliéncia ndo sao totalmente compreendidos, mas dependem de fatores
ambientais, comportamentais, neuroquimicos e genéticos (MENARD et al., 2016;
CATHOMAS et al., 2019).

O hipocampo (HIP) ¢ uma regido encefélica extremamente plastica, na qual a atividade
e as conexoOes neuronais podem ser modificadas por fatores ambientais como o estresse.
Enquanto o HIP dorsal (dHIP) esta principalmente envolvido no processamento da memoria
espacial, o HIP ventral (vHIP) est4 associado a memdrias emocionais e reacdes de resposta ao
estresse (FANSELOW; DONG, 2010). O HIP também apresenta conexdes extrinsecas
envolvidas no controle do comportamento emocional. Entre elas, destacamos o nucleo
accumbens (NAc), uma regido envolvida em comportamentos motivados, heddnicos, de
recompensa e de respostas aversivas (STRANGE et al., 2014). Assim, prejuizos na fungao e
neuroplasticidade de ambas as estruturas estdo associados ao desenvolvimento de transtornos
psiquiatricos em pacientes € a danos cognitivos e emocionais em modelos animais (RUSSO;
NESTLER, 2013)

Diversos estudos buscam compreender os mecanismos neuroquimicos da resiliéncia,
sendo que no modelo de Estresse cronico de derrota social (ECDS), a suscetibilidade esta
associada ao aumento do tonus glutamatérgico no HIP e NAc (RUSSO et al, 2012;
SALGADO; KAPLITT, 2015). Bagot e colaboradores (2015) demonstraram que a ativagao
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optogenética de projecdes glutamatérgicas do circuito VHIP-NAc induzem o fendtipo
suscetivel, e sua a inibig¢ao resulta no fendtipo resiliente (MUIR et al., 2020).

A transmissdo glutamatérgica pode ser modulada a partir de receptores de adenosina,
os inibitorios do subtipo Al, e os excitatérios do subtipo A2A. No HIP, os receptores
adenosinérgicos estdo colocalizados principalmente nos terminais sinapticos, controlando a
liberacao de neurotransmissores e a excitabilidade neuronal. No NAc, os receptores Al e A2A
localizam-se majoritariamente de forma pos-sindptica nos neuronios espinhosos médios, em
associacdo com os receptores de dopamina do subtipo D1 e D2, respectivamente (REBOLA et
al., 2005; FUXE et al., 2010). Foi demonstrado que o estresse cronico estd associado a um
aumento nos niveis sindpticos de receptores A2A nos neurdnios glutamatérgicos do HIP,
levando ao comprometimento da memoria e ao fenotipo do tipo depressivo, sendo tais
disfungdes restauradas apds a inativagdo farmacoldgica dos receptores A2A (KASTER et al.,
2015). Dessa forma, sugere-se que o sistema adenosinérgico pode contribuir para a
heterogeneidade das respostas comportamentais decorrentes de eventos estressores
(CORRADETTTI et al., 1984; CIRUELA et al., 2011; DIAS et al., 2013).

Considerando isso, este trabalho avaliou o efeito do estresse no sistema adenosinérgico
e em proteinas sinapticas em camundongos machos resilientes e suscetiveis ao ECDS. Nossa
hipotese € de que o ECDS promove aumento na expressdo e densidade de receptores A2A no
vHIP de animais suscetiveis, acompanhado do aumento de proteinas relacionadas a sinapses
excitatorias no NAc. Portanto, como fundamentacao tedrica, inicialmente serd apresentado o
conceito e fisiologia do estresse e resiliéncia, seguido pela modulacdo da excitabilidade do
circuito HIP-NAc através do sistema adenosinérgico. Em seguida, sera descrito o uso do ECDS
como modelo experimental, e discutidos os resultados de sua influéncia nos parametros
comportamentais, nos receptores de adenosina e em proteinas sinapticas do dHIP, vHIP e NAc

de animais suscetiveis e resilientes.

1.1 CONCEITO DE ESTRESSE

Originalmente, o conceito de “estresse” era usado pela fisica e engenharia para se
referir a deformidade de uma superficie sob a¢do de uma forca externa. No entanto, em 1950,
o endocrinologista Hans Selye cunhou o termo para se referir a eventos bioldgicos, e, desde

entdo, tem sido amplamente utilizado e debatido. Nesse sentido, o estresse biologico foi descrito
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como um conjunto de “respostas inespecificas do corpo a qualquer mudanca ou ameaga”
(LAZARUS, 1993; KOOLHAAS et al., 2011; MURISON, 2016).

As adaptacdes do organismo aos estimulos foram denominadas por Seyle como
“sindrome da adaptagao geral” (SAG). A sindrome descrita era subdividida em trés fases: de
alarme, de resisténcia e de exaustdo. Segundo Seyle, na fase de alarme, o organismo libera
hormdénios, como a noradrenalina, e os glicocorticoides (GCs), para aumentar a demanda
energética e preparar o corpo para enfrentar a ameaca ou desafio. Na fase de resisténcia,
ocorrem adaptacdes frente as mudancas na tentativa de restaurar os parametros basais do corpo.
No entanto, se a exposi¢cdo ao estressor for prolongada, o organismo pode entrar na fase de
exaustdo, na qual as adaptacdes fisioldgicas falham e promovem danos aos tecidos (SELYE,
1936).

Embora as defini¢cdes de Seyle sejam de extrema relevancia para o estudo bioldgico
do estresse, sdo insuficientes para explicar todos os desfechos comportamentais e metabolicos
observados. A SAG ¢ alvo de diversas criticas, principalmente pela fase de exaustdo ser
estabelecida como um estagio final e irreversivel (KOOLHAAS et al., 2011). Além disso, o
endocrinologista considerava apenas estimulos de natureza fisica como fonte de adversidades,
paradigma que foi alterado apos a publicagdo de uma revisdo por John Mason (1975),
consolidando a importancia de estressores psicologicos.

Anterior as defini¢cdes de Selye, Walter Cannon (1932) utilizou o termo “homeostasia”
para descrever a manutencdo de varidveis fisiologicas dentro dos limites ideais para o
organismo. Além disso, descreveu a ativacao do sistema nervoso central (SNC) e periférico na
resposta de “luta ou fuga”, incluindo a liberagdo de catecolaminas, como a adrenalina e
noradrenalina (CANNON, 1932). Diante disso, por muito tempo foi aceito que estressores sao
os estimulos que alteram a homeostasia, € que a resposta ao estresse ¢ a reagdo do corpo na
tentativa de restaurar o estado homeostatico (MCEWEN; WINGFIELD, 2003). No entanto, o
surgimento do termo “alostasia” expandiu essa compreensdao, uma vez que ha intervalos de
alteracdo aceitaveis, mesmo que ndo ideais. Desse modo, a alostasia foi designada para
descrever o processo de aquisicao da estabilidade através dos ajustes necessarios, considerando
o estimulo e as condi¢des do organismo (STERLING; EYER, 1998). Tal conceito também
sofreu atualizagdes e passou a incluir estratégias comportamentais aliadas aos mecanismos
neuroendocrinos (ROMERO; DICKENS; CYR, 2009).

Uma abordagem mais integrativa dessas defini¢des destaca a importancia da percepgao

e interpretacdo do estressor, bem como os diferentes desfechos individuais. Nesse contexto, o
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estresse ¢ compreendido através de quatro elementos: estimulo, percepcao, resposta e impacto.
O estimulo € o fator estressor em si. A percepg¢ao ¢ a forma como o SNC e os sistemas sensoriais
detectam e interpretam o estimulo. A resposta inclui as mudangas desencadeadas pelo sistema
nervoso, enddcrino e estratégias comportamentais na busca de preparar o organismo, sendo o
impacto resultante de alteragdes fisioldgicas e emocionais, patologicas ou ndao (LEVINE;
URSIN, 1991; MCEWEN; STELLAR, 1993; LEVINE, 2005). Portanto, de forma mais recente,
o estresse ¢ considerado uma resposta consciente e inconsciente a demandas alostaticas, sendo

o encéfalo o orgdo responsavel por processar e coordenar as manutengdes apropriadas

(MCEWEN; WINGFIELD, 2003).

1.2 BIOLOGIA DO ESTRESSE

Apesar do extenso debate sobre a defini¢do terminoldgica de estresse, historicamente
as alteragdes do sistema neuroendocrino siao enfatizadas. Em mamiferos, os mecanismos de
resposta e adaptagdo sdo bem elucidados, sendo realizados de forma complementar pelos eixos
simpatico-adrenal-medular (SAM) e hipotdlamo-hipofise-adrenal (HHA), demonstrados na
Figura 1. Ambos os eixos mobilizam e redistribuem a demanda metabolica de forma
coordenada, integrando os sistemas periférico e central (SAPOLSKY; ROMERO; MUNCK,
2000; MURISON, 2016).

A exposi¢do do corpo a estressores promove sucessivos mecanismos de resposta. Os
primeiros processos ocorrem em segundos e induzem a secre¢do de catecolaminas diretamente
pelo eixo SAM, desencadeando uma resposta de “luta ou fuga”. Além disso, ocorre a ativagao
de neurdnios pré-ganglionares do sistema nervoso simpatico, que emitem projecdes para os
ganglios vertebrais e orgdos periféricos efetores. Essa ativacdo promove a liberagdo de
catecolaminas, sendo a medula da glandula adrenal responsavel pela sintese e liberacdo de
adrenalina, e os nervos simpaticos pela noradrenalina. Como resultado, hd o aumento da
frequéncia cardiaca, a vasoconstri¢ao periférica € a mobilizacdo do metabolismo energético.
Em contraste, o sistema parassimpatico ¢ inibido, reduzindo processos digestivos, de fome e de
sono (SAPOLSKY; ROMERO; MUNCK, 2000; EVEN; DEVAUD; BARRON, 2012).

Paralelamente, a nivel de SNC, ocorre a ativacdo do eixo HHA. Em um primeiro
momento, os nucleos paraventriculares do hipotalamo secretam o hormonio liberador de

corticotrofina (CRH), que rapidamente atua na regido anterior da adeno-hipofise e induz a
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produgdo e liberagdo do hormdnio adrenocorticotréfico (ACTH). Essa ativagdo atua inibindo a
producdo de hormdnios gonadais hipotalamicos e hipofisarios, como o hormdnio liberador de
gonadotrofinas (GnRH). Inicia-se entdo uma resposta mais lenta e duradoura, promovida pela
acdo de hormonios esteroides. Em resposta ao hormonio ACTH, o cortex das glandulas adrenais
produz e secreta GCs, como o cortisol e a corticosterona, principais GCs em humanos e em
roedores, respectivamente (DE KLOET; JOELS; HOLSBOER, 2005; ULRICH-LAI;
HERMAN, 2009; EVEN; DEVAUD; BARRON, 2012).

Os GCs desempenham diferentes fungdes no organismo. Em niveis basais, ativam
receptores mineralocorticoides e atuam de forma permissiva, facilitando a ativagdo dos eixos
de resposta ao estresse e preparando o corpo para adversidades. Contudo, o aumento da
concentracgdo sistémica ativa receptores de menor afinidade, caracterizados como receptores de
glicocorticoides (GRs, do inglés “glucocorticoid receptors”). A distribui¢do de tais receptores
¢ ampla, sendo encontrados no tecido muscular, adiposo e nervoso. Quando ativados, os GRs
inibem as atividades consideradas nao essenciais, como a mobilidade do trato gastrointestinal
(SAPOLSKY; ROMERO; MUNCK, 2000; DE KLOET; JOELS; HOLSBOER, 2005). Além
disso, os GCs mobilizam estoques energéticos do organismo e, a partir de feedback negativo,
promovem a retroinibicdo de sua secre¢do, tornando-se essenciais para a manutencao
apropriada do eixo HHA. O HIP se destaca como uma regido encefalica abundante em GRs,
exercendo modulacao do eixo HHA a partir da inibicdo da atividade do hipotdlamo. Dessa
forma, os efeitos dos GCs variam dependendo da intensidade e duracdo do estimulo. (DE
KLOET; JOELS; HOLSBOER, 2005; ULRICH-LAI; HERMAN, 2009; EVEN; DEVAUD;
BARRON, 2012).
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Figura 1. Ativacao dos eixos SAM e HHA em resposta a eventos estressores

Eixo simpatico-adrenal-medular Eixo hipotalamo-hipofise-adrenal
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Figura 1. Os eventos estressores desencadeiam a ativagdo dos sistemas nervoso e endocrino. O eixo
SAM medeia as respostas ao estresse inibindo o TGI e induzindo a liberag@o de catecolaminas de forma
direta ou pela glandula adrenal. Tais hormonios mobilizam o metabolismo energético a partir da inibigao
da producao de insulina, aumento dos niveis de glicose sanguinea e da oxidacao de acidos graxos, além
de ativarem o sistema cardiorrespiratorio. Concomitantemente, ¢ iniciada a resposta do eixo HHA pela
estimulacdo dos nucleos paraventriculares do hipotdlamo, que liberam o horménio CRH na hip6fise
anterior. O CRH, por sua vez, induz a secrecdo de ACTH pela hipofise anterior, que atinge a circulagdo
sistémica. No cortex das glandulas adrenais, o ACTH estimula a sintese e secre¢do sistémica de
glicocorticoides (GCs), como o cortisol. Os GCs atuam em um mecanismo de feedback negativo,
inibindo a producdo dos hormoénios hipotalamicos e hipofisarios de resposta ao estresse. ACTH:
horménio adrenocorticotrofico; CRH: horménio liberador de corticotrofina; HHA — hipotalamo-
hipofise-adrenal; SAM — simpatico-adrenal-medular; TGI — trato gastrointestinal. Fonte: adaptado de
EVEN; DEVAUD; BARRON, 2012. Elaborado pela autora utilizando imagens do Biorender e Servier
Medical-Art.

Em roedores, os niveis basais de GCs plasmaticos permanecem em torno de 239 ng/mL
e atingem a concentragdao média de 480,35 ng/mL entre 15-30 minutos ap6s o inicio do estressor

(PEREZ-NIEVAS et al., 2007). A resposta apropriada termina em conjunto com o fim do
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estimulo, o que garante a restauragdo dos parametros energéticos ¢ imunologicos (MCEWEN,
1998). Embora necessarios para a sobrevivéncia a adversidades, o aumento sustentado de GCs
¢ capaz de promover desfechos comportamentais e fisioldgicos deletérios (DE KLOET;
JOELS; HOLSBOER, 2005).

E recorrente o aparecimento de doengas cardiovasculares promovidas pelo aumento
da pressdo sanguinea e batimentos cardiacos (WIRTZ; VON KANEL, 2017). Também sdo
observados distarbios digestivos € o desenvolvimento de doengas metabdlicas, como o diabetes
(MONNIKES et al., 2001; TAMASHIRO et al., 2011). Além disso, as alteragdes no sistema
imune inato e adaptativo aumentam a vulnerabilidade a infec¢des. O aumento de citocinas
inflamatorias, como das interleucinas (IL) IL-1pB, IL-6 e o fator de necrose tumoral TNF-a ¢
observado de forma sistémica em roedores (MENARD e al., 2016), sendo que esses niveis
continuam elevados por até 1 més apds o término do protocolo de ECDS. Em humanos, o
aumento de IL-6 também ¢ observado em pacientes com transtorno depressivo maior (TDM)
(HODES et al., 2014).

No SNC, o aumento prolongado de GCs promove alteragdes sindpticas, na morfologia
neuronal e funcionalidade de diversos circuitos encefalicos, como o cortex pré-frontal (PFC, do
inglés “pre-frontal cortex”), HIP, amigdala e estriado (MUHAMMAD; CARROLL; KOLB,
2012). Alteracdes em fatores neurotroficos e no sistema imune também sdo observadas,
apresentando ativacdo da sinalizacdo do inflamassoma NLRP3 e NFk-B (PFAU; RUSSO,
2015). Tais alteracdes estdo comumente associadas a doengas neurodegenerativas, como a
doenca de Alzheimer e de Parkinson (MACHADO et al, 2014), além de disfungdes
comportamentais e condi¢des psiquidtricas, como o TDM e os transtornos de ansiedade (KINO,

2015; MENARD et al., 2016).

1.3 TRANSTORNO DEPRESSIVO MAIOR E TRANSTORNOS DE ANSIEDADE

O desenvolvimento dos transtornos psiquiatricos ¢ influenciado por fatores
biopsicossociais, como aspectos genéticos, socioecondmicos, a presenca de comorbidades
psiquiatricas na familia e fatores ambientais. Dessa forma, sua causa e progressdo sao
consideradas multifatoriais. Entre os fatores ambientais, o estresse é considerado o mais
importante na génese e progressao dos transtornos psiquiatricos (AGID; KOHN; LERER, 2000;
CHARNEY; MANIJI, 2004; KRISHNAN; NESTLER, 2008; MCEWEN, 2011; CHOI; KIM;

JEON, 2020). De acordo com a Organiza¢ao Mundial da Saude, as condi¢des psiquiatricas mais
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comuns e incapacitantes s3o o TDM e os transtornos de ansiedade, sendo que o Brasil ocupa o
primeiro lugar no mundo em termos diagndsticos de ansiedade e o segundo lugar em relagcao
a0 TDM (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2017). E recorrente o aparecimento de ambos
de forma concomitante, sugerindo a possibilidade de mecanismos bioldgicos comuns entre as
condi¢cdes psiquiatricas. Cerda de 85% das pessoas com TDM apresentam algum tipo de
transtorno de ansiedade. A porcentagem aumenta para 90% tratando-se de individuos
diagnosticados com transtornos de ansiedade que apresentam quadros depressivos em algum
momento da vida (KAUFMAN; CHARNEY, 2000; CHOI; KIM; JEON, 2020).

Os diagnosticos psiquiatricos sdo baseados no Manual Diagnostico e Estatistico de
Transtornos Mentais (DSM) da Associacdo de Psiquiatria Americana, que estd na 5% Edicao
(DSM-5). No TDM, o paciente deve apresentar pelo menos cinco dos seguintes sintomas, por
um periodo minimo de duas semanas: I) humor deprimido; II) anedonia; I1I) fadiga; IV) culpa;
V) sensagdo de inutilidade; VI) dificuldade de concentragdo; VII) ideagdes suicidas; VIII)
alteragdes no apetite, sono e locomogao, sendo a0 menos um dos dois primeiros essencialmente
presentes. Além disso, os sintomas precisam apresentar impacto negativo na vida do individuo
e ndo podem estar associados ao uso de medicamentos ou outras doengas (AMERICAN
PSYCHIATRIC ASSOCIATION, 2014). Estima-se que um a cada seis homens e uma a cada
quatro mulheres apresentard um episddio depressivo ao longo da vida, sendo que ao menos 50%
dessas pessoas terdo episodios recorrentes (BURCUSA; IACONO, 2007; KESSLER;
MERIKANGAS; WANG, 2007).

Ja a ansiedade ¢ uma resposta normal do organismo. No entanto, quando exagerada e
persistente pode promover disfungdes que configuram o transtorno, caracterizado pela presenga
de medo e ansiedade excessivos. Os transtornos de ansiedade podem ser categorizados de
acordo com os sintomas fisicos e psicoldgicos, como sudorese, taquicardia, falta de ar,
dificuldades de concentragdo, alteragdao no sono e rigidez muscular (CRASKE et al., 2009;
STEIN; SAREEN, 2015). Dentre os diferentes perfis bioldgicos, destaca-se o transtorno de
ansiedade generalizada, agorafobia, crises de panico e fobias especificas (STEIN; STEIN, 2008;
CRASKE; STEIN, 2016; CRASKE et al., 2017)

Devido a alta prevaléncia, o TDM e os transtornos de ansiedade sdo considerados
problemas de satide publica, capazes de gerar incapacidade e prejuizos na qualidade de vida
dos individuos afetados e de seus familiares (BURCUSA; IACONO, 2007; KESSLER, 2012;
HENDERSON; EVANS-LACKO; THORNICROFT, 2013). Esse cenario se agravou em
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decorréncia da pandemia de COVID-19, que devido as incertezas, insegurangas sociais,
financeiras e de saude publica, além do possivel efeito direto da infeccdo, aumentou de forma
expressiva os diagndsticos psiquiatricos (SANTOMAURO et al., 2021).

Apesar de os mecanismos bioldgicos ainda ndo serem totalmente elucidados, os
transtornos psiquidtricos estdo associados a altera¢do em diversos parametros fisioldgicos, tais
como a reducdo da diversidade da microbiota gastrointestinal, a ativacdo de vias imunologicas,
o aumento do tonus glutamatérgico, além de disfuncdes de fatores neurotréficos e nos niveis de
monoaminas encefalicas (MARTINOWICH; MANIJI; LU, 2007, TORDERA et al., 2007;
KRISHNAN; NESTLER, 2008; SANACORA; TRECCANI; POPOLI, 2012; HAMON;
BLIER, 2013; MURROUGH; ABDALLAH; MATHEW, 2017).

Apesar de condi¢des estressoras ndo serem obrigatoriamente um fator causal para o
surgimento dos transtornos psiquidtricos, a ativagdo cronica dos eixos de resposta ao estresse,
em conjunto com os demais fatores bioldgicos e psicossociais, contribui para a sua génese e
desenvolvimento (KRISHNAN; NESTLER, 2008; CRASKE; STEIN, 2016). Contudo, as
respostas ndo sdo iguais entre os individuos, sendo que alguns podem apresentar um fendtipo
resiliente, com menor impacto, severidade, cronicidade ou maior capacidade de recuperagao.
Nesse sentido, a compreensao dos fatores individuais capazes de conferir resiliéncia ao estresse
e minimizar desfechos psiquidtricos € um campo em ascensdo nas Neurociéncias
(SOUTHWICK; VYTHILINGAM; CHARNEY, 2005; MCEWEN, 2011; PFAU; RUSSO,
2015).

1.4 RESILIENCIA E SUSCETIBILIDADE

Desde o inicio dos estudos relacionados ao estresse, compreende-se que individuos
produzem respostas diferentes aos estimulos. Selye utilizava os termos ‘“eustresse”, para se
referir a respostas bem adaptativas e “distresse” para descrever respostas mal adaptativas
(SELYE, 1976). No final dos anos 1970, se iniciaram ensaios clinicos com adultos expostos a
eventos traumaticos durante a infincia, como vulnerabilidade socioecondmica, abuso,
negligéncia parental e problemas de saude. Neste estudo, se observou que alguns individuos
possuiam capacidade de manter boas relagdes interpessoais € demonstravam adaptabilidade a
novas situacdes, permanecendo mentalmente saudaveis. Esses individuos foram classificados
como “invulneraveis”, termo que posteriormente foi substituido por “resilientes” (WERNER;

SMITH, 1995; MASTEN, 2001; PFAU; RUSSO, 2015).
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A palavra “resiliéncia” deriva do latim resilire e significa “voltar atrds”. Assim como
o termo “estresse”, foi empregado das ciéncias exatas, onde ¢ usado para descrever a capacidade
de um material de retornar ao seu estado original apos sofrer diferentes tipos de estresses
(MASTEN, 2001; RUTTER, 2012). De forma similar, em contexto biologico, a resiliéncia ¢
um processo dinamico que busca restaurar o estado basal do organismo frente a eventos
estressores. Embora ainda ndo se tenha total compreensdao dos mecanismos envolvidos,
acredita-se que ¢ um processo integrativo que envolve estratégias comportamentais e
neuroquimicas (CATHOMAS et al., 2019; HAN; RUSSO; NESTLER, 2019).

Atualmente, se compreende que em humanos a resiliéncia é promovida a partir de
mecanismos ativos de enfrentamento e por alteragdes moleculares que ajudam a promover um
comportamento funcional, envolvendo fatores como suporte social e tracos comportamentais,
como otimismo frente a adversidades. Em animais, a resiliéncia ¢ manifestada por estratégias
de enfrentamento ativas, como a busca por abrigo ou prote¢do, menor esquiva social e a
manuten¢do apropriada do comportamento emocional (SOUTHWICK; VYTHILINGAM;
CHARNEY, 2005; CATHOMAS et al., 2019).

Diversos estudos tém buscado compreender os aspectos neuroquimicos da resiliéncia,
destacando as alteracdes hipocampais (RUSSO et al., 2012; DUDEK et al., 2019). Animais
suscetiveis apresentam uma maior ativacao do HIP, bem como a redugdo do volume estrutural
e alteracdes na expressdo génica (SALA et al., 2004; NASCA et al., 2019). Em geral, sugere-
se que ha disfuncdes no tonus glutamatérgico do HIP que interferem na resposta resiliente e
suscetivel ao estresse (RUSSO et al., 2012; NASCA et al., 2019; LAROSA; WONG, 2022).

Apesar das limitagdes na reproducdo das complexidades dos transtornos psiquiatricos
de humanos para roedores, diferentes modelos animais foram desenvolvidos para tentar simular
os aspectos centrais de tais disfun¢des. Estes protocolos incluem abordagens farmacoldgicas,
manipulagdes genéticas e protocolos de estresse, que podem ser utilizados separadamente ou
em conjunto. No entanto, a alta prevaléncia de estimulos estressores na rotina contemporanea
torna os modelos de estresse essenciais para compreender 0os mecanismos neuroquimicos e
comportamentais envolvidos. Alguns destes protocolos permitem a subdivisdo entre dois
grupos heterogéneos: os animais resilientes, com menores alteragdes emocionais, € animais
suscetiveis, com prejuizo emocional acentuado. Nesse sentido, destacam-se o modelo de

desamparo aprendido e o ECDS (SCHARF; SCHMIDT, 2012; CATHOMAS et al., 2019).
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No modelo de desamparo aprendido, os animais sdo expostos a sessdes de choques,
seguido por sessdes onde ¢ permitido o escape da situagdo. Entre 20% e 90% dos animais
demonstram uma maior laténcia e menores tentativas de escape, sendo considerados
suscetiveis. Entretanto, além da grande disparidade da apresentacdo do fenotipo suscetivel, as
alteracdes comportamentais possuem curta duracdo, com uma estimativa entre 2 ¢ 3 dias
(PFAU; RUSSO, 2015; SILLIVAN et al., 2017).

No modelo de ECDS, a vulnerabilidade é induzida de forma mais consistente, com
maior indice de animais suscetiveis e respostas prolongadas. O protocolo consiste em expor um
animal de forma cronica e intensa a um estressor social fisico e sensorial. Ao contrario dos
demais modelos, que promovem estressores através do experimentador, o ECDS reproduz uma
adversidade recorrente ¢ natural aos animais, sendo capaz de mimetizar as respostas exibidas
em seu habitat natural. Além disso, as alteragdes sao observadas por até 6 meses, tornando-se
uma importante ferramenta para avaliar in vivo as teorias moleculares dos transtornos de humor
a médio e longo prazo (KRISHNAN et al., 2007; GOLDEN et al., 2011; RUSSO et al., 2012;
WANG et al., 2021). Neste modelo, a suscetibilidade ¢ caracterizada por esquiva social,
comportamentos anedonicos e desenvolvimento de sindromes metabdlicas, afetando cerca de
65% dos animais. A resiliéncia, por outro lado, ¢ apresentada como uma menor taxa nestes
parametros (RUSSO et al., 2012; LAROSA; WONG, 2022). Portanto, o ECDS tem potencial
de prover informacdes integrativas sobre os mecanismos de resiliéncia e suscetibilidade

(WANG et al., 2021).

1.5 HIPOCAMPO E NUCLEO ACCUMBENS

O HIP ¢ uma das regides mais bem estudadas do encéfalo. Em humanos, ¢ uma
estrutura alongada localizada no lobo temporal medial. Em roedores, localiza-se abaixo do
neocortex e possui um formato alongado e levemente arredondado. A estrutura faz parte da
formagdo hipocampal, constituida pelo cortex entorrinal, subiculo, giro denteado e regides
hipocampais CA1, CA2 e CA3 (WITTER, 2012; KNIERIM, 2015).

A anatomia funcional do HIP é bem descrita e caracteriza-se pelo circuito tri-sindptico,
composto por células piramidais em uma Unica camada que percorrem o eixo longitudinal
(STRANGE et al., 2014). Esse circuito interliga as proje¢des iniciadas no cortex entorrinal com
o giro denteado, que envia sinais para a regido CA3, as encaminha para a regido CAl e as

retorna para o cortex entorrinal. Além disso, as regides CA3 e CAl se conectam diretamente
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(KNIERIM, 2015). O processamento da informagdo hipocampal através do circuito tri-
sindptico resulta principalmente de conexdes entre neuronios inibitorios GABAérgicos e
excitatorios glutamatérgicos (STEPAN; DINE; EDER, 2015; WEN et al., 2022).

O eixo longitudinal também permite a subdivisdo do HIP em duas regides: hipocampo
ventral (VHIP) e dorsal (dHIP), que apresentam funcionalidade, padrdes de expressdo génica e
papéis fisiologicos distintos (FANSELOW; DONG, 2010; WITTER, 2012). O vHIP
corresponde a 50% da regido anterior, e ¢ associado a regulacdo de comportamentos emocionais
e de respostas ao estresse (BANNERMAN et al., 2003; PENTKOWSKI et al., 2006; BAGOT
et al., 2015). Ja o dHIP se refere a regido posterior e esta associado principalmente a memoria
espacial, cogni¢cdo e processos de aprendizagem (MOSER; MOSER, 1998). Apesar de as
conexdes intraestruturais serem similares entre o dHIP e vHIP, a distribuicdo das aferéncias
extraestruturais se diferem entre as sub-regides CA1l do hipocampo ventral (vCA1) e dorsal
(dCA1). A dCAL1 recebe projecdes principalmente das regides CA2 e CA3, enquanto a vCA 1
possui aferéncias majoritarias da regido CA3, cortex entorrinal, areas olfatorias e amigdala
(TAO et al., 2021).

O HIP de mamiferos ¢ uma estrutura extremamente plastica, mesmo apds a maturagao
do encéfalo adulto. Essa caracteristica ¢ devido a presenca de neurdnios glutamatérgicos na
regido, que sdo fortemente modulados por hormonios, condicdes ambientais e experiéncias,
alterando a morfologia e conexdes em busca de adaptar-se a diferentes situagdes (SEIB;
MARTIN-VILLALBA, 2014). Além disso, a alta densidade de receptores mineralocorticoides
e GRs tornam o HIP altamente responsivo a eventos estressores (LEVONE; CRYAN;
O’LEARY, 2015; KIM; PELLMAN; KIM, 2015; CATHOMAS et al., 2019). Portanto, o HIP
vem sendo estudado como uma estrutura que contribui com as respostas suscetivel e resiliente
ao estresse, dependendo das adaptagdes sofridas (LAROSA; WONG, 2022).

ApoOs eventos estressores, € observada a reducdo do volume estrutural (MURISON,
2016), e diminui¢do na densidade de GRs hipocampais, o que reduz capacidade de inibicao do
eixo HHA (DE KLOET; JOELS; HOLSBOER, 2005; ANACKER et al., 2016). Além disso,
modelos animais de estresse cronico sdo capazes alterar os niveis de fator neurotréfico derivado
do encéfalo (BDNF) a longo prazo (TOTH et al., 2008). Apds o protocolo de ECDS, sao
observadas alteragdes neuroquimicas e de neuroplasticidade hipocampal, com diminui¢do da
neurogénese em animais suscetiveis € aumento em animais resilientes (CATHOMAS et al.,

2019). Em relagdo ao sistema glutamatérgico, animais suscetiveis ao estresse cronico
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imprevisivel apresentam aumento no tonus de glutamato, demonstrado pela quantificagdo dos
niveis do receptor N-metil-D-aspartato (NMDA) (HAN et al., 2015) e em proteinas associadas
a transmissdo sinaptica, como sinapsina-I e SNAP-25 (proteina associada a sinaptossomas de
25 kDa) (ZHOU et al., 2015). Além disso, camundongos resilientes ao estresse cronico
imprevisivel e ao ECDS apresentam aumento de receptores mineralocorticoides, GR e BDNF
(BERGSTROM et al., 2008; SCHMIDT et al., 2010; HAN et al., 2017), enquanto ha redugio
nos animais suscetiveis (WANG et al., 2019). Também sao observadas alteragdes na regulagao
da expressao génica, como a acetilagao de histonas no vHIP de animais submetidos ao ECDS
(KENWORTHY et al., 2014). Ademais, animais knockout (KO) para proteina de ligagao
responsiva ao AMPc (CREB) apresentam fendtipo suscetivel (MANNERS et al., 2019).
Devido as conexdes extraestruturais, as implicagdes do estresse na neuroquimica do
HIP levaram ao estudo de outras regides encefalicas envolvidas no controle do comportamento
(MCEWEN; GRAY; NASCA, 2015). As aferéncias do HIP provém majoritariamente do cortex
entorrinal, locus coeruleus e nucleos da rafe. Como eferéncias, o HIP emite projegdes
glutamatérgicas da regido CAl para o PFC, amigdala e NAc, como destacado na Figura 2

(BAST; ZHANG; FELDON, 2001; STRANGE et al., 2014; KNIERIM, 2015).

Figura 2. Conectividade entre as regioes dorsal e ventral do HIP com o NAc
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Figura 2. Representagdo do eixo coronal do encéfalo de roedores, mostrando as secgdes que contém o
dHIP (A), vHIP (B) e NAc (C). Visdo longitudinal das proje¢Ges glutamatérgicas da regido CA1 do HIP
para o NAc (D). A regido dorsal do hipocampo estd majoritariamente associada a processos cognitivos
e de memoria, enquanto a regido ventral ¢ associada com respostas enddcrinas e de comportamento



28

social. O NAc também ¢ subdividido em duas regides: o centro, com fun¢des motoras, € o concha, com
fungdes limbicas. Fonte: adaptado de STRANGE et al., 2014; PAXINOS; WATSON, 2018.

A caracterizacdo do NAc em modelos animais iniciou com estudos na década de 1970,
que o identificavam anatomicamente distinto das demais regides do estriado (FLORESCO,
2015). Embora esteja associado ao sistema de recompensa, caracterizagdes da funcionalidade
demonstram sua contribui¢do em diferentes aspectos comportamentais. Dessa forma, a
conectividade entre 0 NAc com o sistema limbico e motor modula comportamentos aversivos,
como o de esquiva social, e a exploragdo de novos objetos (DELGADO; JOU; PHELPS, 2011).

A organizacdo do NAc subdivide-se de acordo com aspectos histologicos e de
conexdes neuronais. A regido lateral ¢ caracterizada como ‘“concha”, do inglés “shell”, e a
regido medial como “centro”, do inglés “core”. Enquanto o centro apresenta influéncia no
comportamento motor e a estimulos compensatdrios, a concha parece estar associada a inibi¢ao
de comportamentos aversivos (ZAHM; BROG, 1992; SALGADO; KAPLITT, 2015).

Em humanos, a ativacdo de neurdnios do NAc estd principalmente associada a
percepgao de situagdes aversivas, sendo estimulada durante comportamentos de evitagao ativos
(DELGADO; JOU; PHELPS, 2011; LEVITA; HOSKIN; CHAMPI, 2012). Ademais,
individuos que sofreram estresse infantil apresentam uma diminui¢@o da atividade da regido
durante a adolescéncia, caracteristica que se associa a diagnosticos depressivos (GOFF et al.,
2013). No entanto, a maior parte da compreensao da funcionalidade do NAc provém de modelos
animais. Em roedores, as sub-regides centro e concha se diferem na composi¢ao bioquimica. A
concha apresenta uma baixa densidade neuronal e utiliza neurotransmissores como substancia
P e dopamina. Em contraste, o centro possui uma alta densidade neuronal, e a presenca de
encefalina, receptores GABAA e receptores adenosinérgicos (LOBO et al., 2006). A exposi¢ao
a adversidades € capaz e promover alteracdes nessas substancias, como a reducao de encefalina
em animais suscetiveis ao ECDS (NAM et al., 2019). Entretanto, a distingao das sub-regides ¢
possivel apenas através de manipulacdes que avaliam sua funcionalidade, como
eletrofisiologia. Portanto, ndo ¢ possivel diferenciar tais regides em técnicas de coleta que se
baseiam somente na avaliagdo anatomica do encéfalo (SALGADO; KAPLITT, 2015; FOX et
al., 2020).

Os neurdnios do NAc sdo formados majoritariamente por neurdnios espinhosos
médios, que utilizam o acido y-aminobutirico (GABA) como neurotransmissor (PENNARTZ;

GROENEWEGEN; DA SILVA, 1994; FLORESCO, 2015). Em contraste, recebe aferéncias
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neuronais que utilizam o glutamato como transmissor excitatdrio. Portanto, como ilustrado pela
Figura 3, a excitabilidade da regido depende das aferéncias glutamatérgicas das demais

estruturas encefalicas, sendo elas o PFC, HIP e amigdala (RUSSO; NESTLER, 2013).

Figura 3. Projecdes responsaveis pela conectividade do NAc
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Figura 3. A figura ilustra a conectividade encefilica envolvendo o NAc. O NAc é composto
principalmente por neurdnios inibitdrios que enviam projecdes GABAérgicas para a area tegmentar
ventral (VTA) e habenula lateral (LH), destacadas em azul. As eferéncias glutamatérgicas para o NAc,
destacadas em vermelho, sdo provenientes da regido medial do PFC (mPFC), HIP e amigdala (Amy).
Além disso, a producdo e liberacdo de dopamina, representada em azul, participa do circuito de
recompensa, sendo produzida pela VTA, que emite proje¢des para o mPFC, HIP, NAc ¢ Amy.
Abreviagdes: Amy — amigdala; HIP — hipocampo; LH — habenula lateral; mPFC — cortex pré-frontal
medial; NAc — nucleo accumbens; VTA — area tegmental ventral. Fonte: RUSSO & NESTLER, 2013.

Enquanto as proje¢des do PFC sdo associadas a uma variedade de respostas cognitivas
e afetivas, as provenientes da amigdala associam-se com comportamentos aversivos € a
percepgao do valor de algum estimulo (FLORESCO, 2015). Ja as proje¢des emitidas pelo HIP
modulam respostas comportamentais ao estresse (BAGOT et al., 2015; MUIR et al., 2020).

O aumento do tonus glutamatérgico do NAc vem sendo associado a patofisiologia de
transtornos psiquiatricos como esquizofrenia, TDM e transtorno obsessivo/compulsivo
(RUSSO; NESTLER, 2013; SALGADO; KAPLITT, 2015). Além disso, a suscetibilidade ao

ECDS esta associada ao aumento da transmissdo glutamatérgica ¢ na densidade espinhos
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dendriticos, o que se correlaciona com comportamento de esquiva social (FOX et al., 2020).
Bagot e colaboradores (2015) demonstraram que quando estimuladas por optogenética, as
projecdes do HIP, mais especificamente da regido ventral, induzem a suscetibilidade ao ECDS.
Além disso, a inibi¢ao do circuito vVHIP-NAc¢ resulta em um fendtipo resiliente. Dessa forma, é
possivel que alteracdes na excitabilidade do NAc influenciem nos mecanismos de resiliéncia a
partir das proje¢des emitidas pelo VHIP (BAGOT et al., 2015; CATHOMAS et al.,2019; MUIR
et al.,2020).

1.6 MODULACAO DA EXCITABILIDADE NEURONAL

A agdo excitatoria do glutamato no encéfalo de mamiferos foi descoberta na década
de 1950 e desde entdo ¢ reconhecido como o aminoacido mais abundante do SNC. Seu papel
inclui processos intracelulares de inducdo sinaptica, migragdo, diferenciagdo, plasticidade e
morte celular (ERECINSKA, 1990; NAKANISHI ef al., 1998). Através da modulacao
sindptica, promove a manutenc¢do funcional do encéfalo, participando de processos cognitivos,
de aprendizagem e memoria (RIEDEL, 2003; ROBBINS; MURPHY, 2006).

Apos sintetizado, o glutamato ¢ armazenado em vesiculas sindpticas glutamatérgicas
(vGLUT) (TAKAMORI, 2006). Quando ocorre influxo de ions calcio suficiente para
despolarizar a membrana pré-sinaptica, as vVGLUTs utilizam de proteinas sinapticas e de
acoplamento, como a sinapsina-I e SNAP-25, para fundir-se a membrana (NICHOLS ef al.,
1992; BOGEN et al., 2011; ANTONUCCI et al., 2013). Apo6s a exocitose, o glutamato se
difunde na fenda sinaptica e ativa os receptores ionotropicos (iGluR) e metabotropicos
(mGluR). Os iGluR possuem trés classes: NMDA, alfa-amino-3-hidroxi-5-metil-4- acido
isoxazol propionico (AMPA) e cainato, que alteram sua conformacdo apods se ligarem ao
agonista (BIGGE, 1999; KEW; KEMP, 2005; FERRAGUTI; SHIGEMOTO, 2006).

Os receptores AMPA compreendem quatro subunidades: GluA1-GluA4, que em
conjunto com os receptores cainato, promovem a resposta primaria de despolarizagao celular
(KESSELS; MALINOW, 2009; LEE et al., 2010). J& os receptores NMDA permanecem
ancorados a proteina PSD-95 (proteina pos-sindptica de 95 kDa) e possuem a maior afinidade
pelo glutamato. Apesar disso, a ativagdo dos NMDA depende de uma complexa e ordenada
sequéncia para tornar-se permeavel aos ions célcio. Inicialmente, é necessaria a ligacdo de um

co-agonista, como a glicina ou D-serina, dependendo das subunidades presentes. Em seguida,
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é necessario que ocorra a despolarizacio inicial da membrana, fazendo com que os ions Mg?*
que ocupam o centro dos canais sejam liberados (SHENG, 2001; PAOLETTI; NEYTON,
2007).

Estressores sao capazes de modular a transmissao glutamatérgica em associagao com
a disfunc¢@o comportamental em roedores. H4 um aumento na expressao dos receptores NMDA
e na subunidade GluAl do receptor AMPA no HIP de animais suscetiveis ao ECDS. Além
disso, o bloqueio dos NMDA reverte a resposta suscetivel (COSTA-NUNES et al., 2013;
HASEGAWA et al., 2019; TSE et al., 2019). Em contraste, outros estudos demonstram a
redugio da subunidade GluA1 no HIP de animais suscetiveis (GARCIA-PARDO et al., 2018).
Ja as alteracdes morfologicas diferem entre as regides encefalicas avaliadas e o modelo de
estresse utilizado. No HIP, enquanto o estresse agudo promove um aumento de espinhos
dendriticos na regido CAl, a regido CA3 e o giro denteado apresentam diminui¢do em animais
suscetiveis ao ECDS (SHORS; CHUA; FALDUTO, 2001). J4 no NAc e na area tegmentar
ventral, ¢ vista uma reducdo dos espinhos dendriticos de animais expostos ao ECDS (QU et al.,
2017).

Portanto, o controle apropriado da disponibilidade de glutamato na fenda sinaptica ¢é
crucial para a preservacao das sinapses excitatdrias e prevencao da excitotoxicidade, que, além
de promover morte neuronal, esta associada na etiologia e progressao de doencgas psiquiatricas.
Em roedores, o aumento do tonus glutamatérgico no HIP e NAc ¢ associado
ao desenvolvimento de comportamentos tipo-depressivos e tipo-ansiosos (JAVITT, 2004;
TAKAHASHI; FOSTER; LIN, 2015; OLLOQUEQUI et al., 2018).

Por conta disso, a concentracdo de glutamato extracelular é regulada por uma
complexa rede de mecanismos. Como demonstrado na Figura 4, destaca-se a modulagao a partir
dos receptores purinérgicos Al e A2A, que através da ativagdo por seu ligante endogeno, a
adenosina, inibem ou estimulam a agdo do glutamato de forma pré e pds-siniptica
(CORRADETTI et al., 1984; CIRUELA et al., 2011; DIAS et al., 2013). No caso dos
receptores Al, quando ativados, inibem a entrada de ions calcio, o que torna a membrana
hiperpolarizada e por consequéncia inibe a liberacdo de glutamato, além de dificultar a
excitabilidade da célula pds-sindptica. Em contraste, o aumento da adenosina circulante ativa o
receptor A2A e facilita o influxo de ions calcio, promovendo o aumento na liberagdo de

glutamato e facilitando a despolariza¢ao do neuronio pos-sindptico (CALKER et al., 2019).
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Figura 4. Modulac¢io da transmissao glutamatérgica através dos receptores de adenosina
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Figura 4. Apos a despolarizagdo da membrana pré-sinaptica, as vGLUTs fundem-se & membrana com

mGluR

o auxilio de proteinas de acoplamento, como a sinapsina [ e SNAP-25. A fusdo da membrana vesicular
com a membrana neuronal promove a exocitose das moléculas de glutamato. O glutamato circulante na
fenda sinaptica inicialmente se acopla aos receptores cainato ¢ AMPA, que sdo formados por
subunidades distintas, como a GluAl. Apds a despolarizagdo inicial do neurdnio pds-sinaptico, os
receptores NMDA, que permanecem acoplados a PSD-95, alteram sua conformacg@o, liberando o
magnésio que os bloqueia. Assim, o influxo de glutamato aumenta e, como resultado, a membrana atinge
o limiar de disparo de forma rapida. Paralelamente, a colocalizagdo de receptores de adenosina modula
a transmissdo e a resposta glutamatérgica. No caso da ativa¢ao dos AIR, os CCVD séo inibidos, o que
mantém a membrana hiperpolarizada. No neur6nio pré-sinaptico, a inibicdo do influxo de célcio reduz
a mobilizagdo das vGLUTs, e por consequéncia, a liberagdo de glutamato. Ja no neur6nio pos-sinaptico,
a hiperpolarizacdo promovida pelos A1R dificulta a excitabilidade da membrana. De forma oposta, os
receptores A2A ativam os CCVD quando ligados na adenosina circulante. Essa ativa¢do induz a
liberagdo glutamatérgica e promove a facilitagdo da despolarizagdo da membrana. Abreviagdes: A1R —
receptor de adenosina Al; A2AR — receptor de adenosina A2A; AMPA — a-amino-3-hidroxi-metil-5,4-
isoxazolpropidnico;, CCVD — canais de célcio voltagem dependentes; GluAl — subunidade Al do
rececptor AMPA; mGIuR — receptor de glutamato metabotropico; NMDA — N-metil-D-aspartato ; PSD-
95 — proteina pos-sinaptica de densidade de 95 kDa; SNAP-25 — proteina associada a sinaptossomas de
25 kDa; vGLUT — vesicula de glutamato. Fonte: originado a partir de imagens do Biorender; elaborado
pela autora.

Alteragdes no sistema inibitorio GABAérgico também sdo observadas, como o

aumento da subunidade al dos receptores GABAA no vHIP de animais resilientes a modelos
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de estresse pds-traumatico. Somado a isso, ¢ observada a reducdo dos niveis de GABA em
animais suscetiveis a0 ECDS (ARDI et al., 2016; ARDI et al., 2019; HAMILTON et al., 2020).
Ademais, camundongos machos suscetiveis ao ECDS e pacientes com TDM possuem reducao
na expressao génica de proteinas associadas a transmissao GABA¢érgica no NAc, como as
vesiculas transportadoras de GABA (VGAT) e a gefirina, proteina pds-sindptica associada a
sinapses inibitorias (HESHMATI et al., 2020).

Em conjunto, esses estudos sugerem que a suscetibilidade e resiliéncia ao estresse
podem ser moduladas a partir da transmissdo de glutamato e GABA, podendo esses
aminoacidos exercer papéis distintos dependendo da sub-regido avaliada (LAROSA; WONG,
2022). Além disso, a fonte do estressor também precisa ser levada em consideragdo. Enquanto
animais suscetiveis ao ECDS e ao estresse de conten¢do apresentam um aumento na
transmissdo de glutamato e GABA no HIP, ¢ observado uma redugdo desses parametros nos

modelos de estresse cronico imprevisivel e desamparo aprendido (LIU et al., 2018).

1.7 SISTEMA ADENOSINERGICO

A regulacao apropriada da excitabilidade dos circuitos encefalicos ¢ essencial para a
manutengdo da resposta resiliente ao estresse. Essas modulagdes sdo afetadas por alteragdes no
potencial de membrana, destacando-se a agdo do sistema purinérgico (POPOLI et al., 1995;
JEONG et al., 2003; MATOS et al., 2012; FERREIRA et al., 2014).

As purinas sdo uma classe de moléculas organicas aromaticas essenciais no
metabolismo celular. Esse sistema engloba nucleotideos e nucleosideos derivados de guanina e
adenina, bem como a maquinaria necessaria para sua sintese e metabolismo. Além disso, as
moléculas podem ser mono, di ou tri fosfatadas, e exercem diversas fungdes fisiologicas, como
prolifera¢do e migracdo celular (HUANG et al., 2021).

A atividade mediada por moléculas derivadas de adenina ocorre através dos receptores
purinérgicos do subtipo P1 ou P2 (BURNSTOCK; KENNEDY, 1985). Os receptores da classe
P2 ligam-se as moléculas de ATP e ADP e subdividem-se em inotrdpicos P2X e metabotropicos
P2Y. Ja os receptores da familia P1 possuem a adenosina como ligante endogeno e subdividem-
se em 4 tipos: Al, A2A, A2B e A3 (BURNSTOCK, 2018).

Os estudos envolvendo compostos derivados de adenina iniciaram-se no final dos anos
1920, com experimentos relacionados ao sistema cardiovascular e seu uso como um

vasodilatador indutor de bradicardia (DRURY; SZENT-GYORGYI, 1929). Apesar disso, a
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purificacdo do composto e a descricdo da estrutura quimica da adenosina (Figura 5) foi
estabelecida somente no inicio década seguinte, por Levene e Tipson (1931). Constituida por
uma base purica (adenina) ligada a uma ribose, a adenosina atua de diversas formas como um
nucleosideo essencial para a manutencao celular (PHILLIS, 1991), participando de processos
de respiragdo celular, de biossintese de proteinas e do sistema imune (OHTA; SITKOVSKY,
2001). Atualmente, sabe-se que a adenosina atua em diversas fungdes fisiologicas no sistema
cardiovascular (VECCHIO et al., 2015), metabolismo energético (KOUPENOVA; RAVID,

2013), sistema imune, resposta inflamatéria (HASKO et al., 2008), entre outras.

Figura 5. Estrutura quimica da adenosina
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Figura S. A adenosina (ADO) ¢ um nucleosideo abundante presente em todas as células, constituida
por uma adenina ligada a uma ribose. Além das fun¢des metabdlicas, no SNC a ADO atua como um
neuromodulador, mediando respostas excitatorias e inibitorias através da ativacdo de seus receptores.
Formula quimica: C1oH13N504; PubChem CID: 60961.

A sintese de adenosina pode ocorrer de forma intra e extracelular (Figura 6), e se
modifica de acordo com a demanda metabolica do organismo. No meio intracelular, sua
formagdo pode ser iniciada a partir da hidrolise de AMP através de 5’nucleotidases. Apds
sintetizada, pode ser fosforilada pela adenosina cinase (AK) e retornar para seu estado em AMP,
ou convertida em inosina pela adenosina deaminase (ADA) (BRUNDEGE et al., 1997). Outra
forma de sintese intracelular ¢ através da enzima SAH-hidrolase, que converte moléculas de S-
adenosilhomocisteina (SAH) em homocisteina e adenosina (SCHRADER; SCHUTZ;
BARDENHEUER, 1981). Além disso, a molécula de adenosina consegue migrar pela
membrana através de transportadores equilibrativos de nucleosideos (ENTs), que permitem o
fluxo dependendo de alteragdes na concentragdo da adenosina (ALANKO; PORKKA-
HEISKANEN; SOINILA, 2006). Por outro lado, os niveis extracelulares podem ser afetados

tanto pela sintese e liberacdo intracelular, quando pela hidrdlise de ATP por ecto 5’-
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nucleotidases, reac¢ao a qual depende da disponibilidade de ATP. No entanto, apesar de modular
a atividade neuronal, a adenosina ndo é considerada um neurotransmissor classico, uma vez que
ndo ¢ liberada por exocitose de vesiculas e pode afetar regides ndo sinaptogénicas
(ZIMMERMANN; ZEBISCH; STRATER, 2012)

Sendo assim, a partir da ativagdo de seus receptores de membrana, a adenosina atua
como um neuromodulador. Inicialmente, os receptores adenosinérgicos eram classificados em
duas categorias: Al e A2 (CALKER; MULLER; HAMPRECHT, 1979). Posteriormente,
estudos refinaram essa categorizacao em dois subgrupos, os receptores com alta afinidade pela
molécula, sendo eles os inibitorios Al e os excitatorios A2A, e um com menor afinidade pela
adenosina, sendo caracterizado como o excitatorio A2B. Atualmente, sdo descritos quatro
subtipos de receptores, tendo sido descoberto os receptores A3, que atuam de forma inibitoria.
Enquanto os receptores A2B e A3 localizam-se majoritariamente no sistema periférico, os
receptores Al e A2A s3o amplamente presentes em neurdnios, astrocitos € na microglia
(FREDHOLM et al., 2011).

Portanto, no encéfalo, a adenosina age majoritariamente a partir da ativacdo dos
receptores Al, inibitorios, e os A2A, excitatérios (FREDHOLM et al., 2005). Esses receptores
contém sete dominios transmembrana a-helicoidal e sdo acoplados a proteina G no meio
intracelular. A sinalizagdo ocorre através de alteragcdes na atividade de adenilato ciclase (AC),
resultando na subsequente alteragdao dos niveis de adenosina monofosfato ciclica (AMPc) e da
cascata de segundos mensageiros (CUNHA et al., 1994; LOPES et al., 2002).

O subtipo Al, codificado pelo gene ADORAI1, ¢ o mais bem conservado entre as
espécies e possui a maior afinidade pela adenosina. Localiza-se de forma ampla no SNC, e sua
distribuicao ¢ similar a dos receptores NMDA, estando presente em estruturas como cerebelo,
HIP, PFC, talamo e tronco encefalico (FASTBOM et al., 1987). Apos a ativacdo, produzem
uma resposta inibitoria devido ao seu acoplamento a proteina Gi/o. Sua ativagdo ¢é capaz de
inibir a AC, diminuindo a concentracdo de AMPc e a atividade da proteina cinase dependente
de AMPc (PKA). Além disso, pode ativar a via da fosfolipase C (PLC), que utiliza a proteina
cinase C (PKC) para formar os segundos mensageiros inositol 1,4,5-trifosfato (IP3) e
diacilglicerol (DAG). O IP3 inibe canais de calciopresentes na membrana e permite a abertura
de canais de potassio, além de recrutar o aumento da concentragdo intracelular de ions célcio.
Como resultado, a célula torna-se hiperpolarizada, o que, de forma pré-sindptica, inibe a
liberagdo de neurotransmissores. J4 no neurdnio poés-sindptico, reduz a excitabilidade da

membrana. Além disso, a partir da ativacdo da via da PKC, pode modular a atividade
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transcricional através da fosforilagdo do CREB (CONNOLLY; KINGSBURY, 2010; LI et al.,
2015). Nesse sentido, a ativagao dos receptores A1 modula a transcrigao de fatores metabolicos,
como o citocromo C, de transcrigdo, como c-Fos, de crescimento, como o BDNF, e de
sobrevivéncia celular, como a beclina-2 (WANG et al., 2018).

Ja os receptores A2A sdo codificados pelo gene ADORA2A. No encéfalo, sdo
distribuidos majoritariamente nos neuronios poés-sinapticos do NAc e em regides como o
estriado, mas também sao expressos em menor densidade no HIP e PFC (CUNHA et al., 1994;
LOPES et al., 2002; REBOLA ef al., 2005). Devido ao seu acoplamento a proteina Gs, atuam
a partir da estimulagdo da via da PKA, que promove a abertura de canais de calcio voltagem
dependentes (CCVD) e interfere em fatores de transcri¢do a partir de segundos mensageiros
(CUNHA et al., 1994; LOPES et al., 2002). Além disso, podem inibir a atividade dos receptores
Al a partir de mecanismos intracelulares ou com a formacgao de heterodimeros (CIRUELA et
al., 2006; FREDHOLM et al., 2007). Dessa forma, o equilibrio entre a ativacao dos receptores
Al e A2A neuronais e gliais modula a liberagdo de neurotransmissores, como o glutamato,

principal responsével pela excitabilidade neuronal. (CIRUELA ef al., 20006).
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Figura 6. Metabolismo da adenosina e sinalizacdo desencadeada pela ativacio dos

receptores Al e A2A
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Figura 6. A produgao de adenosina (ADO) ocorre no meio intracelular através da hidrélise do AMP
promovida pela enzima 5’nucleotidase, reacdo que pode ser revertida pela enzima AK.
Alternativamente, é possivel converter a SAH em homocisteina ¢ ADO com auxilio da enzima SAH
hidrolase. No meio extracelular, a sintese de ADO ocorre a partir da conversdo do ATP em ADP e AMP,
mediada por NTPDases, e da conversdo do AMP em adenosina, mediada pela ecto-5’nucleotidase. O
ATP pode ser carreado para o meio extracelular com auxilio de transportadores. De forma similar, ADO
formada pode trafegar para ambos os meios celulares, com auxilio de ENTs. A ADO pode ser convertida
em inosina pela ADA, ou desencadear repostas mediadas a partir da ativacdo dos receptores
adenosinérgicos. A ativacdo dos receptores Al inibe a atividade da AC, reduzindo a concentragdo de
AMPc e a atividade da PKA. Além disso, os A1R podem ativar a via da PLC, induzindo a produgao de
IP3 e DAG, que, em conjunto, sdo capazes de ativar a PKC e recrutar reservas intracelulares de célcio.
Também € possivel que os AI1R inibam CCVD e ativem canais de K+. Por outro lado, a ligagdo da ADO
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nos A2AR pode ativar a atividade da AC, aumentando os niveis de AMPc e da atividade de PKA.
Somado a isso, esses receptores podem ativar diretamente CCVD. A ativagao de ambos os receptores é
capaz de modular a transcricdo génica a partir da fosforilagdo do CREB. Abreviagdes: A1R — receptor
de adenosina Al; A2AR —receptor de adenosina A2A; ADA — adenosina deaminase; ADO — adenosina;
AK — adenosina cinase; AMP — adenosina monofosfato; AMPc — adenosina 5’- monofosfato ciclica;
ATP — adenosina 5’- trifosfato; CCVD — canal de célcio voltagem dependente; CREB — proteina de
ligacdo responsiva ao AMPc; DAG — diacilglicerol; ENTs — transportador de nucleosideos equilibrativo;
IP3 — Inositol 1,4, 5-trifosfato; PKA — proteina cinase A; PKC — proteina cinase C; PLC — fosfolipase
C; SAH — S-adenosil-L-homocisteina. Fonte: originado a partir de imagens do Biorender; elaborado
pela autora.

Em condigdes basais, os niveis celulares da adenosina permeiam em torno de 50-200
nM e ativam principalmente os receptores A1 (LOPES; SEBASTIAO; RIBEIRO, 2011). No
entanto, em situag¢des de alta demanda metabodlica, como condigdes estressoras, a concentragao
dos precursores adenosinérgicos aumenta (HAMILTON et al., 2020), levando os niveis
extracelulares de adenosina para a ordem de uM, o que promove a ativagao dos receptores do
subtipo A2A, e, por consequéncia, a excitabilidade os circuitos (SCACCIANOCE et al., 1989;
FREDHOLM et al., 2005; PEDATA et al., 2000).

1.8 SISTEMA ADENOSINERGICO E MODULACAO DO COMPORTAMENTO
EMOCIONAL

A adenosina desempenha um papel complexo e importante na modulagdo do
comportamento emocional, devido a sua capacidade de afetar mecanismos de plasticidade
sinaptica e estrutural. Como neuromodulador, atua regulando a liberagao de neurotransmissores
como monoaminas, catecolaminas, GABA e glutamato. Isso faz com que o sistema
adenosinérgico seja um potencial alvo para o tratamento de doencas neurodegenerativas e
psiquiatricas caracterizadas por disfun¢des nesses sistemas de neurotransmissores, como 0
Alzheimer, Parkinson, esquizofrenia, transtornos de humor e de ansiedade (SEBASTIAO;
RIBEIRO, 2009; GOMES et al., 2011).

Estudos clinicos suportam o envolvimento do sistema adenosinérgico na modulagao
do humor. Pacientes com TDM apresentam niveis elevados de adenosina sérica (GUBERT et
al., 2016). Entretanto, as principais evidéncias provém de estudos com a cafeina, que atua como
um antagonista dos receptores Al e A2A. O consumo moderado de café, com o limite de 6

xicaras por dia, promove a redugdo dos sintomas do TDM, além do aumento na eficacia de
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medicamentos antidepressivos (LIU et al., 2017; LOPEZ-CRUZ; SALAMONE; CORREA,
2018). No entanto, doses superiores podem causar sintomas de ansiedade, irritabilidade e
insonia (WANG et al, 2015). Tratamentos crénicos com demais antagonistas, como a
istradefilina, que atua inibindo a atividade dos receptores A2A, demonstram melhora nos
sintomas depressivos de pacientes com Parkinson (NAGAYAMA et al., 2019). Ademais,
polimorfismos no gene ADORA2A sao classificados como ansiogénicos e estdo relacionados
ao aumento da transmissdao glutamatérgica nos transtornos de ansiedade e depressdao
(HAMILTON et al., 2003; LAM; HONG; TSAI 2005; ROGERS et al., 2010; OLIVEIRA et
al., 2018; HOHOFF et al., 2020).

Em roedores, o aumento da adenosina circulante também esta relacionado ao
desenvolvimento de comportamentos tipo-depressivos, demonstrados pelo aumento no tempo
de imobilidade no teste do nado for¢ado, sendo este parametro revertido apos a administragao
de antidepressivos triciclicos (CALKER ef al, 2019). Kaster e colaboradores (2004)
demonstraram que a administragdo de adenosina (5-10 mg/kg, i.p.) foi capaz de reduzir o tempo
em imobilidade no teste do nado forcado e no TSC, sendo que tal efeito foi revertido apos a
administracdo de antagonistas dos receptores Al e A2A. Em um estudo subsequente, foi
demonstrado que a manipulagdo de moléculas do metabolismo adenosinérgico podem alterar
0s parametros comportamentais relacionados ao comportamento tipo-depressivo.
Especificamente, o tratamento com inosina reduziu o tempo de imobilidade no teste do nado
forcado (5 e 50 mg/kg, i.p.) e no TSC (1 e 10 mg/kg, i.p.), sendo que a inibicdo dos receptores
Al e A2A reverteu o efeito antidepressivo observado no teste de nado for¢cado. Curiosamente,
a inibicdo da enzima adenosina deaminase (1 e 10 mg/kg, i.p.) também promoveu efeito
antidepressivo no teste do nado forgado (KASTER et al., 2013). Todavia, a compreensao dessas
alteragcdes comportamentais torna-se complexa, uma vez que ha interagdes entre a adenosina e
os sistemas serotoninérgico, opioide e glutamatérgico (KASTER; SANTOS; RODRIGUES,
2005; KASTER et al., 2007; KASTER et al., 2012).

Além disso, a densidade dos receptores adenosinérgicos ¢ modulada a partir de
condigdes estressores através do aumento de GCs, que induzem a expressdo dos receptores A2A
e diminuem a densidade dos receptores A1 hipocampais, em associagdo com o desenvolvimento
de transtornos psiquidtricos (GERWINS; FREDHOLM, 1991, SVENNINGSSON;
FREDHOLM, 1997; CREMA et al., 2013). Ao contrario dos receptores A2A, a ativacao dos
receptores Al ¢ reconhecida como neuroprotetora, pois diminui a excitabilidade neuronal e

apresenta efeitos ansioliticos (SEBASTIAO; RIBEIRO, 2009; CALKER et al., 2019). Além
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disso, animais KO para os receptores Al apresentam aumento da ansiedade espontinea e do
perfil de agressividade (LEDENT et al., 1997; JOHANSSON et al., 2001; GIMENEZ-LLORT
et al.,2002).

Estudos farmacologicos com modelos animais também corroboram evidéncias da
adenosina nas alteracdes emocionais promovidas por estressores. O tratamento cronico com
cafeina reverte a esquiva social de animais suscetiveis ao ECDS (YIN ez al., 2015). Kaster e
colaboradores (2015) demonstraram que o aumento dos receptores A2A hipocampais
promovido pela exposi¢do ao estresse cronico imprevisivel estd associado ao déficit cognitivo
e ao comportamento do tipo-depressivo, efeitos revertidos apds a inibicdo farmacologica
(KASTER et al., 2015). De forma complementar, animais KO para os receptores A2A
demonstram agao protetora frente a estressores, exibindo um maior indice de sociabilidade, e
uma reducao nos comportamentos anedonicos e na sensibilidade a novidades sociais apds o
ECDS (EL YACOUBI et al., 2001; YAMADA et al., 2013; LOPEZ-CRUZ et al., 2017).

Portanto, condi¢des psiquiatricas frequentemente apresentam a excitotoxicidade como
um evento que acompanha a etiologia e progressdo dos sintomas. Tal efeito ¢ associado ao
aumento no tonus glutamatérgico e diminui¢ao tonus GABAérgico dos circuitos encefalicos.
Nesse sentido, os receptores de adenosina demonstram forte associagdo na modulagdo desses
sistemas de neurotransmissores €, por consequéncia, no desenvolvimento e progressao dos

transtornos psiquiatricos (SEBASTIAO; RIBEIRO, 2009; CALKER et al., 2019).

1.8 JUSTIFICATIVA E HIPOTESE

O estresse cronico € considerado o principal fator ambiental no desenvolvimento de
transtornos psiquiatricos, que representam a causa primaria de reducao da qualidade de vida, da
capacidade produtiva e de socializagdo (KRISHNAN; NESTLER, 2008). A exposi¢do ao
estresse € inevitavel, e, nesse contexto, a utilizacdo de modelos animais para compreender os
mecanismos capazes de promover resiliéncia torna-se indispenséavel para o desenvolvimento de
estratégias preventivas e mitigadoras (CATHOMAS et al., 2019).

Diversos estudos buscam compreender os mecanismos neuroquimicos da resiliéncia,
sendo que no modelo de ECDS, a suscetibilidade estd associada ao aumento do tonus
glutamatérgico no NAc e HIP (RUSSO et al., 2012; RUSSO; NESTLER, 2013; SALGADO;
KAPLITT, 2015). Bagot e colaboradores (2015) demonstraram que as projecoes

glutamatérgicas do circuito vHIP-NAc induzem o fen6tipo suscetivel, e sua a inibi¢do resulta
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no fendtipo resiliente. Sendo assim, sugere-se que a excitabilidade do NAc influencie na
resposta suscetivel a partir das projecdes glutamatérgicas do vHIP (BAGOT et al., 2015;
CATHOMAS et al., 2019; MUIR et al., 2020). A neurotransmissao glutamatérgica pode ser
modulada a partir de receptores de adenosina, os inibitérios Al, e os excitatorios A2A,
colocalizados nas membranas neuronais do HIP e NAc. Dessa forma, sugere-se que o sistema
adenosinérgico pode contribuir para a heterogeneidade das respostas comportamentais
decorrentes de eventos estressores (CORRADETTI et al., 1984; CIRUELA et al., 2011; DIAS
etal., 2013).

Considerando isso, esse trabalho avaliou o efeito do estresse sobre o sistema
adenosinérgico e em proteinas sindpticas em camundongos machos resilientes e suscetiveis ao
ECDS. Nossa hipotese ¢ de que o ECDS promove o aumento na expressdo e densidade dos
receptores A2A no VHIP de animais suscetiveis, associado ao aumento de proteinas sinapticas

excitatorias no NAc.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o impacto do estresse cronico de derrota social nos receptores de adenosina
Al e A2A e em proteinas sinapticas do nucleo accumbens e das sub-regides dorsal e ventral do

hipocampo em camundongos machos com respostas resilientes e suscetiveis.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Caracterizar, em animais controle, suscetiveis e resilientes ao estresse cronico de
derrota social:
1) O comportamento social e emocional;
i1) A expressdo genica dos receptores de adenosina A1 ¢ A2A no NAc e vHIP;
1i1) Diferencas regionais da densidade de receptores de adenosina Al e A2A no
NAc, vHIP e dHIP;
1v) A densidade de GRs e de proteinas sinapticas associadas a transmissao

glutamatérgica e GABA¢érgica no NAc, vHIP e dHIP.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 ANIMAIS

Para camundongos agressores foram utilizados machos da linhagem Swiss (4 a 6 meses
de idade) fornecidos pelo Biotério Central da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC).
Como animais derrotados foram utilizados camundongos machos C57BL/6 (3 a 4 meses de
idade), provenientes de uma colonia mantida pelo Laboratorio de Neurociéncia Translacional
(Neuroquimica 1) da UFSC. Ambeas as linhagens foram alojadas em grupos de 8 animais no
Biotério Setorial do Departamento de Bioquimica da UFSC em caixas de moradia (41 x 34 x
16 cm) sob temperatura de 21°C + 2°C, com ciclo de iluminacao claro/escuro de 12/12 h (7 h
as 19 h ciclo claro) e livre acesso a ra¢do e agua filtrada. Os experimentos foram conduzidos de
forma a minimizar o sofrimento dos animais e estdo de acordo com a aprovag¢ao do Comité de
Etica no Uso de Animais da UFSC (protocolo n° 5290231120). Todas as habilitagdes
necessarias foram realizadas, como a disciplina de manejo de animais para ensaios bioquimicos

e treinamentos internos do laboratorio para uma boa pratica com roedores.

3.2 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Camundongos C57BL/6 machos com 3-4 meses de idade foram submetidos por 10
dias consecutivos ao ECDS (Figura 7). Durante o protocolo de estresse, os animais
experimentais foram expostos a 10 min de confronto fisico e 24h de contato sensorial a
camundongos Swiss previamente selecionados para agressividade. O peso dos animais e as
estratégias de enfrentamento foram avaliadas durante as sessdes de confronto fisico dos dias 1,
5 e 10 do ECDS. Vinte e quatro horas apds o protocolo de estresse foi realizado o teste de
interagdo social (TIS) para determinagdo de resiliéncia ou vulnerabilidade ao ECDS. Vinte e
quatro horas apds, os camundongos foram submetidos aos testes de suspensdo pela cauda
(TSC), campo aberto (TCA) e labirinto em cruz elevado (LCE) para avaliacdo do
comportamento emocional. Apds o tltimo teste comportamental, os animais foram decapitados
e as estruturas encefalicas foram dissecadas. O NAc e vHIP coletados da primeira coorte foram
conservadas em TRIzol® (Sigma-Aldrich) para avaliagdo da expressdo génica. As estruturas
encefalicas NAc, vHIP e dHIP da segunda coorte foram imediatamente submersas em

nitrogénio liquido e armazenadas a -80°C para as avaliagdes do imunocontetudo proteico.
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Figura 7 — Delineamento experimental

Protocolos experimentais

[ Estresse cronico de derrota social ] [ Coleta das estruturas encefalicas ]
‘l’ | NAcevHIP —» Coorte1:
RT-qPCR i/ ADORA1 e ADORA2A

- S || - | 5 — Cooiad AT; A2A;
s c, v —»  Coorte 2. “ ) . pen.as
Exposicao a um Estressefidico Estl_'esse e dHIP Wiatars & GR; G|_UA'|, PSD- 9.5,
agressor > (10 min) > sensorial (24 h) blotting sinapsina-l e gefirina

desconhecido

=0 0 0 @ IONS
[

][ Comportamento emocional J

Comportamento

Estratégias de enfrentamento ] | social

Suspensdo Campo || Labirinto em
pelacauda aberto cruz elevado

C57BL/6 machos

(3-4 meses) Teste de interagdo

social

m Avaliagoes comportamentais

Figura 7. Camundongos C57BL/6 machos de 3-4 meses de idade foram submetidos por 10 dias ao
ECDS. As sessoes de confronto fisico dos dias 1, 5 ¢ 10 foram filmadas para posterior analise das
estratégias de enfrentamento. Para a avaliagdo do comportamento social e emocional foram realizados

Ativas Passivas

os testes de interacao social, suspensao pela cauda, campo aberto e labirinto em cruz elevado. Apds os
testes comportamentais os animais foram decapitados, as estruturas encefalicas removidas e
acondicionadas para avaliagdes moleculares e bioquimicas. Abreviagoes: dHIP — hipocampo dorsal;
NAc — ntcleo accumbens; RT-qPCR — PCR quantitativa em tempo real; vHIP — hipocampo ventral.
Fonte: originado a partir de imagens do Biorender; elaborado pela autora.

3.3 PROTOCOLO DE ESTRESSE

O ECDS foi promovido com sessdes didrias, compostas pela exposi¢ao por 10 min de
contato fisico e 24 h de contato sensorial, por 10 dias consecutivos. As sessdes de confronto
fisico ocorreram na caixa de residéncia dos animais agressores, a fim de estimular a
territorialidade. O camundongo agressor foi substituido nas sessdes em que a laténcia entre os
ataques atingiu 2 minutos. Durante o contato sensorial foi inserida uma placa de acrilico
perfurada entre os animais para permitir apenas o contato olfativo, auditivo e visual entre o

animal derrotado e o agressor.
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A efetividade do protocolo de ECDS depende da selecdo apropriada dos agressores.
Para isso, os camundongos Swiss machos foram alojados em caixas individuais (30 x 20 x 13
cm) por no minimo 1 més antes da triagem para a sele¢ao de agressividade. A triagem consistiu
na exposicao dos camundongos Swiss a camundongos C57BL/6 machos desconhecidos durante
3 minutos por 3 dias consecutivos. Foram considerados agressivos os animais que apresentaram
laténcia de ataque inferior a 60 s ou promoveram mais de 10 ataques em ao menos dois dias
consecutivos, sendo os ataques definidos como uma interagao direta agressiva promovida pelo
camundongo Swiss.

Os animais controle (n = 20) foram mantidos em caixas de residéncia no Biotério
Setorial de Bioquimica (UFSC), pareados entre si e separados por uma placa de acrilico
perfurada, permitindo apenas o contato sensorial. Os controles foram rotacionados diariamente,
de forma que ndo foram pareados com os mesmos animais por mais de um dia (GOLDEN et

al., 2011).

3.4 AVALIACOES COMPORTAMENTAIS

Apos a finalizacdo do protocolo de estresse, os camundongos derrotados e controle
foram alojados individualmente na sala de comportamento do Laboratério de Neurociéncia
Translacional (BQA/UFSC) para o inicio dos testes comportamentais. Os testes para avaliagdao
da sociabilidade e emocionalidade foram realizados 24 h apds o término do ECDS sob
iluminagao indireta (30 /ux). A andlise das estratégias de enfrentamento, do teste de suspensao
pela cauda e do labirinto em cruz elevado foram feitas manualmente. J4 os testes de interagao
social e campo aberto foram avaliados utilizando o programa ANY-Maze® (Stoelting Co.,
E.U.A.). Os aparatos foram higienizados com alcool 10% apds cada animal ter concluido a

tarefa comportamental.

3.4.1 Teste de interacio social

O TIS ¢ utilizado para avaliar o comportamento social apds o protocolo de ECDS. O
TIS se baseia no fato de que os camundongos sdo naturalmente animais sociais e exploradores.
No entanto, os estimulos estressores sociais cronicos podem provocar alteragdes na
sociabilidade. Nesse sentido, os animais sdo expostos a um dilema, entre explorar o ambiente

novo ou aproximar-se de um animal agressor desconhecido.
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O aparto utilizado, como demonstrado pela Figura 8, consiste em um campo aberto
modificado (42 cm x 42 cm x 42 cm), contendo um cilindro acrilico perfurado em uma de suas
paredes. Zonas sdo delimitadas para avaliar a preferéncia da permanéncia do animal nos
periodos de teste. A zona proxima a fixacdo deste cilindro ¢ denominada zona de interagdo
social (ZIS; 24 cm x 14 cm), enquanto as zonas delimitadas na parede oposta sao chamadas de
zona de canto (9 cm x 9 cm).

O TIS consiste em duas fases. Na primeira, chamada de fase sem alvo, o camundongo
experimental pode explorar o aparato livremente por 150 segundos. Apds esse periodo, o animal
¢ retornado a sua caixa de residéncia, e de forma concomitante, um animal agressor
desconhecido ¢ alocado dentro do cilindro acrilico, o qual permite o contato sensorial entre as
duas linhagens. A segunda fase, chamada de fase com alvo, ¢ iniciada ao colocar o animal

experimental novamente no aparato e permitir que ele explore livremente por mais 150

segundos.

Figura 8 - Representacio do aparato do teste de interacio social.
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Figura 8. Dimensoes do aparato utilizado para o teste de interacdo social. O aparato consiste em campo
aberto modificado com a delimitagdo da zona de interagdo e zonas de canto. Fonte: adaptado de Golden
etal (2011).

Na avalia¢do das duas fases do TIS, sdo observadas a distancia percorrida pelo animal

e o tempo permanecido em cada zona, o que permite compreender o comportamento do animal

diante de um estimulo social. A partir do tempo permanecido na ZI, ¢ calculado o indice de
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interagdo social (IIS), que permite subdividir os animais derrotados. O indice ¢ calculado pela
razdo entre o tempo total na ZI na fase com alvo e o tempo passado na ZI na fase sem alvo,

como descrito na formula abaixo.

Tempo na ZIS na presenca do alvo

Indice de int a jal (I11S) =
ndice de interago social (I1S) Tempo na ZIS na auséncia do alvo

Seguindo a premissa de que animais com comportamento social reduzido sao mais
vulneraveis ao estresse, os animais com indice abaixo de 1, ou seja, que reduziram o tempo na
ZI na fase com alvo, foram considerados suscetiveis, enquanto os animais com IIS acima de 1

foram considerados resilientes ao ECDS (GOLDEN et al., 2011).

3.4.2 Estratégias de enfrentamento

As estratégias de enfrentamento sdo mecanismos comportamentais utilizados para
lidar com situacdes aversivas. No caso do ECDS, podem ser avaliadas observando a resposta
do camundongo experimental a um ataque promovido pelo animal agressor. Portanto, durante
as sessoes de confronto fisico dos dias 1, 5 e 10 do ECDS foram avaliadas as estratégias ativas
e passivas em resposta aos ataques. Os ataques foram considerados como as interagdes diretas
agressivas do animal agressor para o animal experimental. J& as estratégias ativas foram
consideradas como os comportamentos de fuga, evitacdo ou defesa, e as estratégias passivas
foram consideradas imobilidade e postura de submissdo. O indice de comportamento ativo foi
calculado a partir do total de comportamentos ativos subtraidos pelo total de comportamentos
passivos, normalizados para o numero total de agressdes contabilizadas (LECLAIR et al.,

2021).

3.4.3 Teste de suspensio pela cauda

O TSC ¢ um modelo validado para avaliar comportamentos do tipo-depressivo em
camundongos e consiste em expor o animal a uma situagcdo inescapavel por 6 minutos. A
avaliacdo segue a premissa de que animais submetidos a curtos periodos de estresse inescapavel
tendem a desenvolver uma postura imovel, comportamento que aumenta apos condi¢des

estressoras. Neste caso, o animal ¢ suspenso pela cauda de forma que ndo consiga escapar ou
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se apoiar em alguma superficie. A auséncia da tentativa de escape ¢ caracterizada como
imobilidade, sendo estabelecido que quanto menor a laténcia e maior o tempo em imobilidade,

maior o indicativo de um comportamento tipo-depressivo (CAN et al., 2011Db).

3.4.4 Teste do campo aberto

Proposto por Hall (1936), o TCA ¢ utilizado para avaliar a atividade locomotora e
comportamento do tipo-ansioso em roedores. O aparato consiste em uma caixa de acrilico (42
x 42 x 42 cm) e considera que animais com comportamento tipo-ansioso despendem mais tempo
nos cantos do aparato. Os animais foram expostos por 5 min ao campo aberto ¢ foi permitida
sua livre exploragdo. A distancia percorrida durante o teste foi usada como parametro
locomotor, enquanto o numero de entradas € o tempo de permanéncia no centro (21 cm x 21
cm) do aparato foram avaliados como pardmetros de comportamento tipo-ansioso

(SEIBENHENER; WOOTEN, 2015).

3.4.5 Teste do labirinto em cruz elevado

O LCE ¢ amplamente utilizado para acessar comportamento do tipo ansioso. Utilizado
inicialmente por Handley e Mithani (1984), e baseado em Montgomery (1955), o teste consiste
em expor o animal a um labirinto composto por dois bragos abertos (1 cm de altura) e dois
bracos fechados (30 cm de altura), unidos por uma zona neutra de 10 cm?. O teste se baseia na
preferéncia de roedores por ambientes escuros e fechados, e no conflito entre a motivagao a
explorar ambientes novos e o medo inato de roedores a locais altos e abertos. Em 1985, Pellow
e colaboradores validaram o protocolo como um teste para avaliar comportamento do tipo-
ansioso, e estabeleceu-se que quanto menor a exploragdo dos bragos abertos, maior o indicativo
do comportamento tipo ansioso.

Neste estudo, os animais foram alocados no centro do aparato, sempre voltados para
um dos bragos abertos, onde puderam explord-lo por 5 min. Foi mensurado o niimero de
entradas e tempo de permanéncia do animal com as 4 patas em cada braco e a avaliagdo de
risco, comportamento definido quando o animal exibe uma tendéncia a entrar no braco aberto
e desloca sua cabega e patas dianteiras para a regido desprotegida do aparato, mas mantém seu

corpo no brago fechado (WALF; FRYE, 2007).
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3.5 EXPRESSAO GENICA DOS RECEPTORES Al E A2A

A fim de determinar a expressdo de RNA mensageiro (mRNA) dos receptores Al
(gene ADORAT) e A2A (gene ADORA2A), foi realizado o ensaio de reagdo em cadeia da
polimerase tempo real (RT-qPCR). Os camundongos foram decapitados 1h apos o final dos
testes comportamentais. O NAc e o VHIP foram dissecados e mantidos em 1 mL do reagente
TRIzol® (Sigma- Aldrich). As amostras foram imediatamente homogeneizadas com o auxilio
de pistilos estéreis e centrifugadas a 12.000 x g por 10 min a 4°C. O sobrenadante foi conservado

a -20°C até a extracdo do RNA total.

3.5.1 Extracao do RNA total e sintese do DNA complementar

A extragdo do RNA iniciou com a adi¢ao de 200 uL de cloroférmio a fim de separar
fase aquosa do RNA total, a qual foi transferida para um novo micro tubo. A precipitacao foi
feita com isopropanol (1:1 v) e as lavagens com etanol 75%. Em seguida, as amostras foram
novamente precipitadas com isopropanol (1:1 v) e acetato de sédio (3M, pH 5,5). A
quantificagdo e pureza das amostras foi determinada por espectrofotometria utilizando o
NanoVue Plus™ (Biochrom®), sendo selecionadas apenas as amostras com razio acima de 1,8
para ambos os parametros. Em sequéncia, a integridade do material foi avaliada por eletroforese
em gel de agarose 0,8%, corado em brometo de etidio e visualizada por fluorescéncia UV. Por
fim, a sintese do DNA complementar (¢cDNA) foi realizada em rea¢des de 20 pL, contendo 1
ug de RNA total e 4 uL da enzima qScript® cDNA SuperMix (QuantaBio®). As amostras foram
incubadas no termociclador MiniAmp Thermal Cycler (Thermofisher®) por 5 min a 25°C,
aquecidas por 30 min a 42°C, e em seguida, aquecidas por 5 min a 85°C. O ¢cDNA foi

armazenado a -20°C para a realizacdo da PCR em tempo real.

3.5.2 PCR quantitativa em tempo real

A expressdo dos genes ADORA1 e ADORAZ2A foi analisada por RT-qPCR. O cDNA

foi amplificado em duplicata utilizando o kit TagMan™ Fast Advanced MasterMix, com
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sondas TagMan Gene Expression especificas para camundongos € marca¢ao 3’quencher FAM
para os genes ADORA1 (MmO0138023 ml; NM 001039510.2) e ADORA2A
(MmO00802075 ml1; NM 009630), e VIC para o GAPDH (Gliceraldeido-3-fosfato
deidrogenase; Mm99999915 g1; NM_008084), utilizado como controle endogeno. O ensaio
foi realizado em uma placa de reagdo optica de 96 pocos, com o sistema StepOnePlusTM Real-
Time PCR Systems (Applied Biosystems®). Cada reagdo conteve o volume final de 20 uL,
sendo: 2 L de cDNA (100ng/ul), 10 pL de TagMan™ Fast Advanced MasterMix (2X), 6,0 pL
de H20 DNase/RNase-free, 1 uL de TagMan Gene Expression GAPDH e 1 pL. de TagMan
Gene Expression do gene de alvo (ADORA1 ou ADORA2A). As condi¢des de amplificagdo
dos fragmentos de interesse iniciaram com uma incubagdo a 50°C por 2 min, seguido da
ativacdo da polimerase a 95°C por 20 s, e de 40 ciclos de PCR com desnaturagao a 95°C por 1
s e hibridizacdo e extensao a 60°C por 20 s. Os produtos amplificados foram analisados através
da fluorescéncia emitida em tempo real. O 222Ct Cycle foi calculado e os resultados submetidos

a analise estatistica.

3.6 IMUNODETECCAO DE PROTEINAS POR WESTERN BLOTTING

3.6.1 Preparacao das amostras

Para a deteccdo do imunocontetido das proteinas alvo foram preparadas amostras de
membranas totais de NAc, dHIP e vHIP da primeira coorte. As estruturas foram
homogeneizadas mecanicamente em 300 ul tampao RIPA (do inglés Radio Immuno
Precipitation Assay Buffer, contendo Tris 50mM, NaCl 150mM, Triton X-100 1%, deoxicolato
de sédio 0,5%, SDS 0,1%, EDTA 5mM, PMSF 1mM, NaF 5mM, Na;VO4 ImM e coquetel
inibidor de proteases). O homogenato foi centrifugado (12000 x g por 20 min a 4°C) para o
assentamento dos debris celulares e aliquotas de 50 uL foram retiradas para a quantificacao das
proteinas totais. Foi entdo acrescentado 250 uL de solugdo Laemmli 2x (Tris-HCI1 0,125M, SDS
4%, 2-mercaptoetanol 10%, glicerol 20%, azul de bromofenol 0,004%) para a quebra das
ligagdes ndo-covalentes, pontes dissulfeto, adicao de carga anidnica das proteinas e aumento da
densidade da amostra. Por fim, o homogenato foi aquecido por 10 min a 70°C para a

desnaturacdo fisico-quimica das proteinas e armazenado a -20°C para posterior eletroforese.
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3.6.2 Dosagem de proteinas

A concentracao das proteinas totais foi determinada pelo método colorimétrico de
Lowry (1951). A coloragao resultante da reducao formada pela interacao entre o reagente Folin-
Ciocalteau’s (molibdato, tugnstato e acido fosforico) com as cadeias laterais de aminoacidos
que formam proteinas, quando na presenga do catalisador Cobre II (Cu?"), produz uma
coloragdo azul de absor¢ao maxima de 750 nm, a qual foi verificada por espectrofotometria
com a Multileitora Infinite M200 TECAN® (LAMEB/UFSC). Para a determinagio da curva

padrdo, foi utilizada a proteina albumina de soro bovino (BSA).

3.6.3 Eletroforese e imunodeteccio

As amostras (60 pg/ul de proteina) e o padrao de peso molecular (Precision Plus
Protein™ Kaleidoscope™/Bio-Rad®) foram migrados por eletroforese em gel de
poliacrilamida 10% SDS-PAGE. Apods a migracdo, as proteinas foram transferidas para
membranas de nitrocelulose com um equipamento Semy-dry (1,2mA/cm? por 90 min). Para
confirmar a eficiéncia da corrida e transferéncia, foi realizada a coloragao com Ponceau 0,5%.
ApoOs 5 min as membranas foram lavadas com acido acético 1% e agua ultrapura para a retirada
do corante.

Para a etapa de imunodeteccdo, as membranas foram incubadas por 1 h com albumina
de soro bovino (BSA) 5% diluida em TBS (Tris 10mM, NaCl 150 mM, pH 7,5) a fim de
bloquear ligagdes inespecificas. Apos trés lavagens com TBS-T (Tween-20 1% em TBS), foi
realizada a incubagdo overnight a 4°C com os anticorpos primarios diluidos em BSA 2% em
TBS-T, como especificado na Tabela 1. Para a deteccao dos complexos imunes, as membranas
foram lavadas com TBS-T e incubadas por 1 h a temperatura ambiente com os anticorpos
secundarios especificos conjugados com peroxidase. Apos mais trés lavagens com TBS-T e
duas lavagens com TBS, as membranas foram reveladas com o kit super ECL (GE Healthcare®)
no equipamento Chemi-doc (Bio-Rad®/LAMEB/UFSC). A imunorreatividade das bandas foi
analisada pela quimiluminescéncia a partir da razdo da densidade optica (D.O.) das proteinas
alvo pela D.O. da B-actina, utilizada como controle enddgeno. Os resultados foram expressos

como porcentagem em relagdo ao controle.
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Anticorpo Peso molecular Fabricante/Co6digo do produto Titulacio
Al 37 kDa Invitrogen #MAS5-38140 1:1.000
A2A 45 kDa Santa Cruz #7F6-G5-A2 1:500
B-actina 45 kDa Cell-Signaling #8H10D10 1:4.000
Gefirina 90 kDa Invitrogen #PA5-29036 1:1.000
GluAl 100 kDa Cell-Signaling #13185 1:1.000
GR 95 kDa Santa Cruz #sc-1002 1:1.000
PSD-95 95 kDa Cell-Signaling #7E3 1:1.000
Sinapsina-I 77 kDa Cell-Signaling #D12G5 1:1.000
Goat anti-mouse - Sigma-Aldrich #AP308P 1:10.000
Goat anti-rabbit - Invitrogen #31460 1:10.000
Rabbit anti-goat - Invitrogen #31466 1:10.000

3.7 ANALISE ESTATISTICA

Os valores outliers foram identificados utilizando o teste de Grubbs, com o auxilio da

ferramenta GraphPad QuickCalcs®. Para as andlises estatisticas, foi utilizado o software

GraphPad Prism 8®, e a distribuicio dos dados foi avaliada pelo teste Shapiro-Wilk. Para os

dados com distribuigdo normal, foi utilizado o teste analise de variancia (ANOVA) de medidas

repetidas (estratégias de enfretamento e total de ataques) ou a ANOVA de uma via seguida pelo

post-hoc de Tukey (para os parametros de ganho de peso, comportamento social € emocional,

expressdo génica e imunocontetido proteico). Para os dados ndo paramétricos, foi utilizado o

teste de Kruskal-Wallis, seguido pelo post-hoc de Dunn quando aplicavel. Os resultados foram

expressos como média + erro padrao da média (EPM) e valores de p < 0,05 foram considerados

significativos.
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4 RESULTADOS

4.1 EFEITO DO ECDS NO COMPORTAMENTO SOCIAL E ESTRATEGIAS DE
ENFRENTAMENTO

Para subdividir o grupo de animais estressados com base na alteragdo da sociabilidade,
foi utilizado o IIS, calculado através da razao entre o tempo de permanéncia na ZIS na presenga
do alvo, pelo tempo na ZIS na auséncia do alvo no TIS. Foi possivel observar 10 animais que
mantiveram um comportamento social similar ao do controle, com o IIS acima de 1, sendo
designados a compor o grupo resiliente. Por outro lado, 10 animais estressados tiveram IIS
abaixo de 1, compondo o grupo suscetivel. Assim, como demonstrado pela Figura 9.A, os
animais considerados suscetiveis apresentaram uma redu¢@o na sociabilidade [H(3) = 21,75; p
< 0,0001] e os animais considerados resilientes apresentaram IIS semelhante aos animais do
grupo controle. De forma complementar aos resultados observados no IIS, o tempo total de
permanéncia nos cantos (Figura 9.B) na presenca do alvo durante o TIS aumentou
exclusivamente nos animais suscetiveis ao ECDS [H(6) = 20,57; p = 0,001]. A atividade
locomotora durante o TIS, avaliada pela distancia percorrida na auséncia do alvo social (Figura

9.C), ndo apresentou alteragdes em nenhum dos grupos estressados [F(2,37) =1,245; p=0,299].
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Figura 9. Efeito do ECDS no comportamento social
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Figura 9. Efeito do ECDS no indice de interagdo social (A), no niimero de entradas na zona e canto (B)
e na distancia total percorrida na auséncia o animal agressor (C). Os valores estdo expressos como média
+ EPM. Resultados avaliados pela ANOVA de uma via (distancia total percorrida) e pelo teste de
Kruskal-Wallis, seguido pelo post-hoc de Dunn (IIS e nimero de entradas nos cantos). ** p = 0,003 ***
p < 0,0005. Controle n = 20; Suscetivel n = 10; Resiliente n = 10.

Com relacdo ao niumero de ataques executados pelos agressores (Figura 10.A), ambos
os grupos apresentaram reducdo a partir do dia 5 do ECDS [Fator de tempo; F(2, 36) = 25,97;
p <0,0001]. No entanto, ndo houve diferenga no nimero de ataques observados entre os animais
resilientes e suscetiveis [Fator coluna; F(2, 36) = 0,696; p = 0,505]. Para avaliar as estratégias
de enfrentamento foram analisados os comportamentos passivos e ativos durante os 10 min de
confronto fisico dos dias 1, 5 e 10 do ECDS. A Figura 10.B ilustra o indice de enfrentamento

ativo, caracterizado pela exibicao de comportamentos de fuga, evitacao ou defesa, normalizado
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pelo niimero total de ataques. Nao houve alteracdo nas estratégias de enfrentamento entre os
grupos experimentais [Fator coluna; F(18,36) = 1,151; p = 0,142], nem ao longo do protocolo

[Fator de tempo; F(2,36) = 2,095; p=0,137].

Figura 10. Numero de ataques realizados pelos animais agressores e o efeito do ECDS nas

estratégias de enfrentamento
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Figura 10. Numero total de ataques dos animais agressores durante as sessdes de confronto fisico dos
dias 1, 5 e 10 do ECDS (A). Efeito do ECDS nas estratégias de enfretamento ativas, avaliadas pelos
comportamentos de fuga, evitagdo ou defesa, calculado pela ANOVA de medidas repetidas. Os valores
estdo expressos como média = EPM. (B). ** p <0,01 *** p <0,001; **** p <0,0001, Controle n = 20;
Suscetivel n = 10; Resiliente n = 10.

4.2 EFEITO DO ESTRESSE SOBRE O GANHO DE PESO E DENSIDADE DE
RECEPTORES DE GLICOCORTICOIDES (GRS)

Parametros fisioldgicos associados ao estresse foram avaliados nos animais controle,
resilientes e suscetiveis. O ganho de peso dos animais foi avaliado a partir do peso observado
no dia da eutandsia, subtraido pelo peso observado no dia 1 de ECDS. Como ilustra a Figura
11.A, os animais controle, resilientes e suscetiveis ndo apresentaram diferencas no ganho de
peso [F(2,37) =0,510; p = 0,028]. Além disso, a densidade de GRs (95 kDa) foi quantificada
em animais controle, resilientes e suscetiveis ao ECDS, como um indicativo de impacto no eixo
HHA. Nao foram observadas alteragdes nos niveis de GRs apoés o ECDS no NAc [H(3) =2,694;
p = 0,272], no vHIP [F(2, 14) = 0,568; p = 0,579], e no dHIP [F(2, 14) = 1,1489; p = 0,175],

como demonstrado pelas Figuras 11.B, 11.C e 11.D, respectivamente.
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de parametros associados ao estresse nos animais controle e
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Figura 11. Efeito do ECDS sobre o ganho de peso (A); Controle n = 20; Suscetivel n = 10; Resiliente n
=10. Efeito do ECDS no imunocontetido de GR do NAc (B), vHIP (C) e dHIP (D). A quantificagdo foi
realizada com a normalizagdo da D.O. da banda de interesse pela banda de (-actina correspondente. Os
resultados dos niveis de GR foram calculados pela ANOVA de uma via (vHIP, dHIP) e pelo teste de
Kruskal-Wallis (NAc) e estdo expressos como porcentagem do controle = EPM (n =3 a 8). Abreviagdes:
C — controle; S — Suscetivel; R — Resiliente.
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4.3 EFEITO DO ECDS NO COMPORTAMENTO EMOCIONAL
4.3.1 Avaliacdo do comportamento tipo-depressivo

O TSC foi utilizado para avaliar alteragcdes nos parametros relacionados ao
comportamento tipo depressivo. Como ilustrado pelas Figuras 12.A e 12.B, ndo houve alteragao
no tempo total [F(2, 37) =2,752; p = 0,076] e na laténcia para a imobilidade [F(2, 37) = 1,165;

p=0323].

Figura 12. Efeito do ECDS no comportamento do tipo-depressivo no TSC
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Figura 12. Avaliagdo dos parametros emocionais de tempo de imobilidade (A) e tempo de laténcia para
a imobilidade (B) no TSC. Os resultados foram avaliados pela ANOVA de uma via e estdo expressos
como média = EPM. Controle n = 20; Suscetivel n = 10; Resiliente n = 10.

4.3.2 Avaliacio da atividade locomotora e comportamento tipo-ansioso

Com intuito de compreender os efeitos do ECDS em parametros locomotores em
comportamentos emocionais associados a ansiedade foi realizado o TCA (Figura 13) e o LCE
(Figura 14). A Figura 13.A demonstra que ndo houve alteragdo na atividade locomotora dos
animais resilientes ou suscetiveis ao ECDS, avaliado pela distancia percorrida durante o TCA
[F(2,37) =2,447; p = 0,100]. Quanto aos parametros utilizados para avaliar a emocionalidade

relacionada ao comportamento do tipo-ansioso no TCA, apenas os animais suscetiveis
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apresentaram uma reducdo no numero de entradas (Figura 13.B) [F(2, 37) = 4,560; p = 0,017]
e o tempo de permanéncia [F(2,36) = 3,690; p = 0,034] na zona central do TCA (Figura 13.C).

Figura 13. Efeito do ECDS na atividade locomotora e em parimetros associados a

ansiedade no TCA
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Figura 13. Avaliacdo do parametro locomotor distancia percorrida (A) e dos pardmetros emocionais de
numero de entradas no centro (B) e tempo total de permanéncia no centro do TCA (C). Os valores estao
expressos como média £ EPM. * p < 0,05 calculado pela ANOVA de uma via, seguido pelo post-hoc
de Tukey. Controle n = 20; Suscetivel n = 10; Resiliente n = 10.

As Figuras 14.A e 14.B ilustram que o ECDS nao alterou a exploracao dos bragos
abertos, parametro avaliado pelo niimero de entradas [H(3) = 4,544; p = 0,103] e tempo de

permanéncia [H(3) = 5,826; p = 0,054] na regido desprotegida do aparato. Contudo, o nimero
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[F(2,37)=11,51; p=0,0001] e o tempo total de exibi¢do do comportamento de avaliagdo de
risco [H(3) = 6,198; p = 0,045] diminuiu nos animais suscetiveis ao ECDS, como demonstrado

nas Figuras 14.C e 14.D, respectivamente.

Figura 14. Efeito do ECDS em parametros associados a ansiedade no LCE
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Figura 14. Efeito do ECDS nos parametros emocionais de numero de entradas (A) e tempo de
permanéncia nos bragos abertos (B) no teste do LCE. Em relagdo a avaliagdo de risco, foram avaliados
o tempo de permanéncia total (C) e a frequéncia de exibigdo do comportamento (D). Os resultados foram
calculados pela ANOVA de uma via, seguido pelo post-hoc de Tukey (ntimero total de avaliagdo de
risco) e teste de Kruskal-Wallis, seguido pelo post-hoc de Dunn (exploragdo dos bragos abertos e tempo
de avaliagdo de risco). Os resultados estdo expressos como média + EPM. * p = 0,045; **** p =0,0001.
Controle n = 20; Suscetivel n = 10; Resiliente n = 10.
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4.4 EFEITO DO ECDS NA EXPRESSAO E DENSIDADE DOS RECEPTORES DE
ADENOSINA Al E A2A

4.4.1 Nucleo accumbens

Como demonstrado pela Figura 15.A, a expressao de mRNA do gene ADORA1 nao
apresentou diferencas no NAc de animais suscetiveis e resilientes ao ECDS [F (2, 8) =1,33; p
=0,316]. Além disso, a densidade de receptores de adenosina Al permaneceu similar entre os
grupos experimentais [F(2, 14) = 0,185; p = 0,832], como ilustrado pela Figura 15.B. Quando
avaliado o gene ADORA2A no NAc (Figura 15.C), apenas os animais resilientes apresentaram
uma reducao na expressao de mRNA [H (3, 11) = 7,28; p = 0,01]. De forma similar, os niveis
do receptor A2A (Figura 15.D) [F(2, 12) = 9,299; p = 0,003] foram reduzidos no NAc de
animais resilientes. Assim, podemos destacar que os animais resilientes ao ECDS apresentaram

niveis reduzidos do receptor A2A de adenosina no NAc.
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Figura 15. Efeito do ECDS na expressio de mRNA e niveis proteicos dos receptores Al e
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Figura 15. Representacdo do eixo coronal do encéfalo de roedores, com destaque para o NAc (A).
Avaliacdo da expressdo de mRNA (B) e dos niveis proteicos (C) dos receptores de adenosina Al.
Expressdo de mRNA (D) e nos niveis proteicos do receptor de adenosina A2A (E) no NAc de animais
controle, suscetiveis, resilientes ao ECDS. Os dados foram analisados pela ANOVA de uma via, seguido
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pelo post-hoc de Tukey (gene ADORAI, niveis proteicos dos receptores Al e A2A) e pelo Teste de
Kruskal-Wallis, seguido pelo post-hoc de Dunn (gene ADORA2A). Os resultados da expressdo de
mRNA foram normalizados pelos niveis de GAPDH correspondentes e calculados a partir do >22Ct
Cycle. A quantificacdo proteica foi normalizada pela banda de -actina correspondente. Os dados estdo
expressos como média + EPM. Abreviagdes: C — controle; S — Suscetivel; R — Resiliente. (n = 3-4 para
avaliacdo de mRNA; n =3 a 8 para avaliagdo proteica). *p < 0,05.

4.4.2 Hipocampo ventral

A sub-regido ventral do HIP apresentou aumento na expressdo de mRNA do gene
ADORALI1 (Figura 16.A) tanto no grupo suscetivel, quanto no resiliente ao ECDS [F (2, 8) =
59,40; p<0,0001]. Por outro lado, ndo foram observadas alteragcdes no imunoconteudo proteico
dos receptores Al [F(2, 15) =5,383; p = 0,324], como ilustrado pela Figura 16.B. O mRNA do
gene ADORAZ2A (Figura 16.C) apresentou um aumento no vHIP de animais suscetiveis [H (3,
11) = 9,15; p = 0,0005]. Contudo, os niveis proteicos dos receptores adenosinérgicos A2A

(Figura 16.D) foram reduzidos nos animais resilientes ao ECDS [F(2, 14) = 3,672; p = 0,048].
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Figura 16. Expressao de mRNA dos receptores Al e A2A e niveis proteicos no vHIP apos
o ECDS
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Figura 16. Representagdo do eixo coronal do encéfalo de roedores, com destaque para o vHIP (A).
Avaliacao da expressio de mRNA (B) e dos niveis proteicos (C) dos receptores de adenosina Al.
Expressdo de mRNA (D) e nos niveis proteicos do receptor A2A (E) no NAc de animais controle,
suscetiveis, resilientes ao ECDS. Os dados foram analisados pela ANOVA de uma via, seguido pelo
post-hoc de Tukey (gene ADORAL, niveis proteicos dos receptores Al e A2A) e pelo Teste de Kruskal-
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Wallis, seguido pelo post-hoc de Dunn (gene ADORA2A). Os resultados da expressdo de mRNA foram
normalizados pelos niveis de GAPDH correspondentes e calculados a partir do *22Ct Cycle. A
quantificagdo proteica foi normalizada pela banda de B-actina correspondente. Os dados estdo expressos
como média = EPM. * p = 0,04; ** p = 0,008; *** p = 0,0003; **** p < 0,0001. Abreviagdes: C —
controle; S — Suscetivel; R — Resiliente. (n = 3-4 para avaliagdo de mRNA; n = 3 a 8 para avaliagdo
proteica).

4.4.3 Hipocampo dorsal

Como ilustra a Figura 17.B, ndo foram encontradas diferengas no imunoconteudo dos
receptores A1 no dHIP de animais controle, suscetiveis e resilientes [F(2, 15) = 0,157; p =
0,855]. Contudo, nos animais resilientes ao ECDS, o imunoconteudo dos receptores A2A do
dHIP (Figura 17.C) foi significativamente reduzido quando comparado aos animais controle

[H(3) = 6,602; p = 0,027].

Figura 17. Avaliacdo da densidade dos receptores A2A no dHIP de animais submetidos
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Figura 17. Representagdo do eixo coronal do encéfalo de roedores, com destaque para o dHIP (A).
Avaliacao do imunocontetdo dos receptores Al (B) e A2A (C) no dHIP. A quantificagdo foi realizada
com a normaliza¢do da D.O. da banda de interesse pela banda de f-actina correspondente. Os resultados
foram calculados pela ANOVA de uma via (receptor Al) e teste de Kruskal-Wallis seguido pelo post-
hoc de Dunn (receptor A2A). Os valores estdo expressos como porcentagem do controle + EPM. * p =
0,027 (n =3 a 8). Abreviacgdes: C — controle; S — Suscetivel; R — Resiliente.

4.5 EFEITO DO ECDS NO IMUNOCONTEUDO DE PROTEINAS SINAPTICAS

Visto que os receptores de adenosina modulam a transmissdo glutamatérgica e
GABA¢érgica, a subunidade GluA1 do receptor AMPA (100 kDa) e as proteinas sinapticas PSD-
95 (95 kDa), gefirina (90 kDa) e sinapsina-I (77 kDa) foram avaliadas nas regides de interesse.

Com relagdo as proteinas associadas a transmissao glutamatérgica do NAc (Figura
18.B), a subunidade GluA1 ndo apresentou alteragdes significativas entre os grupos [F(2, 14) =
2,629; p =0,107]. No entanto, a densidade de PSD-95 reduziu nos animais resilientes [H(3) =
6,741; p = 0,024]. A gefirina, proteina pos-sindptica associada a sinapses inibitdrias, ndo
apresentou alteragoes [F(2, 15) = 0,532; p = 0,597]. Em contraste, a imunodetec¢dao de
sinapsina-I aumentou no NAc de animais resilientes ao ECDS [F(2, 14) =9,215; p = 0,002].

As proteinas sinapticas avaliadas ndo apresentaram alteragdes no vHIP apds o ECDS,
como ilustrado pela Figura 18.C. O imunocontetdo de GluAl [H (3) = 1,957; p = 0,395] e de
PSD-95 [F(2, 15)=0,829; p=0,455] permaneceram similares aos do controle. O mesmo padrao
foi observado no vHIP nas proteinas gefirina [H(3) = 6,417; p = 0,293] e sinapsina-I [F(2, 15)
=1,304; p = 0,300].

A Figura 18.D ilustra os niveis das proteinas sinapticas no dHIP. Nao houve alteracdao
nas proteinas associadas a transmissao glutamatérgica, avaliado por GluAl [F(2, 14) = 2,914;
p = 0,087] e pela PSD-95 [F(2, 15) = 0,134; p = 0,875]. A proteina gefirina, associada a
transmissdo de GABA, também nao demonstrou efeito significativo no dHIP [F(2,15) = 0,890;
p = 0,431]. Além disso, os niveis de sinapsina-I [H(3) =; p = 0,911] permaneceram similares

no dHIP apos o ECDS.
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Figura 18. Avaliacdo dos niveis de GluAl, PSD-95, gefirina e sinapsina-I em animais

submetidos ao ECDS
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Figura 18. Efeito do ECDS nos niveis das proteinas sinapticas GluA1, PSD-95, gefirina e sinapsina-I
no NAc (B), vHIP (C) e dHIP (D). A quantificagdo foi normalizada pela banda de [-actina
correspondente. Para o NAc, os resultados foram calculados pela ANOVA de uma via, seguido pelo
post-hoc de Tukey (GluA1, PSD-95 e sinapsina-I) e teste de Kruskal-Wallis (gefirina). Para o vHIP, os
resultados foram calculados pela ANOVA de uma via (PSD-95 e sinapsina-I) e pelo teste de Kruskal-
Wallis (GluA1l e gefirina). Para o dHIP, os resultados foram calculados pela ANOVA de uma via
(GluA1l, PSD-95 e gefirina) e pelo teste de Kruskal-Wallis (sinapsina-I). Os valores estdo expressos

como porcentagem do controle = EPM. * p < 0,05; ** p < 0,01 (n =3 a 8). Abreviagoes: C — controle;
dHIP — hipocampo dorsal; NAc — nticleo accumbens; S — Suscetivel; R — Resiliente; vHIP — hipocampo

ventral.
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5 DISCUSSAO

O presente estudo investigou mecanismos neuroquimicos envolvidos na
heterogeneidade das respostas comportamentais ao ECDS em camundongos C57BL/6 machos.
Mais especificamente, foram avaliados os receptores de adenosina mais expressos no SNC, e
proteinas sindpticas associadas a neurotransmissao excitatoria e inibitoéria no NAc, dHIP e vHIP
associadas aos fendtipos resiliente e suscetivel. Com base nos resultados obtidos, verificou-se
uma modulag¢do diferenciada nos niveis génico e proteico. Nos animais suscetiveis, houve uma
reducdo na expressdo do mRNA do gene ADORAI no vHIP, enquanto o gene ADORA2A
apresentou um aumento na mesma regido. Em contrapartida, nos animais resilientes, foram
observadas alteragdes bioquimicas nas trés estruturas avaliadas. No grupo resiliente, houve uma
diminui¢do na expressao do gene ADORA2A e na densidade proteica do receptor A2A, da
subunidade GluA1 e do PSD-95 no NAc, enquanto a densidade de sinapsina-I aumentou. Tanto
na sub-regido ventral quanto dorsal do HIP, houve uma reducao na densidade do receptor A2A.
Ademais, no VHIP, a expressao do mRNA do gene ADORA1 também foi reduzida.

A busca por estratégias terapéuticas que visam reverter ou mitigar comorbidades
psiquiatricas tem crescido nas ultimas décadas devido ao aumento dos diagndsticos e a baixa
eficacia dos medicamentos disponiveis (CONNOR; ZHANG, 2006). Modelos animais de
estresse sao utilizados para estudar os desfechos deletérios desses transtornos, no entanto, a
maioria desconsidera a variacao das respostas comportamentais. Nesse sentido, o ECDS, que
consiste na exposicao fisica e sensorial do animal experimental & uma linhagem agressora, ¢
um modelo amplamente aceito para estudar o fenotipo suscetivel e resiliente ao estresse social
(RUSSO et al., 2012).

A redugdo nos indices de comportamento social apds a exposicdo a estressores
cronicos, especialmente os que envolvem estimulos sociais aversivos, € associada ao fendtipo
suscetivel ao ECDS e ¢ acompanhada por disfungdes comportamentais do tipo-ansioso e
depressivo (HALLER; BAKOS, 2002). O IIS ¢ mensurado durante a execu¢ao do TIS, a partir
da razdo entre o tempo permanecido na ZI na presenca do animal agressor, pelo tempo
permanecido na ZI na auséncia do animal agressor. Animais com IIS maiores do que 1 reportam
um maior tempo na ZI na presenca do agressor, sugerindo a manuten¢do da sociabilidade do
animal. Por outro lado, IIS menores do que 1 reportam um maior tempo despendido na ZI na
auséncia do animal agressor, sugerindo um comportamento de esquiva social (GOLDEN et al.,

2011). As alteracdes observadas nas respostas sociais sdo prolongadas, podendo durar de
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semanas ha meses (KRISHNAN et al., 2007), no entanto, ha variagdo na propor¢do de animais
suscetiveis e resilientes. Em nosso trabalho, dos 20 camundongos estressados, 10 apresentaram
diminuicdo na sociabilidade, representando 50% dos animais com IIS inferior a 1. No protocolo
utilizado como referéncia, estabelecido por Golden e colaboradores (2011), a porcentagem de
animais suscetiveis atinge entre 60% e 70%. Outros estudos relatam uma porcentagem maior
ou menor na indugdo da suscetibilidade (CAO et al., 2010; OMATA et al., 2018), entretanto, a
maioria reporta indices entre 40% e 60% (KRISHNAN et al., 2007; GURURAJAN et al.,
2019). Dessa forma, a sociabilidade dos animais utilizados neste trabalho esta de acordo com
os indices amplamente observados na literatura.

As diferengas observadas na modulagdo da sociabilidade podem ser promovidas por
variagdes no protocolo experimental, incluindo a duragao, o nimero de sessoes e a severidade
dos ataques durante o estresse fisico. Um dos fatores essenciais na efetividade do ECDS ¢ a
selecdo apropriada dos animais agressores. Em nosso estudo, a linhagem de camundongos CD-
1, comumente utilizada como a agressora, foi substituida pela linhagem de camundongos Swiss,
conforme a adaptacgdo proposta por Pagliusi e Sartori (2019). Além desta substitui¢do ja ter sido
validada por estudos recentes (PAGLIUSI et al., 2020; WILLMORE et al., 2022), o nimero de
ataques observados em nosso trabalho foi superior ao de estudos que utilizam a linhagem CD-
1 (OIZUMI et al., 2019; NAKATAKE et al., 2020). Apesar disso, nossos resultados apontam
que ambos o0s grupos experimentais apresentaram diminui¢do no niimero de ataques recebidos
a partir do dia 5 do ECDS. Essa redugdo ¢ frequentemente observada, independe da linhagem
utilizada, e pode decorrer da exaustdao dos animais agressores ao longo do protocolo, tornando
necessaria sua substituicdo durante as sessoes de confronto fisico (GOLDEN et al., 2011;
OIZUMI et al., 2019). Além disso, nossos resultados indicam que nao houve diferenga no
nimero de ataques recebidos entre os grupos, sugerindo que a indugdo da suscetibilidade nao
foi decorrente de uma variagdo no nimero de ataques.

ApOs a exposi¢do a eventos estressores, 0s animais exibem respostas comportamentais
a fim de se adaptar e sobreviver a condi¢des aversivas. As estratégias de defesa associadas a
estressores sociais sao distintas entre passivas, como imobilidade, posturas de submissdo e uma
baixa ativacao do eixo HHA, e ativas, incluindo confrontos, tentativas de escape da situagdo e
uma alta ativagdo do eixo HHA (KOOLHAAS, 2008; VASCONCELOS et al., 2021). No
ECDS, a manuten¢do da resposta resiliente ¢ frequentemente associada a estratégias ativas

(WOOD; BHATNAGAR, 2015), que podem ser alteradas para passivas ao longo dos dias,
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dependendo do tempo de exposicdo e intensidade dos ataques (DIAZ; LIN, 2020). Neste
trabalho, tanto animais resilientes quanto suscetiveis apresentaram estratégias de enfrentamento
majoritariamente ativas, sem alteracdes ao longo do protocolo. Ja foi demonstrado que a idade
dos animais pode influenciar as estratégias de enfrentamento (OIZUMI et al., 2019). Reguilon
e colaboradores (2022) demonstraram que camundongos adolescentes (dia pos-natal 21)
apresentaram alteragdo de estratégias passivas para ativas ao longo do ECDS. Por outro lado,
trabalhos como o de Willmore e colaboradores (2022), que utilizam animais experimentais
entre 2 ¢ 5 meses de idade, similar a de nossos animais, observaram estratégias de
enfrentamento majoritariamente ativas, sem alteragdo ao decorrer do ECDS.

Parametros metabodlicos e de ingesta alimentar sdo comumente alterados apos a
exposicao a estressores cronicos. No entanto, nossos resultados apontam que o ECDS nao foi
efetivo em alterar o peso dos animais suscetiveis e resilientes. Camundongos submetidos ao
estresse cronico imprevisivel apresentam alteragdes no peso ao final do protocolo, sendo
reportado tanto o aumento, quanto a redu¢do (GOUIRAND; MATUSZEWICH, 2005; COX et
al., 2011; MONTEIRO et al., 2015). O efeito ¢ similar em estudos com ECDS, sendo
demonstrado um menor ganho de peso (KRISHNAN et al., 2007), associado ao aumento do
metabolismo energético, que reduz os niveis de leptina circulante, e por consequéncia, diminui
a ingesta alimentar (CHUANG et al., 2010; GURURAJAN et al., 2019). Por outro lado, outros
trabalhos demonstram que o ECDS induz o aumento nos niveis de orexina e grelina,
promovendo o aumento na ingestdo de alimentos (LUTTER et al., 2008; SAVIGNAC et al.,
2011; PATTERSON et al,, 2013; NAKATAKE et al., 2020).

Com o objetivo de avaliar o efeito do ECDS em proteinas associadas a ativagdo do
eixo HHA, foi mensurada a densidade de GRs. O hipocampo ¢ uma regido encefalica com uma
alta densidade de receptores de GR, responsaveis pelo controle dos mecanismos de
retroinibicdo do eixo HHA (DE KLOET; JOELS; HOLSBOER, 2005; ULRICH-LAI;
HERMAN, 2009). No NAc, os GRs estdo associados ao estabelecimento de comportamentos e
dominancia e sociabilidade (PAPILLOUD et al., 2020). Nossos resultados indicam que nao
houve alteracdes nos niveis de GRs no NAc, dHIP e vHIP.

Estudos presentes na literatura apresentam diversidade na modula¢ao de GRs apos
estressores cronicos. Meyer e colaboradores (2001) demonstraram que o ECDS reduziu a
expressao de mRNA de GRs no giro denteado, sem alterar os niveis nas regides CAl e CA3
hipocampais. Apesar disso, ja foi demonstrado que estressores agudos também sdo capazes de

reduzir os niveis de GRs no HIP (ZHE; FANG; YUXIU, 2008). Por outro lado, estudos com
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estresse sub-cronico ndo alteraram a expressdo de mRNA de GRs no NAc de camundongos
com comportamentos tipo-depressivos (BAUGHER et al., 2022). E importante ressaltar que os
GR possuem multiplos sitios de fosforilagao, que contribuem para alteragdes transcricionais e
modificam a interagdo entre proteinas (WANG; FREDERICK; GARABEDIAN, 2002;
ISMAILI; GARABEDIAN, 2004), sendo que os resultados obtidos podem variar dependendo
do sitio avaliado (CHEN et al., 2008; AVENANT et al., 2010). Apesar de, neste trabalho, ndo
terem sido observadas alteragdes nos niveis proteicos de GR, o prejuizo comportamental em
animais suscetiveis e as demais alteragcdes bioquimicas observadas sugerem que o ECDS foi
efetivo em produzir desfechos subjacentes ao protocolo. Para trabalhos futuros, sugerimos que
seja realizada a avaliagdo de outros alvos moleculares para avaliar a ativagdo do eixo HHA
decorrente do protocolo de estresse, como a dosagem de corticosterona plasmadtica e a
imunorreatividade de GR fosforilado. Além disso, o peso da glandula adrenal pode ser um
pardmetro complementar para mensurar a efetividade do estresse.

Além do comportamento social, 0 ECDS ¢ capaz de induzir disfungdes em parametros
relacionados a emocionalidade. Com relagdo a comportamentos de resignagdo e tentativas de
escape, Rygula e colaboradores (2005) demonstraram que o ECDS foi capaz de aumentar o
tempo de imobilidade no teste do nado forcado, e de reduzir o consumo no teste de preferéncia
de sacarose em animais suscetiveis e resilientes. Por outro lado, Krishnan e colaboradores
(2007) nao observaram altera¢do no tempo em imobilidade do TSC de animais derrotados. De
forma similar, em nosso trabalho, o ECDS nao foi capaz de alterar pardmetros de tentativa de
escape no TSC, observado pelo tempo total de permanéncia e laténcia para imobilidade,
sugerindo que o estresse nao foi capaz de induzir comportamento tipo-depressivo em animais
suscetiveis e resilientes. Apesar de o TSC ser amplamente utilizado para avaliagdo do
comportamento tipo-depressivo, a utilizagdo de apenas um teste torna-se limitante dado a
complexidade comportamental exibida por roedores (TOYODA, 2017). H4 uma variedade de
testes que podem ser utilizados para avaliar desespero comportamental, como o teste do nado
forcado, e testes que avaliam comportamentos aneddnicos, incluindo o teste de preferéncia de
sacarose e de novidade alimentar (CASTAGNE et al., 2010; CAN et al., 2011a; LIU et al.,
2018). Sendo assim, a utilizagao de diferentes abordagens relacionadas ao comportamento tipo-
depressivo pode avaliar de forma mais robusta o impacto do ECDS na emocionalidade, podendo

ser utilizados como testes complementares em estudos futuros.
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Alguns trabalhos demonstram reducdo da distancia percorrida no TCA em animais
suscetiveis e resilientes ao ECDS (HUANG et al., 2013; HUANG et al., 2016; OIZUMI et al.,
2019). Contudo, nossos resultados apontam que nao houve alteragao na atividade locomotora,
avaliada pela distancia percorrida no TCA e na fase sem alvo do TIS. Nesse sentido, sugere-se
que as disfungdes comportamentais observadas na sociabilidade e emocionalidade dos animais
suscetiveis ndo estdo associadas a prejuizos locomotores promovidos pelo protocolo de
estresse, corroborando estudos nos quais também nao foi observada alteragao (IO et al., 2011).

Estressores cronicos também sdo intimamente relacionados a transtornos de ansiedade.
Estudos prévios apontam que o ECDS ¢ capaz de induzir comportamentos do tipo-ansioso tanto
em animais resilientes, quanto suscetiveis. Dessa forma, ¢é relatado na literatura que
independente do grupo, animais submetidos ao protocolo apresentam disfun¢des em parametros
relacionados a ansiedade, ilustrados pelo aumento no tempo passado nos bragos fechados no
LCE, e menor tempo total despendido no centro no TCA (KRISHNAN et al., 2007; HUANG
etal.,2013; HUANG et al., 2016; JIANHUA et al., 2017; HING et al., 2018).

Neste trabalho, o ECDS induziu o aumento em parametros comportamentais do tipo-
ansioso somente em animais suscetiveis. No TCA, os resultados sugerem que os animais
suscetiveis reduziram o tempo despendido € o nimero de entradas no centro do aparato. J& no
LCE, os parametros comumente utilizados para avaliagdo dos niveis de ansiedade ndo foram
alterados, ilustrados pelo numero de entradas e o tempo de permanéncia nos bragos abertos.
Esses resultados sdo apresentados de forma semelhante em estudos como o de Alves-dos-
Santos, Resende e Chiavegatto (2020). Monle6én, Duque e Vinander-Carols (2016)
demonstraram que foi necessaria a exposicdo a 20 sessOes de confronto fisico para os
camundongos reduzirem a explora¢do dos bracos abertos no LCE, sendo 10 dias de ECDS
insuficientes para induzir alteragdes neste teste. Além disso, por ser considerado um teste
complexo e apresentar tolerancia na primeira exposicdo ao aparato, a avaliacdo de outros
parametros etologicos torna-se importante para a compreensao dos resultados (SCHNEIDER
et al., 2011). Nesse sentido, observamos a reducao na frequéncia e no tempo de exibicao da
avalia¢do de risco nos animais suscetiveis, o que sugere, de forma mais sutil, o aparecimento
de comportamentos relacionados a ansiedade.

A avaliagdo comportamental de nossos animais indica que o ECDS foi eficaz em
induzir respostas heterogéneas. As alteragdes sociais € emocionais promovidas pelo estresse
foram observadas somente em animais suscetiveis, sugerindo a classificacdo adequada dos

animais nos subgrupos. A avaliagdo do numero de ataques demonstrou consisténcia em ambos
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os grupos ao longo do protocolo, indicando que, mesmo com a agressividade similar, os animais
produziram respostas diferentes.

Com relacdo aos possiveis substratos biologicos envolvidos nos mecanismos de
resiliéncia e suscetibilidade ao ECDS, nosso foco foi o sistema adenosinérgico, especificamente
nos receptores mais expressos nos SNC e capazes de modular a neurotransmissao. Os receptores
de adenosina Al e A2A sao receptores metabotropicos expressos nas membranas neuronais de
regides envolvidas na modulagdo do humor, incluindo o dHIP, vHIP e NAc. Esses receptores
podem atuar individualmente ou a partir da formagao de heterodimeros, que interagem para
modular a transmissdo mediada pelo GABA, glutamato, dopamina e serotonina. Estressores
cronicos ou intensos podem promover disfungdes na concentragdo de moléculas liberadas na
fenda sindptica e assim, contribuindo na fisiopatologia de disttrbios psiquiatricos (GOMES et
al., 2011; HOHOFF et al., 2020).

Assim, a ativacdo dos receptores de adenosina modula cascatas de segundos
mensageiros, que estimulam ou inibem a passagem de ions célcio pela membrana plasmatica,
modulando a excitabilidade celular (DIAS et al, 2013). Enquanto os receptores Al
hiperpolarizam a membrana pré e pos-sindptica e sdo associados a mecanismos de
neuroprote¢do, os receptores A2A promovem a excitabilidade dos circuitos neuronais
(CALKER et al.,, 2019). A sintese e funcionalidade desses receptores ocorre desde o
desenvolvimento embrionario, em processos de proliferacdo, migracao e diferenciacao celular.
No periodo do desenvolvimento pos-natal e apds a maturagdo do encéfalo adulto, sua sintese e
funcionalidade ¢ alterada dependendo da demanda metabdlica celular. Nesse sentido, eventos
estressores aumentam a concentragdo da adenosina extracelular e modificam a expressao e
ativacdo dos receptores de adenosina, auxiliando na adaptagdo do organismo a estimulos
externos (RODRIGUES; MARQUES; CUNHA, 2018). Como resultado, ocorre a regulacdo da
neurotransmissdo nos circuitos encefalicos, incluindo regides envolvidas no controle
emocional, como o PFC, HIP e em sub-regides do estriado (FUXE et al., 2010).

Considerando isso, este trabalho teve como objetivo caracterizar o envolvimento dos
receptores de adenosina na heterogeneidade de respostas comportamentais ao estresse. Foram
avaliados os niveis de expressao de mRNA no NAc e vHIP, e de proteina dos receptores Al e
A2A no NAc, dHIP e vHIP de animais controle, suscetiveis e resilientes ao ECDS. Nossa
hipotese inicial era de que o ECDS induz o aumento na densidade e expressao dos receptores

A2A no vHIP de animais suscetiveis, estando associado ao aumento nos niveis de proteinas
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glutamatérgicas do NAc. Os resultados indicam que o ECDS promoveu alteragdes na expressao
de mRNA e na densidade proteica dos receptores Al e A2A nas regides avaliadas. Mais
especificamente, a expressao génica e proteica do receptor Al permaneceu similar no NAc de
animais controle, suscetiveis e resilientes. Ja a expressdao de mRNA e a densidade do receptor
A2A reduziu no NAc de animais resilientes, sugerindo que a redugao dos receptores excitatorios
de adenosina dessa regido pode estar associada a manuten¢do do comportamento social e
emocional apds o estresse cronico. No NAc, os receptores A2A estdo expressos pos-
sinapticamente nos neuronios espinhosos médios, exercendo a inibicdo dos receptores de
dopamina do sub-tipo D2 (FARRAR et al, 2010; O’NEILL; LETENDRE; BACHTELL,
2011).

O envolvimento dos receptores de adenosina Al e A2A nas respostas ao ECDS
apresentou distingdes nas sub-regides ventral e dorsal do HIP. No vHIP, a expressdo do gene
ADORALI1 reduziu tanto em animais suscetiveis, quanto resilientes. No entanto, a avaliacao
proteica do receptor Al permaneceu inalterada. O receptor A2A do vHIP, por outro lado,
apresentou niveis de expressdo génica e proteica distintos. Enquanto a expressdao do gene
ADORAZ2A aumentou nos animais suscetiveis ao ECDS, a densidade proteica do receptor A2A
foi reduzida no vHIP de animais resilientes. J4 no dHIP, foi mensurado a densidade proteica
dos receptores Al e A2A. O receptor Al ndo demonstrou alteragdes apds o ECDS. Contudo, o
receptor A2A apresentou redu¢do no grupo resiliente. Apesar das diferencas observadas, nossos
resultados reforcam os achados da literatura que demonstram que o aumento dos receptores
A2A no hipocampo estd associado a condi¢des neurodegenerativas, envelhecimento e situagdes
de estresse cronico (MACHADO et al., 2014; YIN et al., 2015; CALKER et al., 2019).

Variantes dos genes ADORA1 e ADORA2A, codificantes para os receptores Al e
A2A, respectivamente, sdo associados a diversas doencas do SNC, como a doenca de
Huntington, autismo, TDM e transtornos de ansiedade. Dentre os polimorfismos associados a
essas patologias, destaca-se a variante rs5751876 do gene ADORA2A, que vem sendo
associada ao desenvolvimento de transtornos de ansiedade (CHILDS et al., 2008; DHAENENS
et al., 2009; FREITAG et al., 2009; DOMSCHKE et al., 2011; OLIVEIRA et al., 2018). A
nivel de proteina, o estresse cronico ¢ capaz de alterar os niveis dos receptores A2A. Kaster e
colaboradores (2015) demonstraram o aumento na densidade proteica dos receptores A2A no
HIP de animais submetidos ao estresse cronico imprevisivel, alteracdo associada a déficits

cognitivos e emocionais. Além disso, o aumento do tonus glutamatérgico nas projecdes da
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regido ventral do HIP para o NAc ¢ associado ao fen6tipo suscetivel ao ECDS (BAGOT et al.,
2015).

De acordo com o “Dogma central da biologia molecular”, proposto por Francis Crick
em 1957, a informagdo genética contida no DNA ¢ transcrita para mRNA. Em seguida, o
mRNA ¢ conduzido ao citoplasma, e, apos ser processado pelo ribossomo, ¢ traduzido em
cadeias de aminoacidos que se unem para formar as proteinas (MAIER; GUELL; SERRANO,
2009; COBB, 2017). A etapa inicial, de transcri¢do, ¢ controlada por fatores de transcrigao,
fatores epigenéticos, de processamento, transporte e degradacdo do mRNA. A sua tradug¢do em
proteinas também envolve multiplos processos, incluindo a iniciagdo, elongagdo e
processamento proteico. Além disso, a degradagdo proteica ¢ altamente regulada, dependendo
de processos de ubiquitinacdo e autofagia (BUCCITELLI; SELBACH, 2020). Devido a
complexidade dos componentes nos processos de transcri¢do, traducao e manutengdo proteica,
a correlacdo entre a abundancia e propor¢ao nos niveis de mRNA para proteina sdo comumente
relatados de maneira conflitante (MEHRA; LEE; HATZIMANIKATIS, 2003). Para tecidos de
mamiferos, cera de 40% da expressdo de mRNA se correlaciona com os niveis proteicos.
Portanto, integrar dados de analises proteicas e a nivel gendmico pode refinar o entendimento
dos principios da expressdo génica e enfatiza a importancia de mecanismos regulatorios pos-
traducionais (TIAN et al., 2004). Nesta perspectiva, nossos resultados apontam que o ECDS
induziu a modulagdo do sistema adenosinérgico de forma distinta entre os niveis génicos e
proteicos.

Os receptores de adenosina modulam a excitabilidade neuronal principalmente a partir
da regulacao da transmissao de glutamato e GABA, e a hiperativagao dos circuitos encefalicos
envolvidos no controle do humor vem sendo associada a fisiopatologia dos transtornos
psiquiatricos (SARAWAGTI; SONI; PATEL, 2021; LAROSA; WONG, 2022). O aumento na
excitabilidade neuronal também ¢ observado apds a exposicdo a estressores cronicos, que
configuram como um importante fator ambiental no desenvolvimento das comorbidades
psiquiatricas (HASEGAWA et al., 2019; TSE et al., 2019). A liberagdo excessiva de glutamato
na fenda sindptica promove processos de excitotoxicidade, que induz a morte neuronal, além
de uma plasticidade aberrante e disfuncional (TAKAHASHI; FOSTER; LIN, 2015;
OLLOQUEQUI et al., 2018). Dentre os receptores envolvidos na liberagdo excessiva de
glutamato, os iGluR vem sendo associados como os principais responsaveis na resposta pos-

sinaptica de excitotoxicidade e na etiologia das comorbidades psiquiatricas. Enquanto os
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receptores AMPA modulam a maior parte da transmissdo excitatoria no encéfalo, a ativagao
dos receptores NMDA permite um rapido influxo de ions célcio para o meio intracelular (GE;
WANG, 2021).

Com o objetivo de avaliar a relacdo entre os fenotipos comportamentais distintos
induzidos pelo ECDS em proteinas sindpticas associadas ao sistema glutamatérgico, foi
mensurada a densidade de proteinas associadas a transmissao envolvendo os iGluRs. Mais
especificamente, foi avaliada a subunidade GluA1 do receptor AMPA, a qual ndo apresentou
alteragdes no dHIP, vHIP ¢ NAc em nenhum dos grupos experimentais. Estudos tém
demonstrado contradicdo na densidade de GluA1l no HIP de animais suscetiveis ao ECDS,
reportando tanto o aumento (HASEGAWA et al., 2019), quanto a redugio (GARCIA-PARDO
et al., 2018; YASHIRO; SEKI, 2022) e, de forma similar aos nossos resultados, a manutengao
nos niveis da subunidade GluA1 hipocampais (WANG et al., 2020). Ao nosso conhecimento,
este foi o primeiro trabalho a avaliar a subunidade GluA1l apés o ECDS no NAc e nas sub-
regides dHIP e vHIP.

A excitabilidade neuronal ¢ influenciada por diversas moléculas presentes nos
terminais sindpticos, que, em conjunto com os receptores de membrana, compdem a maquinaria
necessaria para a neurotransmissao. Assim, a funcionalidade das sinapses depende de proteinas
associadas a exocitose das vesiculas, da zona ativa e do potencial da membrana pos-sindptica.
Nesse sentido, proteinas pds-sinapticas de acoplamento promovem o ancoramento de
receptores e estabilizam as sinapses (FRITSCHY; HARVEY; SCHWARZ, 2008). Dentre as
proteinas pos-sinapticas associadas ao sistema excitatorio, destaca-se a PSD-95. J& nas sinapses
inibitorias, a principal proteina que exerce o papel de ancoramento de receptores ¢ a gefirina.

A PSD-95 ¢ uma das proteinas sindpticas mais abundantes no encéfalo, e essencial
para a ancoragem dos receptores iGluR no terminal pos-sindptico, mais especificamente dos
receptores AMPA, e principalmente dos NMDA. Nos transtornos psiquiatricos, ¢ demonstrado
o aumento da densidade de PSD-95 em regides como a amigdala, HIP e PFC de pacientes com
TDM e em camundongos com comportamentos tipo-depressivo (STACHOWICZ, 2022). Neste
trabalho, os resultados indicam que o ECDS reduziu os niveis de PSD-95 no NAc de animais
resilientes, sem alterar os niveis do dHIP e vHIP. A densidade de PSD-95 ¢ alterada de forma
diferente apds estressores cronicos, dependendo da regido avaliada. Trabalhos que avaliaram o
PFC demonstram a reducao na densidade de PSD-95 em animais suscetiveis ao (LEE et al,,
2021). Em estudos que avaliaram o HIP, camundongos expostos ao ECDS ndo apresentaram

alteracdes (MARTIN et al., 2017; WANG et al., 2020).



76

Apesar de o processo de excitotoxicidade ocorrer majoritariamente pelo aumento do
tonus glutamatérgico, a inativacao do sistema GABA¢érgico também contribui para o aumento
da excitabilidade neuronal (OBRENOVITCH et al., 2000). Alteragcdes em proteinas associadas
a transmissao de GABA sdo observadas em animais suscetiveis e resilientes ao ECDS. Dentre
elas, a proteina gefirina, altamente expressa no encéfalo de mamiferos (FRITSCHY; HARVEY;
SCHWARZ, 2008; TYAGARAJAN; FRITSCHY, 2014). A gefirina ¢ responsavel por interagir
com o citoesqueleto e formar uma malha proteica que acopla e organiza a distribui¢do dos
receptores de glicina e, principalmente da subunidade GABA4 ao longo da membrana pds-
sinaptica. Portanto, neste trabalho foi mensurado os niveis da proteina gefirina, associada a
sinapses inibitorias. Nossos resultados indicam que ndo houve alteragdo nos niveis de gefirina
no NAc e nas sub-regides dorsal e ventral do HIP. Em regides como a area tegmentar ventral,
camundongos suscetiveis ao ECDS apresentam reducdo na expressdo de proteinas associadas a
transmissdo GABA¢rgica, como em vVGAT e na gefirina. Neste mesmo estudo, houve reducgao
dessas proteinas no NAc de pacientes homens e mulheres diagnosticados com TDM
(HESHMATI et al., 2020). No entanto, ao nosso conhecimento, poucos estudos avaliam a
gefirina em contextos de transtornos de ansiedade e depressdo decorrentes do ECDS.

Proteinas associadas a exocitose e ao ciclo da vesicula sindptica também influenciam
na funcionalidade das sinapses e sdo alteradas apos eventos estressores. As vesiculas contendo
moléculas de neurotransmissores transitam entre as fases de liberagdo, reciclagem e reserva,
sendo as sinapsinas responsdveis por mediar essas transi¢des. A classe das sinapsinas ¢
constituida pelos subtipos I e I, proteinas que permanecem acopladas @ membrana vesicular de
transmissores (BOGEN et al., 2006; BRAGINA et al., 2007; SHUPLIAKOV; HAUCKE;
PECHSTEIN, 2011). Enquanto a sinapsina-I estd associada majoritariamente ao acoplamento
da vesicula na zona ativa e a liberag@o de neurotransmissores na fenda sinaptica, a sinapsina-II
estd principalmente associada a reserva de neurotransmissores (BYKHOVSKAIA, 2011).
Camundongos KO para sinapsina-I reduzem a liberacdo de GABA e glutamato em regides do
estriado e no PFC (BOGEN et al., 2009). No entanto, as principais disfungdes relacionadas ao
subtipo I dessa proteina sdo observadas no sistema inibitdrio. Animais com delecao genética da
proteina apresentam padrdes assincronos na liberagdo de GABA, o que reduz a funcionalidade
das sinapses inibitorias (FORTE et al., 2019).

Das estruturas avaliadas neste trabalho, a sinapsina-I apresentou um aumento no NAc

de animais resilientes, sem demonstrar alteracdes no dHIP e vHIP. Por estar associada
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majoritariamente a liberagdo de GABA, esses resultados, em conjunto com a redugdo da
expressdao de mRNA e nos niveis do receptor A2A, e na densidade de PSD-95 observadas no
NAc, sugerem que hd mecanismos inibitorios dessa regido envolvidos na modulagao da
resposta resiliente ao ECDS. Estudos prévios demonstram que os niveis de sinapsina-I nao sao
alterados no HIP de animais expostos ao ECDS (MARTIN et al., 2017). Contudo, trabalhos
que utilizam outros modelos animais de estresse, como o estresse cronico imprevisivel, relatam
0 aumento nos niveis de sinapsina-I no PFC e HIP, efeito que ¢ revertido apos o tratamento
com antidepressivos (DAGYTE et al., 2011).

O objetivo deste trabalho foi caracterizar o efeito do ECDS em receptores do sistema
adenosinérgico e em proteinas sindpticas de animais com respostas suscetiveis e resilientes. Os
resultados obtidos expandem as evidéncias que demonstram a relacdo entre alteragdes no
sistema adenosinérgico e a modula¢do do comportamento social e emocional em camundongos.
Mais especificamente, no NAc, ocorreu o aumento na expressao de mRNA do gene ADORA1
em animais suscetiveis e resilientes. Por outro lado, a expressdo e niveis do receptor A2A
reduziu no NAc do grupo resiliente. Além disso, houve redu¢do em proteinas associadas a
transmissdo excitatdria, € o aumento de proteinas associadas majoritariamente a sinapses
inibitorias do NAc, reforcando o envolvimento da inibi¢cdo da estrutura no desenvolvimento da
resposta adaptativa ao ECDS. No vHIP, por outro lado, houve o aumento nos niveis do gene
ADORAI1 no grupo suscetivel. Com relagdo a densidade dos receptores excitatorios A2A,
houve redugdo na regido ventral e quanto na regido dorsal do HIP. Dessa forma, nossos
resultados fornecem evidéncias da modulacdo dos receptores de adenosina Al e A2A a nivel

de expressao génica e proteica em mecanismos de resiliéncia e suscetibilidade ao ECDS.
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6 CONCLUSAO

Como demonstrado na Figura 19, o ECDS promoveu respostas comportamentais
heterogéneas nos camundongos machos, com 50% dos animais apresentando um fenotipo
suscetivel ao protocolo, caracterizado pela redug¢do nos parametros sociais e disfun¢do no
comportamento tipo-ansioso, sem alterar comportamentos tipo-depressivos. Os animais
resilientes, por outro lado, ndo apresentaram alteracdes comportamentais em relagdo ao grupo
controle, sendo essa manutencdo acompanhada de alteragdes no sistema adenosinérgico e em
proteinas sindpticas no NAc, dHIP e vHIP. Mais especificamente, houve a redugdo na expressao
de mRNA do gene ADORA2A no NAc de animais suscetiveis, € o aumento no vHIP de ambos
os grupos estressados. Além disso, a avaliacdo do gene ADORA1 demonstrou aumentar no
vHIP de animais suscetiveis. Contudo, a avaliagdo da densidade proteica demonstrou uma
reducdo receptores A2A nas trés regides encefalicas avaliadas. Além disso, no NAc, houve a
diminui¢dao no imunoconteudo de PSD-95, proteina de ancoramento de receptores iGluR, e o
aumento na densidade de sinapsina-I, proteina vesicular associada majoritariamente a exocitose

de GABA.

Figura 19. Efeito do ECDS nas avaliacdes comportamentais, bioquimicas e moleculares
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Figura 19. Metade dos animais foram classificados como suscetiveis, apresentando prejuizos na
sociabilidade e emocionalidade, acompanhados de uma reduc@o na expressdao do gene ADORALI e o
aumento do gene ADORA2A no vHIP. J4 nos animais resilientes, houve a manutencdo das respostas
comportamentais, acompanhadas por alteragdes nas trés estruturas encefalicas avaliadas. No NAc,
houve uma diminuigdo na expressao do gene ADORA2A e na densidade do receptor A2A, de GluAl e
de PSD-95, além do aumento na sinapsina-I. Também foi identificada uma redu¢do na densidade do
receptor A2A nas sub-regides ventral e dorsal do HIP, juntamente com uma reducdo na expressao do
mRNA do gene ADORA1 no vHIP. Abreviagdes: dHIP — hipocampo dorsal; NAc — ntcleo accumbens;
vHIP — hipocampo ventral. Fonte: originado a partir de imagens do Biorender; elaborado pela autora.

Em conjunto, os resultados sugerem que ha reducdo na excitabilidade do NAc em
animais resilientes ao ECDS. As proteinas GluAl, gefirina e GR, por outro lado, ndo
apresentaram alteragdes subjacentes ao protocolo. Essas evidéncias contribuem com os
trabalhos disponiveis na literatura sobre o envolvimento do sistema adenosinérgico e de
proteinas sindpticas em diferentes desfechos comportamentais de resposta ao estresse. Ao nosso
conhecimento, este ¢ o primeiro estudo que sugere a redugdo dos receptores A2A como um

mecanismo envolvido no desenvolvimento da resposta resiliente a condigdes estressoras.
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7 PERSPECTIVAS

1)  Realizar novos protocolos de ECDS a fim de ampliar o tamanho amostral para

as avaliagdes bioquimicas e moleculares;

i)  Mensurar a corticosterona plasmatica dos animais resilientes, suscetiveis e
controle ao ECDS;

1ii)  Avaliar a plasticidade estrutural através da morfologia neuronal no dHIP, vHIP
e NAc de animais controle, suscetiveis e resilientes;

iv)  Analisar a ativacdo do NAc, dHIP e vHIP em animais controle, suscetiveis e
resilientes ao ECDS;

v) Investigar se o bloqueio farmacoldgico dos receptores A2A hipocampais

promove a manuten¢do da resposta resiliente ao ECDS.
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