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RESUMO

Eventos estressores compreendem fenomenos que causam perturbagdes nos sistemas
fisiologicos de regulacao homeostatica e controle metabdlico. A resposta do organismo
ao estresse, apesar de necessaria e adaptativa, pode causar danos diretos e indiretos na
saude dos individuos quando o evento estressor ¢ cronico ou muito intenso. Alteracdes
metabodlicas, prejuizos nos mecanismos de neuroplasticidade e regulagdo da resposta ao
estresse estdo associados ao desenvolvimento de diferentes doengas em individuos
suscetiveis, incluindo transtornos neuropsiquidtricos. Entretanto, individuos resilientes
apresentam alteragdes transitdrias frente a eventos estressores, através de mecanismos de
adaptacdo mais eficientes. Dentre estes mecanismos, o desempenho cognitivo esta
associado a uma performance mais eficiente na avaliagdo de ameacas, regulagdo do
humor, processamento emocional, adequagdo de estratégias e flexibilidade
comportamental, por meio da ativacdo de regides do cortex pré-frontal. O presente estudo
teve como objetivo avaliar a associacdo entre a flexibilidade cognitiva basal e as
estratégias de enfrentamento e respostas de interagdo social, comportamento emocional e
morfoldgicas corticais ao estresse. Foram utilizados camundongos C57BL6 macho (60
dias de idade), submetidos ao labirinto aquatico de Morris para avaliagao da flexibilidade
cognitiva basal, divididos em baixa e alta flexibilidade cognitiva. Posteriormente os
animais foram divididos em controle € animais expostos ao protocolo de estresse cronico
de derrota social (ECDS) por 10 dias. Apés o término do ECDS os animais foram
submetidos a testes comportamentais para avaliagdo do comportamento social e
emocional. Ap6s 24h os animais foram perfundidos para avaliagdo da morfologia cortical
pelo método de Golgi-Cox. Os animais de alta flexibilidade cognitiva exibiram
modificagdes nas suas estratégias de enfrentamento ao ECDS, de ativas para passivas, e
também apresentaram uma reducao da interagdo social. Além disso, os animais de alta
flexibilidade cognitiva demonstraram prejuizos no comportamento emocional. Do ponto
de vista morfoldgico, os animais submetidos ao ECDS apresentaram diminui¢des no
numero de ramificagdes dendriticas de neurdnios piramidais das camadas 11, Il e V das
sub-regides pré-limbica e infralimbica do cortex pré-frontal, ao passo que os animais de
alta flexibilidade cognitiva apresentaram um numero relativo maior de ramificagoes
dendriticas destes neurdnios. Nao observamos alteracdes nas estratégias de
enfrentamento, comportamento social e emocional e na morfologia cortical dos animais
de baixa flexibilidade cognitiva. Assim, nossos resultados sugerem que uma alta
flexibilidade cognitiva de camundongos C57BL6 machos podem estar associadas as
diferentes abordagens estratégicas de enfrentamento ao estresse, em conjunto com
redugdes da interagdo social e prejuizos nos comportamentos emocionais, além de
alteracdes das ramificacdes dendriticas de neurdnios piramidais do cortex pré-frontal.

Palavras-chave: estresse, flexibilidade cognitiva, cértex pré-frontal.



ABSTRACT

Stress is defined as an event that causes disturbances in the physiological systems of
homeostatic regulation and metabolic control. Despite being adaptive and necessary, the
stress response can cause direct and indirect damages to adaptation mechanisms when
chronic or intense. In this scenario, stress is associated with metabolic alterations,
impairments in neuroplasticity mechanisms and other maladaptive changes involved in
the development of different diseases in susceptible individuals, including
neuropsychiatric disorders. However, some individuals are resilient and show only
transient changes in the face of stressful events, through more efficient adaptation
mechanisms. Cognitive performance is associated with a more efficient performance in
threat assessment, mood regulation, emotional processing, strategy adequacy and
behavioral flexibility, via prefrontal cortex recruitment and activation. The present study
aimed to evaluate the association between baseline cognitive flexibility and coping
strategies alongside with social and emotional behavior and cortical morphology in
responses to social stress. In the present study, male C57BL6 mice (60 days old) were
submitted to the Morris water maze to assess baseline cognitive flexibility, divided into
low and high cognitive flexibility scores. Afterwards, the animals were divided in control
group and the group exposed to the chronic stress of social defeat (CSDS) protocol for 10
days. After the end of the CSDS protocol, mice were submitted to behavioral tests to
assess social and emotional behavior. After 24 hours, the animals were perfused for
cortical morphology evaluation by the Golgi-Cox method. The high cognitive flexibility
animals exhibited changes in their CSDS coping strategies, from active to passive coping,
with decreased social interaction. In addition, high cognitive flexibility animals showed
impairments in emotional behavior, assessed by Z-score of the tail suspension test, splash
test and open field test. Moreover, the animals submitted to CSDS showed a decrease in
the number dendritic branches in pyramidal neurons from prefrontal cortex layers II, I1I
and V, sub-regions prelimbic and infralimbic, while the animals with high cognitive
flexibility showed a greater number of dendritic branches on those neurons. No alterations
were observed in the coping strategies, social and emotional behavior and cortical
morphology of low cognitive flexibility animals. Thus, this study suggests that a higher
cognitive flexibility of male C57BL6 mice might be associated with different coping
strategies and social interaction reductions, alongside with impairments in emotional
behaviors and cortical morphology alterations on the prefrontal cortex.

Keywords: stress, cognitive flexibility, prefrontal cortex.
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1. INTRODUCAO

A flexibilidade cognitiva estd associada aos diferentes tipos de respostas
comportamentais ao estresse? A formulacdo desta pergunta cientifica tem origem em
estudos que destacam que as respostas comportamentais e estratégias de enfrentamento
ao estresse diferem entre os individuos. Uma vez que as respostas fisioldgicas ao estresse
sdo universais e conservadas através das espécies, nos temos que individuos resilientes
possuem respostas transitorias e passageiras, de maneira suficiente, mas ndo excessiva,
recuperando-se de forma eficiente uma vez que o estimulo estressor cessa. Individuos
suscetiveis possuem respostas ao estresse duradouras e excessivas, na qual a exposi¢ao
ao estresse provoca prejuizos diretos e indiretos na sua saude, envolvidos na manifestagdo
de diversas doengas, como os transtornos neuropsiquiatricos (MURROUGH e RUSSO,
2019; PFAU e RUSSO, 2015; RUSSO et al., 2012).

De modo semelhante, diversas espécies de invertebrados e vertebrados, como
insetos, peixes, roedores e primatas, demonstram comportamentos sociais, exibindo
relagdes, interagdes e hierarquias determinadas de forma evolutiva e conservada. Nestas
espécies, a distribuicdo de recursos ocorre através do estabelecimento destas relagdes
sociais, que podem gerar impactos positivos ou negativos a saude do individuo conforme
sua posicao social. Contudo, o repertdrio comportamental utilizado para lidar com estes
eventos estressores sociais pode variar entre os individuos, influenciando no impacto que
o estresse provoca em seu bem-estar. Tendo em vista que eventos estressores sao
inevitaveis, entender os mecanismos comportamentais que auxiliam no enfrentamento ao
estresse social sdo necessarios para minimizar seus efeitos deletérios e prejuizos
associados (WOOD ¢ BHATNAGAR, 2015; PEREZ-TEJADA et al, 2013; DE
MIGUEL et al., 2011).

Para responder a esta pergunta cientifica primeiramente nds iremos destacar
alguns topicos conceituais como o estresse, as alteragdes fisiologicas de respostas ao
estresse, respostas comportamentais resilientes e suscetiveis ao estresse, a cogni¢do, a
flexibilidade cognitiva e as regides encefélicas responsaveis por esta fungdo.
Posteriormente, serdo descritos os protocolos experimentais de estresse, testes
comportamentais para avaliagdo da flexibilidade cognitiva e comportamentos emocionais
e analises morfologicas das regides encefalicas envolvidas. Para finalizar, os resultados

obtidos serdo discutidos com a literatura para conclusdes e contribui¢des acerca da
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associacao entre a flexibilidade cognitiva e as diferentes respostas comportamentais ao

estresse.

1.1 ESTRESSE

O estresse ¢ cotidianamente definido como um agente ou evento externo que causa
alterag¢des ou danos no individuo. Apesar de popular, esta defini¢do carrega em si diversos
conceitos fisicos, quimicos e bioldgicos. Partindo de uma explicacao histdrica, o termo
estresse ¢ utilizado na fisica e engenharia ha séculos para definir a interagdo entre uma
carga ou peso ¢ a deformacdo que ela causa em diferentes estruturas ou materiais. Os
estudos sobre estresse na engenharia buscam compreender como os materiais reagem aos
diferentes agentes externos com o intuito de construir estruturas e edificacdes mais
resistentes e eficientes em suportar pesos e resistir as intempéries climaticas e eventos
naturais (LAZARUS, 1993; HINKLE, 1973).

Da mesma forma que a fisica e a quimica estudam os 4&tomos e materiais para
entender suas caracteristicas basais e como eles reagem e se alteram frente a agentes e
forcas externas, a biologia aplica estes conceitos aos organismos. Partindo de estudos
fisiologicos sobre a regulagdo do ambiente interno em estados basais, foi postulado que,
para o funcionamento adequado do organismo, € necessario a preservacao da constancia
destes estados basais, independentemente das alteragdes e modificacdes externas. A partir
destes estudos sobre os mecanismos de manutencao da constincia fisiologica definiu-se
o termo homeostase, que representa esta manutenc¢ao dinamica do ambiente interno dos
organismos (BRITO e HADDAD, 2017; CANNON, 1932).

Em termos bioldgicos, o conceito fisico de estresse foi adaptado de diferentes
formas ao longo dos anos, fazendo referéncia as modificagdes do ambiente interno dos
organismos. O conceito bioldgico de estresse inicialmente se assemelhava ao conceito
fisico, sendo descrito como qualquer fendmeno que expunha ao risco a vida do
organismo, ou ainda como as respostas inespecificas do corpo frente a qualquer demanda
feita sobre ele. Os mecanismos descritos como inespecificos envolviam altera¢des do eixo
enddcrino Hipotalamo-Hipofise-Adrenal, que regula a secre¢ao do hormonio liberador de
corticotrofina (CRH), hormoénio adrenocorticotrofico (ACTH) e glicocorticoides (GC)
(SELYE, 1950; SELYE, 1976; PERDRIZET, 1997; SZABO et al., 2012).

Entretanto, este conceito ndo abrange a totalidade dos estudos sobre o estresse,

deixando de lado questdes psicologicas e individuais para focar apenas nos agentes
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externos. Juntamente aos fendmenos externos, as respostas internas individuais de
percepcao, interpretagdo e enfrentamento ao estresse possuem igual importancia. Estes
mecanismos de adaptacdo e manutengdo da homeostase, que incluem a mobilizacdo de
reservas energéticas, alocagao de recursos metabolicos, ativacao de cascatas hormonais,
ativacdo da resposta imunologica, entre outros, sao denominados alostase, € o quanto a
ativacdo destas vias de manutengdo custa ao corpo ¢ denominado carga alostatica. De
maneira conjunta, os eventos ou fendOmenos externos ou internos, fisicos, psicoldgicos,
agudos ou cronicos que causam alteragdes na homeostase dos organismos gerando
ativagoes de mecanismos alostaticos integram os estudos biologicos sobre estresse

(COHEN et al., 2016; MCEWEN, 1998; STERLING e EYER, 1988).

1.2 ALTERACOES FISIOLOGICAS DE RESPOSTA AO ESTRESSE

A ativagdo de mecanismos alostaticos de resposta ao estresse € um processo
adaptativo, que permite a sobrevivéncia dos organismos frente a diferentes eventos
estressores. O ambiente apresenta diversos estimulos, desafios e adversidades, e para
sobreviver os organismos necessitam adaptar-se, através da ativagdo dos sistemas
nervoso, enddcrino, e imunologico, mobilizacio de energia, alocacdo de recursos
metabolicos e respostas de defesa. Dentre estes mecanismos destacam-se 0s €ixos
neuroendocrinos simpatico-adrenal-medular e hipotdlamo-hipofise-adrenal, de respostas
rapidas e lentas respectivamente, conforme ilustra a Figura 1 (COHEN et al., 2016;
MURISON, 2016; SMITH e VALE, 2006).

A resposta ao estimulo estressor inicia-se através da ativagdo do eixo simpatico-
adrenal-medular, por receptores sensoriais, que transmitem a informagao através de fibras
aferentes para diferentes centros nervosos de processamento, como o tadlamo, hipotalamo,
cortex pré-frontal, amigdala, hipocampo e locus ceruleus, que orquestram
comportamentos de luta, fuga, imobilidade e medo, através da liberagdo e secrecio de
catecolaminas, como a adrenalina e noradrenalina pela medula da glandula adrenal. As
catecolaminas circulam através do sangue atingindo os sistemas cardiovascular,
gastrointestinal, muscular, respiratorio, renal, endécrino, imunologico, entre outros, na
qual controlam frequéncia cardiaca, pressao sanguinea, digestdo, secre¢do de hormdnios
e citocinas e mobilizagdo energética, permitindo alteracdes fisioldgicas rapidas ao
organismo para reagir ao estimulo estressor (MURISON, 2016; EVEN et al., 2012;
SMITH e VALE, 2006; HERMAN et al., 2003).
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As ativagoOes destas regides encefalicas também estimulam o eixo hipotalamo-
hipofise-adrenal, inicialmente através dos nucleos paraventriculares do hipotalamo
(PVN), que produzem e secretam o CRH, que por sua vez estimula o lobo anterior da
hipofise a liberar o ACTH na corrente sanguinea. O ACTH circulatorio atinge
principalmente seus receptores no cortex das glandulas adrenais, estimulando a produgao
e secre¢ao de GC, como o cortisol (em seres humanos) e a corticosterona (em roedores).
De forma periférica, os GC interagem com receptores de GC (GR) expressos em diversos
tecidos, estimulando a liberagdo e mobilizacdo de energia nos musculos, através da
glicogenodlise, no tecido adiposo, através da lipdlise, e no figado, através da
gliconeogénese. Os GC atuam também no sistema imunoldgico inibindo acdes
inflamatorias através da imunossupressdo de leucdcitos, no sistema cardiovascular,
através de aumentos na pressdo sanguinea e frequéncia cardiaca, e no ritmo circadiano,
envolvido no ciclo sono-vigilia (AZMI et al., 2021; LIGHTMAN et al., 2020; LIU et al.,
2019; KLOET e SZCZEPEK, 2017; MURISON, 2016; SMITH e VALE, 2006).

No sistema nervoso central (SNC), os GC interagem com GR expressos em
regides limbicas e corticais como o hipocampo, amigdala, cortex pré-frontal, ntcleo
accumbens e outras, que modulam o comportamento frente a episddios de estresse
(DUDEK et al., 2019). Esta cascata de ativagdo hormonal também ativa um mecanismo
de retroinibicao no eixo hipotalamo-hipéfise-adrenal, e o excesso de GC atingem os GR
no hipocampo e hipotalamo, inibindo sua ativagdo e liberagdo dos hormdnios
subsequentes. Este mecanismo ¢ responsavel pelo retorno da homeostase do organismo,
conforme os eventos estressores cessam (WALKER e SPENCER, 2017; MURISON,
2016; VASHIST ¢ SCHNEIDEIR, 2014; EVEN et al., 2012; SMITH ¢ VALE, 2006;
HERMAN et al., 2003). Entretanto, o estresse intenso ou cronico pode levar a falhas nos
mecanismos de retroinibi¢do do eixo hipotalamo-hipofise-adrenal, gerando sua
hiperativagdo e um aumento prolongado na secre¢ao de GC (CORYELL, 2006). Embora
indispensaveis para resposta do organismo aos agentes estressores, o aumento persistente
de GC pode resultar em prejuizos no metabolismo celular, excitotoxicidade, dano

oxidativo e morte celular (SATO et al., 2010; MADRIGAL et al., 2006).
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Figura 1. Ativacdo dos eixos simpatico-adrenal-medular e hipotalamo-hipdfise-
adrenal de resposta ao estresse

Eixo Simpatico-Adrenal-Medular Eixo Hipotalamo-Hipofise-Adrenal

Sistema circulatério e respiratério
a___\
Hipotalamo o
Hormonio liberador
de corticotrofina

Noradrenalina L/—\/

Fibras pré-
ganglionares

Sistema digestivo Adrenalina
Horménio

Inervacédo direta adrenocorticotréfico

Alteracdes rapidas AlteracSes de longo prazo

Figura 1. A resposta ao estresse ocorre através da ativagdo dos eixos neuroendocrinos simpatico-
adrenal-medular e o eixo hipotdlamo-hipofise-adrenal. O eixo simpatico-adrenal-medular ¢
ativado por meio de fibras aferentes, que estimulam a liberacdo de adrenalina e noradrenalina
pelas células cromafins, localizadas na medula da glandula adrenal. A adrenalina e a
noradrenalina atuam em diversos tecidos em respostas fisiolégicas que mobilizam reservas
energéticas e recursos metabolicos para comportamentos de luta ou fuga. Na ativacdo do eixo
hipotalamo-hipofise-adrenal, os nucleos paraventriculares do hipotdlamo liberam o horménio
liberador de corticotrofina, que por sua vez estimula o lobo anterior da hipofise a secretar o
horménio adrenocorticotréfico na corrente sanguinea, atingindo seus receptores no cortex da
glandula adrenal, estimulando-a a liberar glicocorticoides, como o cortisol (humanos) e a
corticosterona (roedores). Os hormonios esteroides interagem com receptores nucleares nos
tecidos-alvo e geram respostas metabolicas de liberagdo ¢ mobilizagdo de energia através da
glicogenodlise nos musculos, gliconeogénese no figado e lipolise no tecido adiposo, de
imunossupressdo de leucdcitos do sistema imunologico e de regulacdo da pressdo sanguinea e
frequéncia cardiaca no sistema cardiovascular (Adaptado de EVEN et al., 2012).

Os prejuizos associados ao estresse elevado ou cronico podem resultar em danos
diretos a saude, através do desenvolvimento e agravamento de diferentes condigdes
clinicas, como a obesidade, diabetes, sindromes metabdlicas e doencas cardiovasculares,
cancer, doengas autoimunes, doencas neurodegenerativas e psiquiatricas, ao passo que
também podem resultar em danos indiretos, através da alteracdo e comprometimento de

comportamentos saudaveis, como alimentagdo, sono e atividades fisicas (O’CONNOR et
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al., 2021; RAB ¢ ADMON, 2020; RUSSEL ¢ LIGHTMAN, 2019). Dentre os prejuizos
provocados pelo estresse cronico ou elevado destacam-se aumentos na liberacdo do
horménio grelina, associadas a sindrome metabolica e obesidade (ABIZAID, 2019;
STEFANAKI et al., 2018), aumentos na resisténcia a insulina, associados ao
desenvolvimento de diabetes mellitus tipo 2 (JOSEPH e GOLDEN, 2017), alteracdes no
microambiente tumoral, através da degradagdo do gene supressor tumoral p53 e danos no
DNA, as quais promovem todos os estagios da tumorigénese (DAI et al., 2020; COHEN
et al., 2012). Além disso, o estresse cronico também estd associado a alteragdes
cardiovasculares, que incluem variagdes na frequéncia cardiaca, arritmias,
cardiomiopatias, hipertensdo e infarto do miocardio (KIM et al., 2017; ESLER, 2017).
No sistema imunoldgico, o estresse cronico estd associado ao aumento da expressdo de
genes pro-inflamatdrios, que incluem aumento de citocinas pro-inflamatdérios como
interleucina-1pB (IL-1B), interleucina-6 (IL-6), interleucina-8 (IL-8) e fator de necrose
tumoral (TNF), em conjunto com alteragdes pro-inflamatorias no perfil leucocitario
(ROHLEDER, 2019; CAIN ¢ CIDLOWSKI, 2017; LOPEZ-LOPEZ et al., 2016; OTTE
etal., 2016; POWELL et al., 2013). Esta estimulagdo do sistema imunoldgico pode levar
a dessensibiliza¢ao dos GR de mondcitos, aumentando a resposta inflamatoéria, associada
ao desenvolvimento de doengas neurodegenerativas e transtornos psiquiatricos
(TROUBAT et al, 2020; BARNES ¢ ADCOCK, 2019; MENARD et al., 2017
KAUFMANN et al., 2017; POWELL et al., 2013).

No SNC, este aumento prolongado de GC esté associado a reducao na plasticidade
sindptica em areas abundantes em receptores de GC, como o hipocampo e o cortex frontal,
em conjunto com alteracdes estruturais e morfologicas de diferentes circuitos neurais e
neurodegeneracdo (DUMAN e MONTEGGIA, 2006). Foi demonstrado que o estresse
cronico esta associado ao desenvolvimento da doenga de Alzheimer através do acimulo
de placas B-amiloides, agregados neurofibrilares de proteina Tau, atrofia e perda
sinaptica, e neurodegeneragdo (SAEEDI e RASHIDY-POUR, 2021; BISHT et al., 2018).
Em relagdo a doenca de Parkinson, alteragdes no eixo Hipotadlamo-Hipofise-Adrenal e o
aumento de GC podem acelerar os sintomas locomotores de bradicinesia e acinesia,
devido aos prejuizos de neurdnios dopaminérgicos na substancia negra, inibi¢ao da
autofagia e actimulo da proteina a-sinucleina (PENA-BAUTISTA et al., 2020;
HERRERA et al., 2015).

Embora haja uma influéncia conjunta de fatores genéticos e ambientais, eventos

estressores estdo frequentemente associados aos transtornos psiquiatricos, constituindo o
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principal fator ambiental envolvido na sua génese e progressao (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2017; COHEN et al., 2016; PLIEGER et al., 2015; MONROE e
HARKNESS, 2005). Foi demonstrado em estudos clinicos de pacientes diagnosticados
com transtorno depressivo maior que o estresse elevado ou cronico € o aumento de GC
circulantes estao associados a reducao no volume e atrofia generalizada do hipocampo e
cortex pré-frontal (BELLEAU et al., 2019). O aumento de cortisol também esta ligado as
alteragdes morfologicas de dendritos no cortex pré-frontal e giro denteado da formagao
hipocampal, que provocam uma reducao na neurogénese hipocampal e danos celulares,
contribuindo para sua atrofia. A desregulagdo do eixo Hipotalamo-Hipofise-Adrenal
também estd associada a reducdes na expressdo de genes neuroprotetores e agentes
antioxidantes, aumento do estresse oxidativo e um desbalanco entre os niveis de
oxidantes/antioxidantes no hipocampo e cortex pré-frontal (DING e DAI, 2019).

Em estudos pré-clinicos em roedores, o estresse cronico reduziu a concentragao,
liberagdo, e disponibilidade de serotonina no cortex pré-frontal e hipocampo, juntamente
com prejuizos no seu transportador e recaptagdo. Também foram demonstrados prejuizos
na liberacdo e recapta¢do de glutamato e GABA no cortex pré-frontal e hipocampo. Em
conjunto, estas desregulacdes na neurotransmissdo serotoninérgica, glutamatérgica, e
GABA¢érgica podem contribuir para os danos celulares, reducdo no volume e neurogénese
e atrofia generalizada do cortex pré-frontal e hipocampo (BELLEAU et al., 2019). Em
paralelo, esta reducdo do hipocampo também estd associada a redugdo de fatores
neurotroficos, como o fator neurotréfico derivado do encéfalo (BDNF), alteragdes
epigenéticas de metilacilo de DNA e acetilagdo de histonas dos genes de BDNF,
serotonina ¢ GR (DING e DAI, 2019). Em relagdo ao comportamento, o estresse cronico
causa prejuizos na circuitaria do cortex pré-frontal, hipocampo, estriado, amigdala,
hipotalamo, nicleo accumbens e area tegmentar ventral, envolvidos nos sistemas de
recompensa, resposta ao estresse € homeostasia (STANTON et al., 2019). No entanto,
apesar dos estudos clinicos e pré-clinicos sobre o estresse cronico, ¢ importante ressaltar
que existem individuos que, quando expostos a eventos estressores ou traumas,
apresentam mudancas minimas e transitdrias em seu bem-estar emocional, sendo estes

considerados resilientes (PFAU e RUSSO, 2015).
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1.3 RESPOSTA RESILIENTE AO ESTRESSE

A resiliéncia ¢ um processo dindmico de adaptagdo as adversidades e condigdes
aversivas, na qual o individuo recupera-se de alteracdes fisiologicas frente a eventos
estressores ou traumaticos, evitando consequéncias bioldgicas, psicologicas e sociais das
cargas alostaticas geradas pelo estresse (MURROUGH e RUSSO, 2019; DANTZER et
al., 2018; OSORIO et al, 2016; RUSSO et al., 2012). Apesar de haver pouco
entendimento sobre os mecanismos capazes de gerar resiliéncia ao estresse, acredita-se
que este € um processo ativo e integrativo, envolvendo alteracdes comportamentais,
mecanismos genéticos, epigenéticos, neuroquimicos e modificagdes de plasticidade em
diferentes areas encefalicas (CATHOMAS et al., 2019).

Diferentes modelos animais sdo utilizados para identificar os mecanismos
biologicos da resiliéncia e suscetibilidade ao estresse, como o modelo de estresse cronico
de derrota social (ECDS). No ECDS, ap0s a interacdo com outros animais agressivos por
10 dias, cerca de 65% dos animais apresentam redu¢des na interagdo social, preferéncia
por sacarose, locomog¢do e exploragdo ambiental, em conjunto com perda de peso
corporal, aumento do peso da glandula adrenal e falhas nos comportamentos ativos de
escape frente a situagdes aversivas, sendo estas alteracdes comportamentais associadas a
um perfil suscetivel ao ECDS, enquanto que 35% dos animais apresentam caracteristicas
comportamentais semelhantes aos animais controle, sendo associados a um perfil
resiliente ao ECDS (TANG et al., 2019; HODES et al., 2015; INIGUEZ et al., 2014;
RUSSO et al., 2012; GOLDEN et al., 2011; KUDRYAVTSEVA et al., 1991).

Além das alteracdes comportamentais, diversas diferengas neuroquimicas ja
foram observadas em animais considerados resilientes e suscetiveis ao ECDS, incluindo
alteragdes no eixo Hipotalamo-Hipofise-Adrenal (GURURAIJAN et al., 2019), no sistema
imunolégico (PFAU et al.,, 2019; HODES et al.,, 2014) e em mecanismos de
neuroplasticidade (COLYN et al., 2019; NASCA et al, 2019). Foi demonstrado que
animais suscetiveis ao ECDS apresentam uma diminui¢ao da densidade de espinhos
dendriticos em neuronios piramidais do cortex pré-frontal e uma diminui¢ao do volume
hipocampal, juntamente com um aumento na arboriza¢do dendritica e expressao de pro-
BDNF na amigdala basolateral (COLYN et al., 2019; NASCA et al, 2019). Além disso,
animais suscetiveis ao ECDS apresentaram um aumento na expressao de 372 genes na
por¢ao ventral do giro denteado da formagao hipocampal em comparagdo ao aumento de

612 genes dos animais resilientes, com apenas 124 genes sobrepostos (NASCA et al,
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2019). Mais especificamente, a expressdao do gene Zfpl89 que codifica dominios
proteicos de zinco no cortex pré-frontal de camundongo C57BL6J promoveu um
comportamento resiliente ao ECDS (LORSCH et al., 2019).

Os transtornos psiquiatricos e os modelos animais de estresse sao frequentemente
associados a déficits cognitivos e prejuizos de memoria (WILLIAMS et al., 2020; SHEN
et al., 2019; DENG et al, 2018; ZHANG et al., 2018; ZHANG et al., 2018;
SCHOENFELD et al., 2017). Contudo, alguns estudos sugerem que niveis mais altos de
desempenho cognitivo em testes de memoria de trabalho visual e verbal, reconhecimento
facial, aten¢do, calculo e resolugdo de problemas possam estar associados a maior
resiliéncia em adultos saudaveis (LEE et al., 2013; SIMEON et al., 2007). Além disso,
Rodman et al. (2019) demonstraram através de um estudo clinico longitudinal que, dentre
os individuos que sofreram maus tratos durante a fase infantil, aqueles que melhor
recrutaram regides do cortex pré-frontal para modular as respostas emocionais da
amigdala exibiram menor risco de desenvolver depressao ao longo da vida.

Em relagdo ao carater integrativo biopsicossocial da resiliéncia, diversos estudos
apontam a interacdo entre o ambiente e a expressdo de genes associados a resposta ao
estresse € a modulacdo da circuitaria neural (HORNOR, 2016). A ativa¢do de areas
encefalicas relacionadas a avaliacao de ameagas e a regulagdo de humor estao associadas
a uma adaptabilidade mais eficiente frente a mudancas ambientais. Uma maior
capacidade de regula¢do do humor e emocgdes positivas, através da ativagdo do cortex
anterior cingulado e cortex pré-frontal ventromedial, também auxiliam na flexibilidade
cognitiva e estratégias adaptativas durante eventos estressores (ETKIN et al., 2015;
BRIDGETT et al., 2013; SAPIENZA e MASTEN, 2011). A capacidade de reavaliacao
cognitiva, através da ativagdo do cortex pré-frontal dorsomedial, dorsolateral e
ventrolateral, esta associada ao controle cognitivo frente a situagdes aversivas e
modulacdo das respostas emocionais da amigdala (BUHLE et al., 2014). A regula¢do do
eixo Hipotadlamo-Hipofise-Adrenal em individuos resilientes também estd associada ao
sistema glutamatérgico, fatores neurotroficos como o BDNF, e baixos niveis
inflamatérios (FEDER et al., 2019; GOUIN et al., 2017; TECHE et al., 2017; STELLAR
etal., 2015; DUMAN, 2014; FEDER et al., 2014).

Entretanto, conforme a dinamica das relagdes ambientais e sociais € alterada, a
flexibilidade comportamental se faz necessaria para adequar as respostas do individuo de
forma competente, de acordo com as novas exigéncias do contexto (FEDER et al., 2019;

NELSON e GUYER, 2011). Diversas regides do cortex frontal sdo ativadas para adequar
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0 comportamento, como o cortex orbitofrontal, cortex anterior cingulado e cortex lateral
ventral e dorsal, relacionadas aos dominios cognitivos de valoragdo, inibi¢ao e expressao
de respostas emocionais, aquisi¢do de padrdes, tomada de decisdes, associadas ao
processamento sensorial, memoria de trabalho e de longo prazo. Neste contexto, respostas
de resiliéncia ao estresse, através da atividade de regides do cortex frontal, se dao de
maneira rapida e eficiente para recuperagdo psicobiologica, de maneira suficiente, mas
ndo excessiva, uma vez que o estimulo estressor cessa (FEDER et al., 2019; RUDEBECK
et al., 2013; NELSON e GUYER, 2011; BARBAS e ZIKOPOULOS, 2007; BARBAS,
2000).

1.4 COGNICAO

A cognicdo ¢ definida como o processamento de informagdo para formagdo da
experiéncia e aquisi¢do de conhecimento através de processos mentais. Os processos
mentais envolvem diferentes dominios como sensagdo, percep¢do, agdo, atencao,
motivagdo, aprendizado, memoria, linguagem, pensamento, imaginagdo, planejamento,
fungdes executivas e consciéncia (WARD, 2015; KANDEL et al., 2014). A neurociéncia
cognitiva busca unir estes processos mentais com estruturas e regioes encefélicas,
explicando processos psicologicos cognitivos através de mecanismos bioldgicos e
cerebrais especificos (WARD, 2015). A partir de estudos realizados através da
estimulacdo elétrica cerebral e de pacientes com danos cerebrais, fundou-se o conceito de
especializacdo funcional de diferentes regides encefalicas, na qual destaca-se que
diferentes areas encefalicas sdo especializadas em diferentes fungdes.

Estudos documentados por Broca (1861) e Wernicke (1874) demonstraram que
pacientes com danos em regides especificas do encéfalo possuiam prejuizos em diferentes
aspectos da linguagem, incluindo no seu reconhecimento, reprodugdo e interpretacao.
Observacdes das particularidades de cada caso, como prejuizos na compreensao da
linguagem sem prejuizos na sua reproducdo, ou prejuizos na reprodugdo da linguagem
sem prejuizos na sua compreensdo, eram relacionados a danos em regides particulares e
independentes do encéfalo, sugerindo que, para linguagem, existem diferentes areas
responsaveis por cada tipo de fungdo. Posteriormente, Brodmann (1909) fundamentou-se
na distribuicdo citoarquitetonica dos neuronios, através da relativa proeminéncia das

camadas, tamanho celular e as densidades celulares caracteristicas, para mapear as regides
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do cortex. Com base nestas observagdes, foram mapeadas 47 regides no cortex cerebral
(WARD, 2015).

O cortex ¢ organizado em seis camadas, ordenados de maneira externa para
interna (Figura 2A). A camada I, mais externa, ¢ denominada de camada molecular,
contendo dendritos e axonios de camadas mais profundas que a perpassam para fazer
conexdes com outras areas do cortex. As camadas II e III sdo denominadas camada
granular externa e camada piramidal externa, respectivamente. Estas camadas contém
neurdnios piramidais pequenos e arredondados com proje¢des para areas corticais,
formando as comunicagdes cortico-corticais. A camada IV ¢ chamada de camada granular
interna e contém neurdnios esféricos pequenos, que recebem as aferéncias sensoriais
vindas do tdlamo. A camada V ¢ dominada camada piramidal interna, contendo neurdnios
piramidais grandes (Figura 2C), com projecdes para outras areas corticais e subcorticais,
formando as principais vias eferentes do cortex. A camada VI ¢ dominada camada
multiforme, com neurdnios heterogéneos que se misturam com a substincia branca
delineando o limite do cortex. A densidade de cada camada do cortex varia conforme a
area e sua funcdo especifica, como regides motoras, sensorias e de processamento (Figura

2B) (KANDEL et al., 2014).

Figura 2. Divisdo das camadas do cortex
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Figura 2. Divisdo das camadas do cortex. Organizacao das seis camadas do cortex, de forma
externa para interna: Camada I — Molecular, onde ocorre a passagem de axonios e dendritos de
neurdnios das camadas inferiores; Camada II — Granular Externa e Camada III — Piramidal
Externa, possuem neurénios piramidais pequenos que se projetam para areas corticais, realizando
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a comunicagdo cortico-cortical; Camada IV — Granular Interna, que contém interneuronios
esféricos que recebem aferéncias sensoriais vindas do talamo; Camada V — Piramidal Interna, que
contém neuronios piramidais grandes que se projetam para areas corticais e sub-corticais; Camada
VI — Multiforme, que contém neurdnios heterogéneos delineando o limite do cortex (A).
Organizagdo e espessura das camadas do cortex pré-frontal, nota-se a camada III bem acentuada,
que confere a comunicagdo e modulagdo do cortex pré-frontal sobre outras areas corticais (B).
Representag@o de um neurdnio piramidal (P) tipico das camadas IIl e V, destacam-se os dendritos
apical e basais bem acentuados que conferem o formato piramidal ao neurdnio (C) (Adaptado de
KANDEL et al., 2014).

1.5 CORTEX PRE-FRONTAL E FLEXIBILIDADE COGNITIVA

O cortex pré-frontal estd associado a funcdes executivas, que permitem o
individuo otimizar sua resposta e performance em situagdes que exigem diversos
processos cognitivos, através da coordenacao, sincronizacao, ativagdo e inibi¢ao de outras
regides e areas encefalicas. As fungdes executivas estdo envolvidas no processamento e
coordenacdo de dominios cognitivos multimodais, na resolugdo de problemas,
planejamento e na performance frente novidades, situacdes aversivas e de respostas ndo
automaticas. O cortex pré-frontal possui comunicagdes com o0s sistemas sensoriais,
regides corticais motoras e estruturas envolvidas no humor, emog¢des e memoria. As
funcdes executivas associam informagdes sensoriais, componentes da memoria, de curta
e longo prazo, e o processamento emocional para simular cenarios, planejar estratégias e
solucionar problemas de maneira eficiente. Este tipo de processamento ¢ flexivel, para se
adequar 2 um ambiente em constante mudanga, ativo, para sobrepujar comportamentos
automaticos frente situacdes de novidade, e enviesado, uma vez que a experiéncia e
memoria influenciam na repetigdo de comportamentos especificos (HELFRICH e
KNIGHT 2019; CARLEN, 2017; WARD, 2015; KANDEL et al., 2014; BARBAS ¢
ZIKOPOULOS, 2007; DE BRUIN et al., 2000).

O cortex pré-frontal ¢ dividido nas sub-regides dorsomedial (dmPFC),
ventromedial (vimPFC), ventrolateral (vIPFC), dorsolateral (dIPFC) e orbitofrontal (OFC)
de acordo com suas fungdes e conexdes (Figura 3A e B) (CARLEN, 2017; KOLB, 2015).
O dIPFC recebe aferéncias sensoriais do tdlamo e juntamente com o dmPFC coordena a
adaptacao do comportamento frente mudancas no ambiente. Este comportamento de
flexibilidade envolve o aprendizado, através de tentativa e erro, das mudancgas de regras
de contingéncia de um determinado cenario. Lesdes no dIPFC e dmPFC prejudicam a
selecdo de comportamentos adequados para um desempenho eficiente conforme as
alteragdes ambientais (ARCO et al., 2017; PARK e MOGHADDAM, 2017). O OFC esta

associado a fun¢des de mediagdo entre a flexibilidade comportamental e a expectativa de
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resultados. Baseado nas regras de contingéncia de um determinado cenario, o animal
aprende quais comportamentos levam a uma recompensa ou puni¢do € quais
comportamentos ndo produzem resultados, adaptando seus comportamentos conforme as
regras e cenarios para um determinado resultado se alteram. Lesdes no OFC provocam
prejuizos na flexibilidade adaptativa frente a estas mudangas (SALLET, et al., 2020;
PARK ¢ MOGHADDAM, 2017). Em paralelo, o vmPFC também estd envolvido na
flexibilidade comportamental, através do processamento de informacdes relacionadas a
ameacas ¢ comportamentos defensivos. Similarmente, lesdes no vmPFC provocam
prejuizos nos padrdoes comportamentais de resposta as mudangas ambientais, afetando a
performance eficiente destas adaptacdes comportamentais. (KAEFER et al., 2020; PARK
e MOGHADDAM, 2017).

Figura 3. Divisdo das sub-regides do cortex pré-frontal em humanos

Figura 3. Visao lateral-frontal da divisdo das sub-regides do cortex pré-frontal de humanos (A e
B). Abreviaturas: ACC — Cértex anterior cingulado; dmPFC — Cortex pré-frontal dorsomedial;
dIPFC — Cortex pré-frontal dorsolateral; vimPFC — Cortex pré-frontal ventromedial; vIPFC —
Cértex pré-frontal ventrolateral; OFC — Cértex orbitofrontal (Adaptado de CARLEN et al., 2017).

De forma geral, o vimPFC e OFC possuem conexdes com areas de processamento
emocional. Lesdes nestas regides afetam uma resposta flexivel frente mudangas
ambientais de carater emocional. Ao passo que o dIPFC e dmPFC possuem conexdes com
areas sensoriais € motoras. LesOes nestas regides afetam uma resposta flexivel frente
mudangas nas regras condicionadas de uma tarefa (WARD, 2015). Mais especificamente,
o vimPFC possui projecdes para diversas areas relacionadas ao processamento emocional
de resposta ao estresse, como hipocampo, amigdala e nucleo accumbens. Sua ativacao

esta associada a diminui¢do da atividade da amigdala e a regulacdo de comportamentos
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tipo-depressivo em modelos animais de resposta ao estresse (NUMA, et al., 2019; PARK
e MOGHADDAM, 2017; VIALOU et al., 2014; PITMAN et al., 2012; ONGUR ¢
PRICE, 2000).

A capacidade de processamento multimodal do cortex pré-frontal estd associada
a propriedade de seletividade mista de seus neurdnios, na qual diferentes tipos estimulos
e demandas ambientais, como estimulos sensoriais, respostas motoras e regras de
contingéncia, sdo processadas em conjunto para uma resposta flexivel adaptativa e
eficiente. Os neurdnios do cortex pré-frontal também atuam de modo dinamico, com
respostas adaptativas de acordo com a discriminacao de estimulos e regras situacionais
que sdo relacionadas as demandas ambientais momentaneas. Estas propriedades conferem
ao cortex pré-frontal um carater de processamento elevado, em que diferentes tipos de
estimulo sdo processados em conjunto para uma resposta flexivel adaptativa com
performance elevada em tarefas e atividades cognitivas (PARK e MOGHADDAM, 2017,
RIGOTTI et al., 2013; STOKES et al., 2013).

Em roedores o cortex pré-frontal ¢ dividido nas sub-regides anterior cingulada
(ACA), motora secundéria (MO), orbital (ORB), insular agranular (Al) e medial (mPFC),
contendo as areas pré-limbica (PL) e infralimbica (IL), conforme ilustrado pela Figura
4A, B e C. Em estudos com roedores foi demonstrado que o mPFC est4 associado a
flexibilidade comportamental, na qual sdo exigidas adaptacdes comportamentais frente a
mudangas nas demandas e resultados de uma tarefa ou atividade. As sub-regides PL e IL
do mPFC de roedores estdo envolvidas na codificagdo e abstracdo de regras, na
organizacdo de comportamentos que relacionam processamentos sensoriais € motores
com resultados esperados e na mudanca de estratégias, através da criagdo de novas
estratégias e inibicdo de estratégias anteriores (CARLEN, 2017; PARK e
MOGHADDAM, 2017, MURUGAN et al, 2017; RICH e SHAPIRO, 2009;
RAGOZZINO et al., 2003).

As sub-regides PL e IL atuam de modo dindmico na mudanca de estratégias,
utilizando pistas espaciais e visuais para adaptar o comportamento de forma eficiente. A
sub-regido PL codifica as estratégias, associando-as a diferentes resultados, sua ativagao
¢ necessaria para adaptacdes comportamentais mediante mudangas nas demandas
ambientais, através do aprendizado de quais comportamentos e estratégias estdo
associados a recompensas especificas. A sub-regido IL estabelece relagdes entre as
estratégias apos seus resultados, codificando estes resultados de modo a estabelecer uma

performance eficiente para a atividade ou tarefa. Lesdes nas sub-regides PL e IL
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prejudicam a flexibilidade comportamental, reduzindo a capacidade de adaptagdo e
alteracdo de estratégias estabelecidas quando os resultados e recompensas também se
alteram (CARLEN, 2017; PARK ¢ MOGHADDAM, 2017; MURUGAN et al., 2017;
RICH e SHAPIRO, 2009; RAGOZZINO et al., 2003).

Figura 4. Divisdo das sub-regides do cortex pré-frontal em roedores
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Figura 4. Visdo lateral-frontal da divisdo das sub-regides do cortex pré-frontal de roedores (A, B
e C). Abreviaturas: MO — Area motora secundaria; ACA - Area anterior cingulada; PL — Area
pré-limbica; IL — Area infralimbica; ORB — Area orbital; Al — Area insular agranular (Adaptado
de CARLEN et al., 2017).

Neste contexto, foi demonstrado em modelos animais que o estresse cronico
produz prejuizos em testes cognitivos, como em testes de condicionamento operante,
labirinto aquatico de Morris e labirinto radial, devido ao aumento de GC circulantes. Estes
déficits cognitivos relacionados ao aumento de GC estdo associados a alteragdes de
plasticidade estrutural de neur6nios piramidais das camadas II e III do mPFC (PL e IL).
A exposic¢ao ao estresse cronico reduz a arborizagao dendritica e a densidade de espinhos

dendriticos, através da diminui¢do do comprimento dos dendritos € da quantidade de
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ramificagdes e espinhos dendriticos apicais, resultando em uma atrofia destes neurdnios
(RADLEY etal., 2005; COOK e WELLMAN, 2004). Além disso, Goldwater et al. (2009)
demonstraram que o estresse cronico provoca alteracdes na plasticidade estrutural,
através da retracao dendritica e perda de espinhos dendriticos, e funcional, através de
prejuizos na modulagao sinaptica por meio da diminui¢do de receptores de dopamina em
neurdnios piramidais da camada V do mPFC (IL).

Em conjunto, estes estudos sugerem que o estresse cronico pode causar prejuizos
e falhas nos mecanismos de adaptagdo e resposta ao estresse, associados ao
desenvolvimento de diferentes doengas, sendo o principal fator ambiental para o
desenvolvimento de transtornos psiquiatricos. Entretanto, individuos resilientes
apresentam alteracdes transitorias frente eventos estressores, através de mecanismos de
adaptacdo mais eficientes. Dentre estes mecanismos, o desempenho cognitivo esta
associado a uma performance mais eficiente na avaliacdo de ameacas, regulacdo do
humor, processamento emocional, adequagdo de estratégias e flexibilidade
comportamental, por meio do recrutamento e ativagdo de regides do cortex pré-frontal.
Portanto testes cognitivos que avaliem a performance e flexibilidade de camundongos
associados ao modelo de estresse cronico de derrota social podem fornecer resultados que
elucidem os mecanismos comportamentais envolvidos nas diferentes estratégias de
enfrentamento ao estresse. Neste caso, o labirinto aquatico de Morris tem-se mostrado
eficiente em avaliar o aprendizado, memoria espacial e flexibilidade cognitiva de
camundongos (GEHRING et al., 2015; GIL-MOHAPEL et al., 2013; VORHEES e
WILLIAMS, 2006).

2. JUSTIFICATIVA

Atualmente a exposicao ao estresse € inevitavel na sociedade. Eventos estressores
podem causar prejuizos diretos e indiretos na saude de individuos, envolvidos também no
desenvolvimento de doengas e transtornos psiquiatricos devido a falhas nos mecanismos
de regulacdo homeostatica. Os transtornos psiquidtricos figuram entre as principais
causas de incapacidade no mundo. A depressdo maior encontra-se atualmente em
primeiro lugar como causa de incapacidade civil mundial, e junto com os transtornos de
ansiedade, gera um dispéndio anual de cerca de 1 trilhdo de ddlares para economia global
(WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2017). Entretanto, os eventos estressores podem

desencadear diferentes niveis de respostas entre os individuos, como respostas resilientes,
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na qual as alteragdes causadas pelo estresse sdo transitorias e adaptativas, e respostas
suscetiveis, na qual a exposicdo ao estresse provoca alteracdes duradouras nos
organismos, envolvidas na manifestagcdo destes transtornos psiquiatricos.

Portanto, a compreensao dos mecanismos associados aos processos de resiliéncia
ao estresse pode gerar conhecimento necessario para o desenvolvimento de terapias
farmacolodgicas e ndo farmacologicas capazes de minimizar seus efeitos deletérios sobre
0 sistema nervoso. Assim, temos como hipétese que uma performance mais alta de
aprendizado, memoria espacial e flexibilidade cognitiva esta associada a
neuroplasticidade estrutural em regides corticais envolvidas na adog¢ao de estratégias de
enfrentamento ao estresse mais bem-sucedidas, reduzindo seu impacto em

comportamentos emocionais apos o estresse cronico.

3. OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a associa¢do entre a flexibilidade cognitiva basal e as estratégias de
enfrentamento durante o estresse cronico de derrota social, € o comportamento social e
emocional e a morfologia cortical apds o estresse cronico de derrota social em

camundongos machos.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar a flexibilidade cognitiva basal em camundongos machos;

e Avaliar se diferencas na flexibilidade cognitiva basal estdo associadas ao uso de
diferentes estratégias de enfrentamento durante o estresse cronico de derrota
social em camundongos machos;

e Avaliar se diferencas na flexibilidade cognitiva basal estdo associadas no
comportamento de interagdo social apos o estresse cronico de derrota social em
camundongos machos;

e Verificar se diferengas na flexibilidade cognitiva basal estdo associadas no
comportamento emocional apds o estresse cronico de derrota social em
camundongos machos;

e Verificar se alteragdes na flexibilidade cognitiva basal estdo associadas a
alteragcdes na morfologia do cortex pré-frontal (pré-limbico e infralimbico) apos o

estresse cronico de derrota social em camundongos machos.
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4. MATERIAL E METODOS
4.1 ANIMAIS

Foram utilizados camundongos machos da linhagem C57BL6 (animais
experimentais, 2 meses) fornecidos pelo Prof. Dr. Eduardo Luiz Gasnhar Moreira
(Departamento de Ciéncias Fisiologicas, Centro de Ciéncias Bioldgicas, UFSC),
agrupados aleatoriamente em caixas de residéncia (41 x 31 x 16 cm, n = 10), e
camundongos machos da linhagem Swiss (animais agressores, 4-6 meses) obtidos do
biotério central da UFSC, agrupados em caixas de residéncia (41 x 31 x 16 cm, n = 8).
Os animais foram mantidos no Biotério Setorial do Departamento de Bioquimica em
temperatura ambiente (20-22°C) com livre acesso a agua e comida e ciclo claro-escuro de
12:12h (7h — 19h, ciclo claro). Os animais foram ambientados na sala de comportamento
12 horas antes do inicio dos testes. Os testes comportamentais foram realizados com
iluminagdo vermelha ou indireta (30 lux) e gravados para andlise posterior através do
software ANY-maze. Todos os procedimentos foram aprovados previamente pelo Comité
de Etica no Uso de Animais e realizados de forma a minimizar o sofrimento (UFSC -

CEUA n° 5290231120).

4.2 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Os camundongos C57BL6 machos com 60 dias de idade (n = 41) foram
submetidos ao teste cognitivo do labirinto aquatico de Morris por um periodo de 8 dias
para a avaliacdo da flexibilidade cognitiva, classificados em baixa e alta flexibilidade
através da sua performance no teste. Apds os testes cognitivos, os camundongos C57BL6
retornaram para suas caixas de residéncia no Biotério Setorial do Departamento de
Bioquimica por um intervalo de 14 dias para descanso. Um total de vinte e cinco animais
C57BL6, escolhidos de forma aleatoria dos grupos de baixa flexibilidade (N = 7) e alta
flexibilidade (N = 18), foram submetidos ao protocolo de ECDS por 10 dias, tendo suas
estratégias de enfrentamento avaliadas durante o contato fisico com o animal agressor nos
dias 1 e 10. Dezesseis animais C57BL6 dos grupos de baixa flexibilidade (N = 6) e alta
flexibilidade (N = 10) permaneceram nas suas caixas de residéncia no Biotério Setorial
do Departamento de Bioquimica como grupo controle.

Apo6s o protocolo de ECDS foram obtidos os 4 grupos experimentais,
Controle/Baixa flexibilidade (N = 6), Controle/Alta flexibilidade (N = 10), ECDS/Baixa
flexibilidade (N = 7) e ECDS/Alta flexibilidade (N = 18). Vinte e quatro horas apds o



30

protocolo de ECDS, foi realizado o teste de interacdo social para a avaliagdo do
comportamento social. Vinte e quatro horas apds o teste de interagdo social, os
camundongos C57BL6 foram submetidos ao teste de suspensdo pela cauda e ao teste do
campo aberto. Vinte e quatro horas apds o teste de suspensao pela cauda foi realizado o
teste de borrifagem de sacarose. Os testes do campo aberto, suspensdo pela cauda e
borrifagem de sacarose, em conjunto, foram utilizados para avaliagdo do comportamento
emocional. Os camundongos C57BL6 foram anestesiados e perfundidos 24 horas ap6s a
ultima avaliagdo comportamental para a avaliacdo da morfologia do cortex pré-frontal

(PL e IL) através da técnica de Golgi (Figura 5).

Figura 5. Delineamento experimental
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Figura 5. Camundongos C57B6 machos com 60 dias de idade foram submetidos ao teste do
labirinto aquatico de Morris por 8 dias para avaliacdo da flexibilidade cognitiva. Apds 14 dias os
animais foram divididos em controles e animais submetidos ao ECDS. O protocolo de estresse
cronico de derrota social teve a duragdo de 10 dias, com os dias 1 e 10 filmados para avaliagdo
das estratégias de enfrentamento. Apds o protocolo de ECDS os animais foram submetidos aos
testes de interagdo social, suspensdo pela cauda, campo aberto ¢ borrifagem de sacarose para
avaliacdo do comportamento social e emocional. Apos os testes comportamentais os animais
foram perfundidos e os encéfalos foram removidos para avaliagdes da morfologia neuronal
através da técnica de Golgi. Abreviagdes: TLAM — Teste do labirinto aquatico de Morris; TIS —
Teste de interagdo social; TSC — Teste de suspensdo pela cauda; TCA — Teste do campo aberto;
TBS — Teste de borrifagem de sacarose.

4.3 PROTOCOLO DE ESTRESSE
4.3.1. Estresse Cronico de Derrota Social

O ECDS consiste na exposicao fisica e sensorial do animal experimental a um
animal agressor por um periodo de 10 dias (GOLDEN et al., 2011). Camundongos Swiss
machos com 4-6 meses de idade (agressores) foram isolados em caixas de residéncia de
forma individual (41 x 31 x 16 cm) por 30 dias com o objetivo de aumentar o

comportamento agressivo. Para avaliar o perfil agressivo foi realizado uma triagem de
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agressividade, que consiste na exposicao do animal agressor a um camundongo C57BL6
diferente a cada dia (usado apenas para a triagem dos agressores) durante 180 segundos
por 3 dias consecutivos. Foram avaliados o numero total de ataques e a laténcia para o
primeiro ataque, sendo selecionados para o protocolo de ECDS os camundongos Swiss
que obtiveram os maiores perfis de agressividade. Vinte e quatro horas antes do primeiro
dia do protocolo de ECDS (dia 0) os camundongos Swiss selecionados foram alojados
individualmente em caixas de residéncia retangular (26,7 cm x 48,3 cm x 15,2 cm)
contendo um divisor perfurado transparente que separa fisicamente a caixa em duas
partes.

Os camundongos C57BL6 (intrusos) dos grupos ECDS/Baixa flexibilidade (n =
7) e ECDS/Alta flexibilidade (n = 18) foram expostos a um camundongo Swiss agressor
diferente por 10 dias consecutivos durante 10 minutos (estresse fisico). Apos cada periodo
de estresse fisico, os camundongos C57BL6 foram alocados no lado oposto do divisor da
caixa para permitir o contato sensorial durante o restante do periodo de 24 horas (estresse
sensorial). Nas sessoes subsequentes de 10 dias do protocolo de ECDS, os camundongos
C57BL6 foram expostos ao compartimento da caixa de um novo agressor. Os
camundongos C57BL6 dos grupos Controle/Baixa flexibilidade (n = 6) e Controle/Alta
flexibilidade (n = 10) permaneceram em caixas de residéncia no Biotério Setorial do
Departamento de Bioquimica durante o protocolo de ECDS agrupados em pares, com a
formagdo de diferentes pares a cada dia do protocolo de ECDS. Cada camundongo
C57BL6 experimental (n =41) foi alojado individualmente apds o tltimo dia do protocolo

de ECDS at¢ a avaliagdo comportamental (GOLDEN et al., 2011).

4.3.2. Avaliacdo das estratégias de enfrentamento

Nos dias 1 e 10 do ECDS, durante o periodo de 10 minutos de contato fisico entre
os agressores € intrusos, foram avaliadas as estratégias de enfrentamento ao ataque. Os
tipos de estratégias foram classificados entre ativas, que consistem em um
comportamento de fuga, evitacdo ou defesa, e passivas, que consistem em um
comportamento de imobilidade ou submissdo. O comportamento de ataque foi
classificado como uma interacdo direta agressiva ou persecutoria do agressor para o
intruso. O indice de enfrentamento ativo foi calculado através do total de comportamentos
ativos subtraidos pelo total de comportamentos passivos, normalizados pelo niimero total

de comportamentos (Ativo — Passivo / Total). O indice de enfrentamento passivo foi
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calculado através do total de comportamentos passivos subtraidos pelo total de
comportamentos ativos, normalizados pelo numero total de comportamentos (Passivo —
Ativo / Total) (LeCLAIR et al., 2021; GONI-BALENTZIAGA et al., 2019; WOOD e
BHATNAGAR, 2015; PEREZ-TEJADA et al., 2013).

4.4 TESTES COMPORTAMENTAIS
4.4.1 Testes cognitivos
4.4.1.1 Teste do labirinto aqudtico de Morris

O teste do labirinto aquatico de Morris consiste na exposi¢do dos animais a um
tanque circular (110 cm de didmetro e 100 cm de altura) contendo 50 cm de agua (25 °C
+ 1 °C) com uma plataforma submersa (MORRIS, 1984). O tanque ¢ dividido em 4
quadrantes (norte, sul, leste e oeste) e cada quadrante possui uma pista visual para
orientacdo espacial (MULLER et al., 2010). Para avaliacdo da memoria espacial, o teste
iniciou com uma fase de aquisi¢do (Figura 6), na qual os animais foram submetidos a uma
sessdo de treino por dia, durante 3 dias. Cada sessdo de treino possuiu 4 tentativas com 1
hora de intervalo ¢ os animais deveriam encontrar a plataforma, fixa no quadrante
sudoeste, dentro de 60 segundos, partindo de quadrantes diferentes. Ao encontrar a
plataforma, os animais permaneceram sobre ela por 20 segundos, sendo entdo retirados
do tanque. Caso a plataforma ndo fosse encontrada dentro dos 60 segundos, os animais
eram guiados até ela. A fase de teste ocorreu 24h apds a fase de aquisicdo e os animais
foram expostos ao tanque por 60 segundos sem a presenca da plataforma. Como
parametros de memoria espacial e aprendizagem foram avaliados o tempo de
permanéncia, tempo de laténcia e nimero de entradas no quadrante onde a plataforma
estava durante as fases de aquisi¢ao e teste.

Posteriormente, para a avaliagdo da flexibilidade cognitiva, o teste seguiu com
uma fase de flexibilidade, onde os animais foram submetidos a uma sessao de treino por
dia, durante 4 dias. Cada sessao de treino possuiu 4 tentativas com 1 hora de intervalo e
os animais deveriam encontrar a plataforma, que alterava de posi¢do a cada dia (Dia 5 —
Leste; Dia 6 — Oeste; Dia 7 — Norte; Dia 8 — Sul). Ao encontrar a plataforma, os animais
permaneceram sobre ela por 20 segundos, sendo entdo retirados do tanque. Caso a
plataforma ndo fosse encontrada dentro dos 60 segundos, os animais eram guiados até
ela. Para avaliagdo da flexibilidade cognitiva foi utilizado a diferenca dos tempos de

laténcia entre as fases de flexibilidade (média dos dias 5 ao 8) e a fase de aquisicao (dia
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3) (NASCA et al., 2014; NUNEZ, 2008; BRUIN et al., 2001; BRUIN et al., 2000;
MORRIS, 1984).

Figura 6. Protocolo para avaliacio do aprendizado e flexibilidade cognitiva no teste
do labirinto aquatico de Morris
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Figura 6. Os animais foram submetidos aos 3 dias de treinos com a plataforma fixa no quadrante
sudoeste na fase de aquisi¢cdo, seguidos da fase de teste para avaliagdo do aprendizado. Apos a
fase de aquisi¢do os animais foram submetidos a fase de flexibilidade por 4 dias com a plataforma
variando nos quadrantes leste, norte, oeste e sul. Abreviagdes SO — Sudoeste; L — Leste; N —
Norte; O — Oeste; S — Sul (Fonte: o Autor).

4.4.2 Testes de comportamento emocional
4.4.2.1 Teste de suspensdo pela cauda

O teste de suspensao pela cauda (TSC) ¢ utilizado para avaliar o comportamento
de resignacdo e consiste em aplicar uma situacao de estresse inescapavel ao animal, na
qual ele ¢ suspenso do chdo e preso pela cauda por uma fita adesiva por 6 minutos (CAN
etal., 2012; STERU et al., 1985). O tempo de imobilidade do animal, considerado como
a falta de tentativa de escapar da situagdo aversiva, € o tempo de laténcia para iniciar a
imobilidade, considerado uma resposta comportamental motivada, foram mensurados e

utilizados como parametros para compor o comportamento emocional (NEIS et al., 2015).
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4.4.2.2 Teste do campo aberto

O teste do campo aberto (TCA) consiste na avaliagdo da atividade locomotora
espontanea e exploracao voluntaria dos animais. O aparato consiste em uma caixa de
madeira branca (40 cm x 40 cm x 40 cm), no qual o chdo ¢ dividido em 12 quadrantes
iguais. O animal foi exposto por 5 minutos ao campo aberto e foram avaliadas a distancia
total percorrida, considerado um pardmetro locomotor espontineo devido ao
comportamento exploratorio de roedores, € o tempo total e 0o nimero de entradas no centro
do aparato, considerados parametros para avaliagdo de um comportamento tipo-ansioso
devido ao comportamento de roedores de explorar ambientes desconhecidos
preferencialmente de maneira periférica. Os parametros de comportamento tipo-ansioso
foram utilizados para compor o comportamento emocional. O aparato foi limpo com uma
solucao de etanol 10% entre cada sessao de teste (NEIS et al., 2015; BAILEY E
CRAWLEY, 2009; PRUT e BELZUNG, 2003).

4.4.2.3 Teste de borrifagem de sacarose

O teste de borrifagem de sacarose (TBS) consiste em alocar o animal em um
cilindro transparente por 5 minutos e borrifar uma solu¢do de 10% de sacarose em seu
dorso. Devido a viscosidade da solugao, os roedores tendem a iniciar um comportamento
de autolimpeza, considerado um indicador de autocuidado, em conjunto com um
comportamento de recompensa devido a sacarose ser um alimento palatavel aos roedores.
Os animais foram ambientados ao cilindro transparente por 1 minuto, borrifados com a
solucdo de sacarose e avaliados por 5 minutos. A laténcia para o inicio do comportamento
de autolimpeza e o tempo de autocuidado, considerados uma resposta comportamental
motivada, foram utilizados como parametros para compor o comportamento emocional.
O aparato foi limpo com uma solugdo de etanol 10% entre cada sessdo de teste (KASTER

et al., 2015; ISINGRINI et al., 2010).

4.4.2.4 Teste de interacdo social

O teste de interacdo social (TIS) ¢ baseado no paradigma agressor/intruso
apresentado no protocolo de ECDS e consiste em expor o animal experimental a um
animal agressor semelhante ao utilizado no ECDS, porém desconhecido (GOLDEN et al.,
2011). O TIS foi composto por duas etapas em um aparato adaptado de campo aberto (42

cm x 42 cm x 42 cm) contendo um cilindro mével de plastico perfurado, apoiado em uma
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de suas paredes. O aparato ¢ divido em diferentes zonas, a zona de interagao (14 x 24 cm)
se localiza em volta do cilindro mével de plastico perfurado que contém o animal
agressor. A zona de canto (42 x 9 cm) se localiza na parede oposta a do cilindro mével
(Figura 7). Na primeira etapa, o camundongo intruso foi colocado no centro do aparato
com o cilindro movel vazio por 150 segundos. Apds um intervalo de 30 segundo foi
iniciada a segunda etapa, na qual foi colocado um camundongo Swiss desconhecido
(agressor) dentro do cilindro mével e o0 mesmo camundongo intruso foi recolocado no

aparato por 150 segundos.

Figura 7. Esquema do aparato para teste de interacao social
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Figura 7. Esquema do aparato para teste de interacdo social com as representacdes das zonas de

interacdo (azul), e canto (vermelho), valores em centimetros (Fonte: o Autor).

O indice de interacao social (IS) foi calculado através do tempo total na zona de
interacdo na presenca do animal agressor dividido pelo tempo total na zona de interagao
na auséncia do animal agressor. O indice de entradas na zona de interagdo foi calculado
através do numero de entradas na zona de interag¢@o na presenca do animal agressor menos
o numero de entradas na zona de interagao na auséncia do animal agressor. O tempo total
na zona de canto foi calculado através do tempo total na zona de canto na presenga do

animal agressor dividido pelo tempo total na zona de canto na auséncia do animal
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agressor. Foram utilizados para avaliar a interagao social os parametros indice de
interagdo social, indice de entradas na zona de interagdo, tempo total na zona de canto e
distancia total percorrida. O aparato foi limpo com uma solugdo de etanol 10% entre cada
sessao de teste (GRAFE et al., 2020; NASCA et al., 2019; HIGASHIDA et al., 2018;
OIZUMI et al., 2018; GOLDEN et al., 2011).

4.5 ANALISES HISTOQUIMICAS
4.5.1 Preparagdes das amostras e impregnagdo com Golgi

Os animais C57BL6 foram anestesiados com cetamina/xilazina (100 mg/kg e 10
mg/kg) por inje¢do intraperitoneal e perfundidos com solugdo salina 0,9% 24 horas ap6s
o término dos testes comportamentais. Apos a perfusdo os encéfalos foram removidos e
depositados em frascos contendo 20ml de solugdo de Golgi, trocados por uma solugao
nova 24 horas depois e armazenados no escuro a temperatura ambiente por 14 dias para
impregnacdo. Apos o periodo de impregnacdo os encéfalos foram transferidos para
solugdo de sacarose 30% para saturacdo e lavagem da solucdo de Golgi, foram realizadas
3 trocas de sacarose com um intervalo de 21 dias entre cada troca. Apds o periodo de
saturacao por sacarose os encéfalos foram fatiados por secgdes coronais de 200 pm com
a utiliza¢dao de um vibratomo (Vibratome®, Série 1000, St. Louis, MO, EUA). As fatias
foram montadas em laminas gelatinizadas em 2% e armazenadas em ambiente escuro
para secagem e fixagdo. Ap0s o periodo de secagem as laminas foram desidratadas através
da sequéncia: agua destilada (1 min), hidroxido de amonio (30 min), agua destilada (1
min), Kodak (30 min), 4gua destilada (1 min), 50% etanol (1 min), 70% de etanol (1 min),
95% etanol (1 min), 100% etanol (10 min), 100% etanol/kilol (1:1 por 10 min) e xilol (20
min), finalizadas com a colagem da laminula por Entellan e armazenadas em ambiente
escuro para analises morfologicas. (KANNANGARA et al., 2014).

As andlises morfologicas foram realizadas em neuronios piramidais das camadas
II, IIT e V do cortex pré-frontal (PL e IL) localizados na por¢do anterior do Bregma
(+2mm), através de um microscopio invertido, conforme Figura 8A. Foram selecionados
neurdnios piramidais que possuiam impregnacdo consistente, pouca sobreposicao e
distinguiveis de células adjacentes, com extensdo e ramificagdes dendriticas delimitadas

(FRAGA et al., 2020; GIACHERO et al., 2015; RISHER et al., 2014).
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4.5.2 Anélises de Sholl

As avaliagdes das ramificacdes dendriticas dos neurdnios piramidais do cortex
pré-frontal foram realizadas através da analise de Sholl, que consiste em tragar intervalos
concéntricos de 10 um a partir do soma. Os parametros utilizados foram o comprimento
dos dendritos (distdncia méaxima), a média total de ramificacdes e a quantidade de
intersecgdes por raio. Foram selecionados 8 neurdnios piramidais das camadas I, Il e V
do cortex pré-frontal (PL e IL) por animal para cada grupo (n = 4) conforme
especificagdes citadas anteriormente. As fatias foram analisadas em um microscopio
invertido, com ampliag¢do de 40x em imagens 3D feitas em Z-stack. Para analise de Sholl
foi utilizado o programa Image J (NIH), plugin Simple Neurite Tracer (SNT), na qual os
neurdnios sdo tracados manualmente € o programa cria uma representagdo 3D com os
intervalos concéntricos de 10 um partindo do centro do soma para andlise automatica do
comprimento, quantidade e intersecc¢des por raio (Figura 8B, C e D) (FRAGA et al., 2020;
BIRD e CUNTZ, 2019; OLESCOWICZ et al., 2018; BINLEY et al., 2014; FERREIRA
etal., 2014; GENSEL et al., 2010).

Figura 8. Representacio da localizacio encefalica do cortex pré-frontal (PL e IL) e
configuracoes para analise de Sholl

A

Bregma
0123 4 5mm
C

Figura 8. Representacdo de um corte longitudinal do encéfalo de roedores com a localizag@o do
cortex pré-frontal (PL) destacado a partir do Bregma +2mm (A — Esquerda). Representag@o de
um corte coronal do encéfalo de roedores com a localizagdo do cortex pré-frontal (PL e IL)
destacado (A — Direita). Representagdo de um neurénio piramidal do cortex pré-frontal medial de
roedores (B). Representacdo dos tragados realizados manualmente e aplicacdo das circunferéncias
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geradas automadticas pelo programa Image J SNT para andlise de Sholl (C). Ilustragao dos tragados
e circunferéncias isoladas para analise de Sholl (D) (Adaptado de DIK et al., 2018 (A — Esquerda);
CHOHAN et al., 2014 (A — Direita); o Autor (B, C e D).

4.6 ANALISES ESTATISTICAS

Os resultados foram avaliados utilizando os softwares GraphPad Prism 7® e
Statistica 7®. A distribuicdo normal dos dados foi avaliada através do teste de Shapiro-
Wilk para escolha do teste estatistico adequado. Os valores outliers foram identificados
através do programa GraphPad QuickCalcs® e removidos das andlises. Os resultados
foram expressos como média + erro padrao da média (EPM). Os valores de p<0,05 foram

considerados significativos.

4.6.1 Andlises estatisticas para avaliacdo do aprendizado e flexibilidade cognitiva

Para a analise da curva de aprendizado na fase de aquisi¢ao foi utilizado a analise
de variancia (ANOVA) de uma via de medidas repetidas, seguido pelo post-hoc de Tukey
quando apropriado. Para a fase de teste da fase de aquisicdo foi utilizado o teste t de
Student comparando a média dos tempos no teste versus o valor do tempo total do teste
dividido pelo nimero de quadrantes (15 segundos). Para avaliar a flexibilidade cognitiva
foi utilizado a abordagem estatistica na qual os animais que mantiveram uma performance
durante fase de flexibilidade dentro da média + 1 desvio padrdo da fase de aquisigdo (dia
3) foram classificados como alta flexibilidade. Os animais que marcaram um tempo de
laténcia superior a média + 1 desvio padrdo da fase de aquisicdo (dia 3) foram

classificados como baixa flexibilidade.

4.6.2 Analises estatisticas para avaliacdo do comportamento social € emocional

Para avaliacdo do numero de ataques dos agressores foi utilizado o teste t de
Student comparando a média do nimero de ataques do dia 1 versus a média do nimero
de ataques do dia 10. Para as analises das estratégias de enfrentamento, interacdo social e
testes de suspensdo pela cauda, borrifagem por sacarose e campo aberto foi utilizado a
ANOVA de duas vias, seguido pelo post-hoc de Tukey quando apropriado. Para as
analises de correlagdo foi realizado o teste de correlagdo de Pearson seguido da regressao
linear. Posteriormente os testes de suspensdo pela cauda, borrifagem por sacarose e
campo aberto foram avaliados através da andlise de Score-Z e compilados para formar o

comportamento emocional integrado (GUILLOUX et al., 2011).
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Para analise de Score-Z foram selecionados 2 parametros de cada teste: tempo
total de imobilidade (TTI) e tempo de laténcia para imobilidade (TLI) (teste de suspensao
pela cauda - TSC), tempo de laténcia para autolimpeza (TLA) e tempo total de
autolimpeza (TTA) (teste de borrifagem de sacarose - TBS) e tempo total no centro (TTC)
e nuamero de entradas no centro (NEC) (teste do campo aberto - TCA).

Para analise de Score-Z, cada parametro do comportamento emocional avaliado
foi convertido através da equagdo: dado individual (X) menos média do grupo controle
(n) dividido pelo desvio padrao do grupo controle (c). A direcionalidade dos valores foi
corrigida para que scores positivos indiquem um maior prejuizo da performance

comportamental nos pardmetros emocionais avaliados.

Score Z =

Para integrar os parametros de Score-Z de cada teste foi utilizado a seguinte
equacdo: Score-Z parametro 1 mais Score-Z parametro 2 dividido pelo nimero de

parametros.

Score Z TTI + Score Z TLI

Score ZTSC = >

Score Z TLA + Score Z TTA
Score Z TBS = >

Score Z TTC + Score Z NEC
Score ZTCA =

2

Posteriormente, para calcular o valor do comportamento emocional integrado de
cada animal foram utilizados os valores somados de Score-Z de cada teste divididos pelo

numero de testes.

Score Z TSC + Score Z TBS + Score Z TCA
3

Score Z Comportamento Emocional =
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4.6.3 Andlises estatisticas para avaliacdo da morfologia neuronal

Para a avaliacdo da morfologia neuronal foi utilizada a analise de Sholl. Para as
analises do comprimento e numero de ramificagdes dos dendritos de neurdnios piramidais
das camadas II, III e V foram utilizadas a ANOVA de duas vias, seguido pelo post-hoc
de Tukey quando apropriado. Para a andlise quantidade das intersec¢des por raio foi
utilizada a ANOVA de medidas repetidas, seguido pelo post-hoc de Tukey quando

apropriado.

5. RESULTADOS
5.1 AVALIACAO DO APRENDIZADO E FLEXIBILIDADE COGNITIVA

A ANOVA de uma via de medidas repetidas [F (40, 80) = 2,825 p < 0,0001]
demonstra um efeito significativo do numero de dias de treinamento sobre o tempo de
laténcia para localizar a plataforma. A analise de post-hoc indicou que, na fase de
aquisicao, os animais demonstraram uma diminuicao significativa no tempo de laténcia
para localizar a plataforma no dia 2 (p < 0,0001) quando comparados ao dia 1, e no dia 3
(p <0,001), quando comparado ao dia 2. Na fase de teste os animais permaneceram um
tempo significativamente maior no quadrante correto [t=5,260 df=40, p <0,0001] quando
comparados ao tempo do teste dividido pelo nimero de quadrantes (15 segundos por
quadrante), conforme ilustrado na Figura 9A, indicando que a fase de aquisi¢dao foi
eficiente para o aprendizado dos animais. A Figura 9B ilustra a fase de flexibilidade e a
distribui¢do dos tempos de laténcia para localizar a plataforma de cada animal nos dias 5,
6, 7, 8, bem como a média e erro padrao da média dos tempos obtidos nos dias 5, 6, 7 €
8. Estes valores foram utilizados para classificar a performance e delinear a flexibilidade

cognitiva dos animais conforme os resultados a seguir.
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Figura 9. Avaliacdo do aprendizado e da flexibilidade cognitiva basal no teste do
labirinto aquatico de Morris
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Figura 9. Avaliacdo do aprendizado durante a fase de aquisicdo mensurado pelo tempo de laténcia
em localizar a plataforma (dias 1, 2 e 3) e pelo tempo de permanéncia no quadrante correto na
fase de teste no teste do labirinto aquatico de Morris (A). Distribui¢do dos tempos de laténcia para
localizar a plataforma durante a fase de flexibilidade (dias 5, 6, 7 ¢ 8) ¢ a média destes valores
(B). Os valores estdo expressos como valores individuais e/ou média + erro padrio da média.
*xE% p<0,0001 post-hoc de Tukey da diferenca entre o dia 2 e dia 1. *** p<0,001 post-hoc de
Tukey da diferenca entre o dia 3 e dia 2. N =41.
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Os resultados da Figura 10 demonstram a metodologia utilizada para classificar a
flexibilidade cognitiva dos animais. Através da ANOVA de uma via é possivel observar
uma diferenca significativa entre os grupos nos tempos de laténcia para localizar a
plataforma [F (3, 119) = 16,10, p < 0,0001]. A analise de post-hoc revelou que o tempo
de laténcia para localizar a plataforma durante a fase de flexibilidade ¢ significativamente
maior do que tempo de laténcia para localizar a plataforma durante o terceiro dia da fase
de aquisi¢do (p <0,01), indicando que a existe uma diferenca no aprendizado dos animais
entre o terceiro dia da fase de aquisi¢ao e a média de aprendizado da fase de flexibilidade.

Para aplicar a metodologia de separagao das performances no teste nés utilizamos
a média e o desvio padrao de todos os animais do terceiro dia de aquisicdo e a média de
cada animal nos 4 dias de flexibilidade (dias 5, 6, 7 e 8). Foi possivel observar animais
que mantiveram um tempo de laténcia médio para localizar a plataforma durante fase de
flexibilidade dentro da média do terceiro dia de aquisi¢do + 1 desvio padrao (Figura 10 —
grupo alta flexibilidade, n = 28, pontos verdes). Por outro lado, um outro grupo de animais
teve um tempo de laténcia médio para localizar a plataforma durante fase de flexibilidade
superior a média + 1 desvio padrdo do terceiro dia de aquisi¢cdo (Figura 10 — grupo baixa
flexibilidade, n = 13, pontos vermelhos). Assim, os animais foram divididos em dois
grupos, um grupo chamado de baixa flexibilidade, e um grupo de alta flexibilidade, que
sao significativamente diferentes entre si (p < 0,0001). Além disso, o grupo com baixa
flexibilidade apresenta um tempo de laténcia significativa (p < 0,0001) maior quando
comparados a fase de aquisi¢do (dia 3), o que ndo ¢ observado no grupo com alta

flexibilidade (p = 0,6902).
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Figura 10. Classificacdo da flexibilidade cognitiva conforme performance no teste
do labirinto aquatico de Morris
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Figura 10. Classificacdo da flexibilidade cognitiva conforme o tempo de laténcia para localizar a
plataforma durante fase de flexibilidade (média flexibilidade) em comparagdo ao dia 3 da fase de
aquisi¢do (dia 3 média +/- Desvio Padrao). Os valores do Dia 3 estdo expressos como média de
todos os animais e desvio padrdo. Os grupos: média flexibilidade, baixa flexibilidade e alta
flexibilidade estdo expressos como valores individuais e média + erro padrdo da média. Pontos
pretos — distribuigdo dos tempos de laténcia na fase de flexibilidade, N = 41; Pontos vermelhos -
distribuicdo dos tempos de laténcia do grupo baixa flexibilidade, N = 13; Pontos verdes —
distribuicao dos tempos de laténcia do grupo alta flexibilidade, N = 28. ** p<0,01 post-hoc de
Tukey da diferenca entre o dia 3 média +/- DP e média flexibilidade. **** p<0,0001 post-hoc de
Tukey da diferenga entre os grupos alta flexibilidade ¢ dia 3 média +/- DP em comparagdo ao
grupo baixa flexibilidade.

5.2 ASSOCIACAO ENTRE A FLEXIBILIDADE COGNITIVA E AS ESTRATEGIAS
DE ENFRENTAMENTO AO ECDS

Para avaliar as estratégias de enfrentamento ao estresse foram analisados os
comportamentos ativos e passivos durante os dias 1 e 10 do protocolo de ECDS. A Figura
11A ilustra o indice de enfrentamento ativo, que avalia os comportamentos ativos de
enfrentamento dos animais como fuga, evitagdo ou defesa. A ANOVA de duas vias
utilizou como varidveis independentes a flexibilidade cognitiva e dia de interagao social,
e como variavel dependente o score do indice de enfrentamento ativo. Os resultados nao

demonstraram um efeito significativo da flexibilidade cognitiva [F (1, 45) = 1,084, P =
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0,3033], ou dos dias de interagao social [F (1, 45) = 2,805, P = 0,1009]. Entretanto foi
demonstrado um efeito significativo da interagdo entre flexibilidade cognitiva e dias de
interagdo [F (1, 45) = 5,667, P = 0,0216]. A andlise de post-hoc revelou que apenas o
grupo de alta flexibilidade cognitiva diminuiu significativamente seu indice de
enfrentamento ativo do dia 1 para o dia 10 (p<0,01), indicando uma alteragdo nas suas
estratégias de enfrentamento, enquanto o grupo de baixa flexibilidade manteve suas
estratégias de enfrentamento ativas constantes nos dias 1 ¢ 10 (p = 0,9895).

A Figura 11B ilustra o indice de enfrentamento passivo dos animais, que observa
comportamentos de imobilidade e submissdao. A ANOVA de duas vias ndo demonstrou
efeito significativos da flexibilidade cognitiva [F (1, 45) = 1,084, P =0,3033], ou dos dias
de interagdo social [F (1, 45) = 2,805, P = 0,1009], contudo foi demonstrado um efeito
significativo da interacdo entre flexibilidade cognitiva e dias de interacdo [F (1, 45) =
5,667, P =0,0216]. A anélise de post-hoc revelou que apenas o grupo de alta flexibilidade
cognitiva teve seu indice de enfretamento passivo reduzido do dia 1 para o dia 10
(p<0,01), apontando uma modificagdo em suas estratégias de enfrentamento ao estresse,
enquanto o grupo de baixa flexibilidade manteve suas estratégias de enfrentamento
passivas constantes nos dias 1 e 10 (p = 0,9895). Estes resultados indicam que os animais
de alta flexibilidade alteram suas estratégias de enfrentamento de ativas para passivas ao
longo dos 10 dias de protocolo de ECDS e que os animais de baixa flexibilidade nao
modificam suas estratégias de enfrentamento adotadas no inicio do protocolo até o final.
A Figura 11C indica o nimero de ataques realizados pelos animais agressores durante os
dias 1 e 10 do protocolo de ECDS. Os animais agressores reduziram significativamente o
numero total de ataques realizados durante o dia 10 de ECDS [t=9,707 df=24, p <0,0001]
quando comparados ao dia 1 de ECDS, sugerindo que ao longo do protocolo de ECDS os

animais agressores reduzem o niimero total de ataques.
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Figura 11. indices das estratégias de enfrentamento ao estresse cronico de derrota
social (ECDS) e numero total de ataques
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Figura 11. Indices das estratégias ativas de enfrentamento ao ECDS avaliadas pelos
comportamentos de fuga, evitagio ou defesa (A). Indices das estratégias passivas de
enfrentamento ao estresse cronico de derrota social avaliadas pelos comportamentos de
imobilidade ou submissdo (B). Os scores foram feitos nos dias 1 ¢ 10 do protocolo de ECDS. O
indice de enfrentamento ativo foi calculado através do total de comportamentos ativos subtraidos
pelo total de comportamentos passivos, normalizados pelo nimero total de comportamentos. O
indice de enfrentamento passivo foi calculado através do total de comportamentos passivos
subtraidos pelo total de comportamentos ativos, normalizados pelo numero total de
comportamentos. Numero total de ataques realizados pelos animais agressores durante os dias 1
e 10 do ECDS (C). Os valores estdo expressos como média + erro padrdo da média. ** p<0,01
post-hoc de Tukey da diferenca entre os dias 1 e 10 do grupo de alta flexibilidade para os indices
de enfrentamento ativo (A) e passivo (B). **** p<0,0001 teste t de Student comparando o
numero de ataques dos agressores no dia 1 ¢ 10 do ECDS (C). Baixa flexibilidade N = 7,
Alta flexibilidade N = 18.

53 ASSOCIACAO ENTRE A FLEXIBILIDADE COGNITIVA E O
COMPORTAMENTO SOCIAL APOS O ECDS

Para avalia¢ao da sociabilidade dos animais foi utilizado o indice de interagao
social conforme os tempos na zona de interagdo e nos cantos, no teste de interagao social.
No teste, o animal experimental é exposto a um animal agressor que ele nunca teve
contato antes. A Figura 12A indica o indice de interacdo social na zona de interacao,
calculado através do tempo na zona de interagao na presenga do alvo dividido pelo tempo
na zona de interacdo na auséncia do alvo (animal agressor). A ANOVA de duas vias
utilizou como variaveis independentes a flexibilidade cognitiva e o ECDS, e como
variavel dependente o indice de interacdo social. A ANOVA revelou um efeito
significativo para a flexibilidade cognitiva [F (1, 37) = 7,460, P = 0,0096], mas ndo para
o ECDS [F (1,37)=0,1083, P =0,7439], ou para interacao entre o ECDS e a flexibilidade
cognitiva [F (1, 37) = 3,179e-005, P = 0,9955]. A andlise de post-hoc nao revelou
diferencas significativas entre os grupos. A Figura 12B demonstra o Indice de entradas
na zona de interagdo calculado pelo nimero de entradas na zona de interagdo na presenga
do alvo dividido pelo nimero de entradas na zona de interacdo na auséncia do alvo. A
ANOVA de duas vias utilizando a variavel nimero de entradas na zona de interagao,
demonstrou um efeito significativo para a flexibilidade cognitiva [F (1, 35)=11,44, P =
0,0018], mas nao para o ECDS [F (1, 35) =0,5337, P = 0,4699], ou para intera¢do entre
o ECDS e a flexibilidade cognitiva [F (1, 35) = 1,655, P = 0,2067]. Contudo, a analise de
post-hoc nao revelou diferencgas significativas entre os grupos. Pelo resultado da ANOVA
das figuras 12A e 12B, podemos sugerir que a flexibilidade cognitiva alta esta associada

uma menor intera¢do com o animal agressor, independente do protocolo de ECDS.
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A Figura 12C ilustra o indice de permanéncia na zona de canto, calculado através
do tempo na zona de canto na presenc¢a do alvo dividido pelo tempo na zona de canto na
auséncia do alvo. A ANOVA de duas vias ndo demonstrou resultados significativos para
o ECDS [F (1, 35) = 0,03880, P = 0,8450], para a flexibilidade cognitiva [F (1, 35) =
0,3396, P = 0,5638], ou para a interagao entre o ECDS ¢ a flexibilidade cognitiva [F (1,
35) = 0,01212, P = 0,9130], sugerindo que nem o ECDS ou a flexibilidade cognitiva
causam alteracdes no tempo de permanéncia na zona de canto. A Figura 12D indica a
distancia total percorrida pelos animais na presenca do alvo (animal agressor). A ANOVA
de duas vias ndo demonstrou resultados significativos para o ECDS [F (1, 37) = 1,523, P
= 0,2249], para a flexibilidade cognitiva [F (1, 37) = 0,1452, P = 0,7053], ou para a
interagdo entre o ECDS e a flexibilidade cognitiva [F (1, 37) = 0,3930, P = 0,5346],
sugerindo que o ECDS e a flexibilidade cognitiva ndo promovem alteragdes na distancia
total percorrida. A Figura 12E ilustra a correlacdo entre a flexibilidade cognitiva e a
interagdo social. A analise de correlagdo demonstrou um efeito significativo, porém fraco
(p=0,0072, R>=0,1711) da flexibilidade cognitiva sobre a intera¢do social. A regressao
linear (Y = 0,06253*X + 0,2651) indica a relagdo entre a flexibilidade cognitiva e a
interagdo social, sugerindo que existe uma correlacdo positiva entre a flexibilidade

cognitiva sobre a interagao social.
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Figura 12. indice de interaciio social apés o ECDS
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Figura 12. Indice de interagdo social na zona de interagio calculado através do tempo na zona de
interagdo na presenca do alvo (animal agressor) dividido pelo tempo na zona de interagdo na
auséncia do alvo (A). Indice de entradas na zona de interagdo calculado pelo nimero de entradas
na zona de interagdo na presenga do alvo dividido pelo nimero de entradas na zona de interagao
na auséncia do alvo (B). Indice de permanecia na zona de canto calculado através do tempo na
zona de canto na presenca do alvo dividido pelo tempo na zona de canto na auséncia do alvo (C).
Distancia total percorrida na presenga do animal agressor em milimetros (D). Correlagdo entre a
flexibilidade cognitiva ¢ a interacdo social, linha pontilhada verde indica grupo de alta
flexibilidade — esquerda, linha pontilhada vermelha indica grupo de baixa flexibilidade — direita
(E). Os valores estdo expressos como média + erro padrdo da média. ** p<0,01 efeito da
flexibilidade cognitiva no indice de intera¢do social (A) e no nimero de entradas na zona de
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interacdo (B) calculado pela ANOVA de duas vias. Controle/Baixa flexibilidade N = 6;
Controle/Alta flexibilidade N = 10; ECDS/Baixa flexibilidade N = 7; ECDS/Alta flexibilidade N
=18.

5.4 AVALIACOES DA ASSOCIACAO ENTRE A FLEXIBILIDADE COGNITIVA E
O COMPORTAMENTO EMOCIONAL APOS O ECDS

Para avaliar o comportamento emocional dos animais foram utilizados os testes
comportamentais de suspensdo pela cauda, borrifagem de sacarose e campo aberto. Os
testes emocionais foram normalizados e compilados através do Score-Z, que permite
agrupar diferentes aspectos e parametros do comportamento emocional dos animais em

um unico parametro.

5.4.1 Teste de suspensao pela cauda

Como parametros do comportamento emocional foram utilizados os critérios de
tempo de imobilidade e laténcia para imobilidade, avaliados pelo teste de suspensao pela
cauda. Com relagdo ao tempo de imobilidade no teste de suspensdo pela cauda, Figura
13A, a ANOVA de duas vias ndo demonstrou efeitos significativos para o ECDS [F (1,
37)=2,649, P = 0,1121], para a flexibilidade cognitiva [F (1, 37) = 0,4699, P = 0,4973,
ou para a interagdo entre o ECDS e a flexibilidade cognitiva [F (1, 37) = 0,1094, P =
0,7427], indicando que nem as diferencas na flexibilidade cognitiva e o ECDS causam
uma alteracdo no tempo de imobilidade dos animais.

De acordo com a Figura 13B, os animais de alta flexibilidade cognitiva
demonstraram um maior tempo de laténcia para a imobilidade em comparagdo aos
animais de baixa flexibilidade cognitiva, independente do ECDS. A ANOVA de duas vias
demonstrou um efeito significativo para a flexibilidade cognitiva [F (1, 37) = 4,476, P =
0,0412], mas ndo para o ECDS [F (1, 37) =0,3934, P = 0,5344] ou para a interagdo entre
a flexibilidade cognitiva e 0 ECDS [F (1, 37) = 3,982, P = 0,0534]. A analise de post-hoc
revelou que o grupo controle de alta flexibilidade cognitiva apresentou um tempo de
laténcia para a imobilidade significativamente maior que o grupo controle de baixa
flexibilidade cognitiva (p < 0,05), indicando que a flexibilidade cognitiva basal esta
associada a um tempo de laténcia maior para a imobilidade. Contudo, esse efeito ndo foi
observado nos animais submetidos ao ECDS (p = 0,9997). A Figura 13C ilustra os

parametros de tempo de imobilidade e tempo de laténcia para imobilidade compilados
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através do Score-Z, formando o Score-Z para o teste de suspensdo pela cauda. A ANOVA
de duas vias ndo demonstrou efeito significativo para o ECDS [F (1, 37) = 0,6000, P =
0,4435], para a flexibilidade cognitiva [F (1, 37) =2,478, P =0,1239] ou para a interacao
entre o ECDS e a flexibilidade cognitiva [F (1, 37) = 2,476, P = 0,1241], sugerindo que
quando compilados através do Score-Z, os parametros avaliados pelo teste de suspensao

pela cauda ndo demonstram resultados significativos.

Figura 13. Avaliaciao dos parimetros emocionais através do teste de suspensao pela
cauda
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Figura 13. Avaliagdo dos parametros emocionais de tempo total de imobilidade (A) e tempo de
laténcia para a imobilidade (B) no teste de suspensdo pela cauda. Compilacdo dos parametros
emocionais normalizados através do Score-Z para formagdo do Score-Z do teste de suspensdo
pela cauda (C). Os valores estdo expressos como média + erro padrdo da média. * p<0,05 efeito
da flexibilidade cognitiva no tempo de laténcia para imobilidade pela ANOVA de duas vias (B).
Controle/Baixa flexibilidade N = 6; Controle/Alta flexibilidade N = 10; ECDS/Baixa flexibilidade
N = 7; ECDS/Alta flexibilidade N = 18.
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5.4.2 Teste de borrifagem de sacarose

Como parametros do comportamento emocional foram utilizados os critérios de
tempo de laténcia e tempo total de autolimpeza, avaliados pelo teste de borrifagem de
sacarose. Conforme ilustrado pela Figura 14A, nao houve alteracdes no tempo de laténcia
dos animais. A ANOVA de duas vias ndo demonstrou efeitos significativos para o ECDS
[F (1, 36) =0,9325, P = 0,3406], para a flexibilidade cognitiva [F (1, 36) = 0,007598, P =
0,9310] ou para a interacao entre o ECDS e a flexibilidade cognitiva [F (1, 36) = 0,2235,
P =0,6393], indicando que diferencas na flexibilidade cognitiva e o ECDS nao alteram o
tempo de laténcia dos animais. De acordo com a Figura 14B, ndo houve alteragdes no
tempo total de autolimpeza dos animais. A ANOVA de duas vias nao demonstrou efeitos
significativos para o ECDS [F (1, 37) = 0,07374, P = 0,7875], para a flexibilidade
cognitiva [F (1, 37) = 0,08433, P = 0,7731] ou para a interagdo entre o ECDS e a
flexibilidade cognitiva [F (1, 37) = 0,07755, P = 0,7822], sugerindo que diferencas na
flexibilidade cognitiva e o ECDS ndo alteram o tempo total de autolimpeza dos animais.

A Figura 14C ilustra os parametros de tempo de laténcia e tempo total de
autolimpeza compilados através do Score-Z, formando o Score-Z para o teste de
borrifagem de sacarose. A ANOVA de duas vias ndo demonstrou efeitos significativos
para o ECDS [F (1, 37) = 1,040, P = 0,3145], para a flexibilidade cognitiva [F (1, 37) =
4,264e-005, P = 0,9948] ou para a interagdo entre o0 ECDS e a flexibilidade cognitiva [F
(1, 37) =4,083e-005, P = 0,9949], sugerindo que quando compilados através do Score-Z,
os parametros avaliados pelo teste de borrifagem de sacarose ndo demonstram resultados

significativos.
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Figura 14. Avaliacido dos parametros emocionais através do teste de borrifagem de
sacarose
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Figura 14. Avaliagdo dos parametros emocionais de laténcia (A) e tempo total de autolimpeza
(B) no teste de borrifagem de sacarose. Compilagdo dos pardmetros emocionais normalizados
através do Score-Z para formacdo do Score-Z do teste de borrifagem de sacarose (C). Os valores
estdo expressos como média + erro padrio da média. Controle/Baixa flexibilidade N = 6;
Controle/Alta flexibilidade N = 10; ECDS/Baixa flexibilidade N = 7; ECDS/Alta flexibilidade N
=18.

5.4.3 Teste do campo aberto

Como parametros do comportamento emocional foram utilizados os critérios de
nimero de entradas no centro e tempo no centro, avaliados pelo teste do campo aberto. O
aumento no nuimero de entradas e permanéncia no centro estd associada a efeitos
ansioliticos em roedores. Conforme ilustrado pela Figura 15A, ndo houve diferencas no
nimero de entradas no centro dos animais. A ANOVA de duas vias demonstrou um efeito
significativo para a interag¢ao entre o ECDS e a flexibilidade cognitiva [F (1, 36) = 6,694,
P = 0,0139], mas ndo para o ECDS [F (1, 36) = 3,154e-007, P = 0,9996], ou para a
flexibilidade cognitiva [F (1, 36) = 2,521, P=0,1211]. A anélise de post-hoc nao revelou
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diferencas significativas entre os grupos. Pelos resultados da ANOVA, podemos sugerir
que existe um efeito combinado dos fatores de flexibilidade cognitiva e ECDS no
parametro de entradas no centro do campo aberto.

De acordo com a Figura 15B, ndo houve alteracdes no tempo total no centro do
campo aberto. A ANOVA de duas vias ndo demonstrou efeitos significativos para o
ECDS [F (1, 36) = 0,4754, P = 0,4949], para a flexibilidade cognitiva [F (1, 36) = 2,105,
P = 0,1555] ou para a interagdo entre o ECDS e a flexibilidade cognitiva [F (1, 36) =
3,012, P =0,0912], indicando que diferencas na flexibilidade cognitiva basal e o ECDS
nao alteram o tempo total no centro dos animais. A Figura 15C ilustra os parametros de
nimero de entradas no centro e o tempo no centro compilados através do Score-Z,
formando o Score-Z para o teste do campo aberto. A ANOVA de duas vias nao
demonstrou efeitos significativos para o ECDS [F (1, 37) = 1,962, P = 0,1696], para a
flexibilidade cognitiva [F (1, 37) = 1,646, P = 0,2076] ou para a interacdo entre o ECDS
e a flexibilidade cognitiva [F (1, 37) = 1,646, P = 0,2075], indicando que quando
compilados através do Score-Z, os parametros avaliados pelo teste do campo aberto nao

demonstram resultados significativos.
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Figura 15. Avaliaciao dos parametros emocionais através do teste do campo aberto
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Figura 15. Avaliagdo dos pardmetros emocionais de nimero de entradas no centro (A) e tempo
total no centro (B) no teste do campo aberto. Compilacdo dos pardmetros emocionais
normalizados através do Score-Z para formagdo do Score-Z do teste do campo aberto (C). Os
valores estdo expressos como média + erro padrdo da média. X p<0,05 efeito da interagdo entre
flexibilidade cognitiva e ECDS no niimero de entradas no centro do campo aberto calculado pela
ANOVA de duas vias. Controle/Baixa flexibilidade N = 6; Controle/Alta flexibilidade N = 10;
ECDS/Baixa flexibilidade N = 7; ECDS/Alta flexibilidade N = 18.

5.4.4 Comportamento emocional integrado

Para a avaliacdo do comportamento emocional integrado dos animais foram
utilizados os Score-Z dos testes de suspensdo pela cauda, borrifagem de sacarose e campo
aberto, Figura 16. A ANOVA de duas vias demonstrou efeito significativos para o ECDS
[F (1, 37) = 3,838, P = 0,05], mas nao para a flexibilidade cognitiva basal [F (1, 37) =
2,700, P =0,1088] ou para a interacdo entre o ECDS e a flexibilidade cognitiva [F (1, 37)
= 2,699, P = 0,1089]. Os resultados encontrados na ANOVA sugerem que os animais
submetidos ao ECDS apresentam scores emocionais mais altos, indicando um prejuizo

na performance dos parametros comportamentais emocionais avaliados (maior tempo
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total de imobilidade e menor laténcia para iniciar a imobilidade no teste de suspensao pela
cauda; menor tempo total de autolimpeza e menor tempo de laténcia para iniciar a
autolimpeza no teste de borrifagem de sacarose; menor tempo total e nimero de entradas
no centro no teste do campo aberto). Contudo, a analise de post-hoc revelou que o grupo
submetido ao ECDS de alta flexibilidade cognitiva possui scores emocionais
significativamente maiores que o grupo controle de alta flexibilidade cognitiva (p<0,05),
indicando que apenas o grupo de alta flexibilidade cognitiva tem prejuizos na
performance dos parametros comportamentais emocionais avaliados apds o ECDS. De
acordo com a Figura 16, apesar dos animais submetidos ao ECDS de alta flexibilidade
demonstrarem um score emocional maior, o que representa uma pior performance nos
testes comportamentais que avaliam desespero comportamental, motivagdo/anedonia ¢
ansiedade, quando comparados ao controle de alta flexibilidade, nao houve diferencas
entre os animais de alta flexibilidade cognitiva submetidos ao ECDS quando comparado

aos de baixa flexibilidade submetidos ao ECDS (p = 0,0739).

Figura 16. indice do comportamento emocional integrado apos o ECDS
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Figura 16. Avaliagdo do comportamento emocional integrado através do Score-Z compilado dos
testes de suspensdo pela cauda, borrifagem de sacarose e campo aberto. Os valores estdo
expressos como média + erro padrdo da média. # p<0,05 efeito do ECDS no indice de
comportamento emocional integrado calculado pela ANOV A de duas vias. & p<0,05 post-hoc de
Tukey da diferenca do comportamento emocional integrado entre os grupos controle alta
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flexibilidade e ECDS alta flexibilidade. Controle/Baixa flexibilidade N = 6; Controle/Alta
flexibilidade N = 10; ECDS/Baixa flexibilidade N = 7; ECDS/Alta flexibilidade N = 18.

5.5 AVALIACOES DA FLEXIBILIDADE COGNITIVA E A MORFOLOGIA
NEURONAL DO CORTEX PRE-FRONTAL APOS O ECDS

Para avaliar a morfologia dos neurdnios piramidais das camadas II, IIl e V do
cortex pré-frontal (PL e IL) foi realizada a andlise de Sholl, sendo utilizado como
parametros o nimero de ramificagdes dendriticas, o comprimento dos dendritos (distancia
maxima) e a quantidade de intersec¢des por raio (10 um). A Figura 17A ilustra a
morfologia de um neurdnio piramidal do cortex pré-frontal medial dos grupos Controle
Baixa flexibilidade, ECDS Baixa flexibilidade, Controle Alta flexibilidade e ECDS Alta
flexibilidade, representado através do tragado desenhado manualmente. A Figura 17B
ilustra o nimero de ramificacdes dendriticas de cada grupo. A ANOVA de duas vias
demonstrou efeitos significativos para o ECDS [F (1, 132) = 11,39, P =0,0010] e para a
flexibilidade cognitiva basal [F (1, 132) = 5,134, P = 0,0251], mas ndo para a interacdo
entre o ECDS e a flexibilidade cognitiva basal [F (1, 132)=0,7197, P =0,3978]. A analise
de post-hoc revelou que o grupo estressado de alta flexibilidade possui um numero total
de ramificag¢des dendriticas menor que o grupo controle de alta flexibilidade (p < 0,05),
indicando que o ECDS pode causar alteragdes na quantidade de ramificagcdes dos
dendritos destes neurdnios.

A Figura 17C ilustra o comprimento dendritico. A ANOVA de duas vias ndo
demonstrou efeito significativo para o ECDS [F (1, 132) = 1,222, P = 0,2711], para a
flexibilidade cognitiva basal [F (1, 132) = 0,9102, P = 0,3418] e para a interagdo entre o
ECDS e a flexibilidade cognitiva basal [F (1, 132) = 2,949, P = 0,0883], sugerindo que a
flexibilidade cognitiva e o estresse nao provocam alteragdes significativas no
comprimento dendritico destes neurdnios. A Figura 17D demonstra a quantidade de
intersec¢des por raio. A ANOVA de medidas repetidas ndo demonstrou efeitos
significativos entre os grupos conforme os raios concéntricos [F (3, 56) = 0,06709, P =
0,9772], indicando que a flexibilidade cognitiva e o ECDS nao alteram a distribuicao de

ramificagdes dendriticas ao longo dos raios.
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Figura 17. Morfologia de neuronios piramidais do cortex pré-frontal apos o ECDS
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Figura 17. Morfologia de um neur6nio piramidal do cortex pré-frontal medial (mPFC),
representado através do tracado desenhado manualmente por grupo: Controle/Baixa flexibilidade;
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ECDS/Baixa flexibilidade; Controle/Alta flexibilidade; ECDS/Alta flexibilidade (A). Avalia¢ao
do nimero médio de ramificagdes dendriticas por grupo (B). Avaliagdo do comprimento
dendritico por grupo (C). Avaliagdo do niimero de intersec¢des por raio de 10 um por grupo
(D). Os valores estdo expressos como média + erro padrdo da média. * p<0,05 efeito da
flexibilidade cognitiva no numero de ramifica¢cdes dendriticas pela ANOVA de duas vias. #
p<0,001 efeito do ECDS no numero de ramificagdes dendriticas pela ANOVA de duas vias. &
p<0,05 post-hoc de Tukey da diferenca do nimero de ramificagcdes dendriticas entre os grupos
controle alta flexibilidade ¢ ECDS alta flexibilidade. Controle/Baixa flexibilidade N = 33;
ECDS/Baixa flexibilidade N = 28; Controle/Alta flexibilidade N = 36; ECDS/Alta flexibilidade
N =39.

6. DISCUSSAO

O presente estudo investigou se a flexibilidade cognitiva basal em um teste de
memoria espacial estd associada com as estratégias de enfrentamento de camundongos
C57BL6 machos expostos ao ECDS. Além disso, foi avaliada se a flexibilidade cognitiva
esta associada a performance em testes de interacao social, de comportamento emocional
e alteracdes na morfologia de neurénios piramidais das sub-regides pré-limbica e
infralimbica do cortex pré-frontal. Os animas classificados com uma alta flexibilidade
cognitiva basal tiveram alteragdes nas estratégias de enfrentamento, migrando de
estratégias ativas para passivas ao longo do protocolo de 10 dias de ECDS, enquanto o
grupo de baixa flexibilidade manteve estratégias ativas durante o protocolo de ECDS. Os
animais de alta flexibilidade demonstraram uma diminui¢ao da interacao social quando
comparados ao grupo de baixa flexibilidade, independente da exposi¢ao ao ECDS. Estes
resultados diferem da hipotese levantada, na qual esperava-se que os animais com maior
flexibilidade cognitiva apresentassem estratégias de enfrentamento ativas € uma maior
interagao social.

Em relagdo aos comportamentos emocionais, os animais de alta flexibilidade
cognitiva submetidos ao ECDS demonstraram um prejuizo em sua performance de acordo
com os parametros avaliados (teste de suspensdo pela cauda, teste de borrifagem de
sacarose e teste do campo aberto) em comparagdo ao grupo de alta flexibilidade nao
submetido ao ECDS, enquanto que o grupo de baixa flexibilidade submetido ao ECDS
manteve a mesma performance nos testes de avaliagdo do comportamento emocional do
grupo de baixa flexibilidade ndo submetido ao ECDS. Além disso, os animais de alta
flexibilidade submetidos ao protocolo de ECDS demonstraram ainda uma diminui¢ao no
nimero de ramificagdes dendriticas de neurdnios piramidais nas sub-regides pré-limbica

e infralimbica em relacdo ao grupo de alta flexibilidade ndo submetido ao ECDS, ao passo
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que o grupo de baixa flexibilidade manteve o nimero de ramificagdes dendriticas
independente do ECDS. Estes resultados ndo estdo de acordo com a hipotese levantada,
pois esperava-se que os animais com maior flexibilidade cognitiva demonstrassem uma
diminui¢do dos prejuizos emocionais derivados do ECDS.

Nossos resultados demonstraram que os animais C57BL6 possuem uma curva de
aprendizado acentuada quando submetidos por 3 dias a fase de aquisi¢do do labirinto
aquatico de Morris. A média dos tempos de laténcia para localizar a plataforma, fixa no
quadrante sudoeste do labirinto aquatico, € significativamente menor no dia 2 quando
comparado ao dia 1, e no dia 3 quando comparado ao dia 2. Na fase teste os animais
permanecem mais tempo no quadrante correto do labirinto aquético na auséncia da
plataforma. Estes pardmetros indicam que os animais C57BL6 aprendem de maneira
eficiente as regras aplicadas no labirinto aquatico de Morris quando submetidos aos 3 dias
de aquisi¢ao.

Nossos resultados corroboram a literatura, indicando que um protocolo de
aprendizagem com duracdo de 3 dias no labirinto aquatico de Morris ¢ suficiente para
diminuir o tempo de laténcia para localizar a plataforma em roedores. Gil-Mohapel e
colaboradores (2013) demonstraram que através de um protocolo de 3 dias de
aprendizagem, subdivididos em 2 sessOes de 2 blocos contendo 3 tentativas cada,
camundongos C57BL6J macho com 1,5, 3, 6, 9 ¢ 12 meses de idade diminuiram
significativamente o tempo de laténcia para localizar a plataforma no ultimo dia de
treinamento (dia 3) em comparag¢do ao primeiro dia de treinamento (dia 1), indicando que,
independentemente da idade, camundongos C57BL6J foram capazes de aprender a tarefa.
Além disso, Gehring e colaboradores (2015) avaliaram as estratégias de nado de ratos
submetidos ao labirinto aquéatico de Morris por 3 dias, com 4 tentativas por dia, e
demonstraram que ao final do terceiro dia os animais diminuem o tempo de laténcia para
localizar a plataforma mesmo adotando diferentes estratégias de nado ao longo de uma
mesma tentativa.

Para analise da flexibilidade cognitiva diversos estudos utilizam o protocolo de
aquisi¢do reversa do labirinto aquatico de Morris (HERNANDEZ-MERCADO e
ZEPEDA, 2022; YERMAKOV et al., 2019; WILLIAMSON e BILBO, 2014). Este
protocolo estabelece um periodo de aquisi¢do (e.g., 5 dias) onde a plataforma ¢ fixa em
um quadrante. Posteriormente, a plataforma ¢ realocada em um quadrante oposto e os
animais sdo submetidos a uma fase de aquisi¢do reversa (e.g., 1-5 dias). Neste protocolo

sdo avaliadas a performance dos animais em localizar a plataforma na fase de aquisicao
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e na fase de aquisicdo reversa. Neste cenario, de Bruin e colaboradores (1994)
demonstraram que lesdes no cortex pré-frontal medial de ratos Wistar macho prejudicam
a performance para localizar a plataforma em um protocolo de 1 dia de aquisi¢ao reversa.
Menezes e colaboradores (2020) constataram que 3 horas de privagdo maternal por 10
dias (periodo pds-natal 1 ao 10) em ratos Wistar machos causam prejuizos na flexibilidade
cognitiva em um protocolo de aquisicao reversa de 1 dia. Além disso, An e colaboradores
(2019) demonstraram que a exposi¢ao pré-natal de melamina, um composto utilizado na
industria pléstica, em ratos Wistar fémeas provoca prejuizos na flexibilidade cognitiva
em um protocolo de aquisi¢ao reversa por 3 dias. Neste contexto, o protocolo de aquisi¢ao
reversa ressalta diferengas comportamentais provocadas por lesdes e condigdes adversas.

Tendo em vista que nossas investigagdes partiam da flexibilidade cognitiva basal
dos animais experimentais, nés utilizamos o protocolo adaptado do labirinto aquatico de
Morris para avaliagao de memoria espacial de trabalho descrito por Vorhees e Williams
(2006), na qual a plataforma ¢ realocada em diferentes quadrantes a cada dia de
treinamento. Este procedimento ndo permite que os animais transponham o aprendizado
adquirido de um dia de treinamento para o outro, reforcando um novo aprendizado diario
associado a flexibilidade cognitiva, através da sequéncia de aprendizado, extingdo do
aprendizado anterior para aquisicio de um novo aprendizado. Deste modo, nos
ampliamos a caracteristica de flexibilidade cognitiva ao longo de 4 dias de treinamento
(dias 5, 6, 7 e 8), com o intuito de agrupar os animais experimentais em subgrupos de
acordo com sua performance na fase de flexibilidade.

Para tal, n6s aplicamos uma abordagem estatistica desenvolvida por Nasca e
colaboradores (2015) utilizada para dividir em subgrupos animais de baixa e alta
susceptibilidade ao estresse. Nesta abordagem, animais submetidos ao estresse cronico
imprevisivel foram divididos em subpopulagdes de baixa e alta susceptibilidade através
dos parametros de tempo de imobilidade no teste do nado for¢ado e do consumo de
sacarose. Animais estressados que obtiveram valores dentro do intervalo da média mais
desvio padrao do grupo controle foram considerados de baixa susceptibilidade, uma vez
que seus parametros avaliados sdo similares. Os animais que obtiveram valores superiores
ao intervalo da média mais desvio padrao do grupo controle foram considerados de alta
susceptibilidade. Deste modo, ¢ possivel dividir o mesmo grupo de animais em
subpopulagdes distintas, de acordo com os parametros estabelecidos.

Em nossa investigacdo, aplicamos esta abordagem estatistica para o teste do

labirinto aquatico de Morris com o intuito de dividir os animais experimentais em
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subpopulagdes de baixa e alta flexibilidade cognitiva. Para nosso estudo, foi considerado
como grupo controle o dia de maior aprendizado (menor laténcia para localizar a
plataforma) durante a fase de aquisi¢do, neste caso o dia 3, e comparando-o com a média
dos tempos de laténcia para localizar a plataforma durante a fase de flexibilidade de cada
animal. Os animais que obtinham um tempo de laténcia para localizar a plataforma dentro
do intervalo da média mais desvio padrao do grupo controle (dia 3) foram considerados
de alta flexibilidade, uma vez que seus tempos de laténcia para localizar a plataforma
eram semelhantes ao dia de maior aprendizado (dia 3) mesmo com a plataforma
alternando de quadrante a cada dia. Os animais que obtinham um tempo de laténcia para
localizar a plataforma superior ao intervalo da média mais desvio padrao do grupo
controle (dia 3) foram considerados de baixa flexibilidade.

A aplicacdo da abordagem estatistica desenvolvida por Nasca e colaboradores
(2015) nos permitiu verificar que, o tempo de laténcia para localizar a plataforma no dia
3 ¢ significativamente menor que a média do tempo de laténcia durante a fase de
flexibilidade, indicando que existe uma diferenca de aprendizagem da fase de aquisi¢ao
para fase de flexibilidade. Entretanto, existiram animais que se adaptaram as mudancgas
ambientais da fase de flexibilidade e que mantiveram sua performance semelhante ao dia
de maior aprendizado (dia 3), ndo havendo diferengas estatisticas significativas entre os
tempos de laténcia para localizar a plataforma, classificados como alta flexibilidade
cognitiva. Em contrapartida, foi possivel observar animais que tiveram um prejuizo na
sua performance devido ao aumento no tempo de laténcia para localizar a plataforma
durante a fase de flexibilidade em comparacdo ao dia de maior aprendizado (dia 3),
classificados como baixa flexibilidade cognitiva. Os animais de baixa flexibilidade
cognitiva possuem um tempo de laténcia para localizar a plataforma significativamente
maior em compara¢do ao dia de maior aprendizado (dia 3) e aos animais de alta
flexibilidade cognitiva. Esta abordagem estatistica nos permitiu dividir, de forma
significativa e eficiente, os animais experimentais em subpopulagdes de baixa e alta
flexibilidade cognitiva através de sua performance no teste do labirinto aquatico de
Morris.

No presente estudo nds investigamos as diferentes respostas comportamentais ao
estresse. Para tal, utilizamos o protocolo de ECDS, que consiste na exposicao fisica e
sensorial do animal experimental a um animal agressor por um periodo de 10 dias
(GOLDEN et al., 2011). Este modelo de estresse provoca redu¢des na interagao social,

preferéncia por sacarose, locomog¢do e exploracdo ambiental e peso corporal e um
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aumento dos comportamentos de esquiva, submissao e imobilidade e do peso da glandula
adrenal (RYGULA et al.,, 2006; RYGULA et al.,, 2006; RYGULA et al., 2005;
KUDRYAVTSEVA et al., 1991), alteracdes metabodlicas como aumento de grelina
(LUTTER et al., 2008), reducdo de leptina (CHUANG et al., 2010) e prejuizos na
regulacao de colesterol e triglicerideos (CHUANG et al., 2010), e desregulacdes no eixo
Hipotalamo-Hipofise-Adrenal (GURURAJAN et al., 2019), no sistema imunoldgico
(PFAU et al.,, 2019; HODES et al., 2014) e em mecanismos de neuroplasticidade
(COLYN et al., 2019; NASCA et al, 2019). Estas alteragdes estdo associadas com a
intensidade e duragdo do periodo de derrota social, o que permite a investigacdo de
diferentes respostas comportamentais e moleculares individuais dos animais derrotados
(RAZZOLI et al., 2011; KRISHNAN et al., 2007, BERTON e NESTLER, 2006).

Dentre as respostas avaliadas, nos investigamos as estratégias de enfrentamento
ao ECDS adotadas pelos animais derrotados. Neste contexto, as estratégias de
enfrentamento sdo classificadas como padrdes de respostas comportamentais ao estresse,
que podem influenciar no impacto que o evento estressor tem no bem-estar fisico e
psicolédgico do individuo (LeCLAIR e RUSSO, 2021; WOOD e BHATNAGAR, 2015).
De maneira geral, as estratégias de enfrentamento sdo classificadas como ativas, com
comportamentos proativos de aproximacao, luta, evitagdo e defesa, e passivas, com
comportamentos reativos de submissdo e imobilidade (LeCLAIR e RUSSO, 2021;
LeCLAIR et al., 2021).

Nossos resultados demonstraram que durante a fase de contato fisico no primeiro
dia de derrota social os grupos de baixa e alta flexibilidade cognitiva exibiram indices de
estratégias ativas e passivas similares, com ambos os grupos apresentando indices de
enfrentamento ativo positivo, indicando um maior nimero de comportamentos ativos.
Porém, durante a fase de contato fisico no décimo dia de derrota social, apenas os animais
de alta flexibilidade cognitiva exibiram uma diminui¢do significativa dos indices de
estratégias ativas em relagdo ao seu indice ativo no primeiro dia € um aumento
significativo dos indices de estratégias passivas em relacdo ao seu indice passivo no
primeiro dia. Os animais de baixa flexibilidade cognitiva exibiram indices de estratégias
ativas e passivas similares entre o primeiro e décimo dia de derrota social. Em relagao
aos animais agressores, houve uma diminuicdo significativa do numero de ataques
realizados no décimo dia de derrota social em comparagdo ao primeiro dia. Estes
resultados indicam que apenas os animais de alta flexibilidade cognitiva alteram suas

estratégias comportamentais de enfrentamento ao estresse, de ativas para passivas, ao
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longo do protocolo de derrota social, uma vez que as condi¢cdes ambientais de agressoes
e ataques foram modificadas. Estas alteragdes das estratégias de enfrentamento dos
animais de alta flexibilidade corrobora a hipdtese de que uma maior flexibilidade esta
associada a uma maior adaptabilidade frente modificagdes ambientais, onde estes animais
respondem de forma flexivel e plastica.

Pérez-Tejada e colaboradores (2013) demonstraram que camundongos OF1
machos que exibiam estratégias de enfrentamento passivas ao ECDS exibiam um maior
tempo de imobilidade no teste do nado for¢ado, em conjunto com aumentos na
concentracdo plasmatica de corticosterona e na expressao de mRNA de CRH no
hipotalamo e amigdala e diminui¢des nas concentracdes plasmadticas de adrenalina e
noradrenalina e na expressao de mRNA de tirosina hidroxilase e dopamina B-hidroxilase
na glandula adrenal. De forma semelhante, De Miguel e colaboradores (2011)
demonstraram que camundongos OF1 machos expostos a derrota social que exibiam
estratégias de enfrentamento passivas apresentavam um aumento de corticosterona e uma
diminuic¢do de adrenalina plasmaticas e diminui¢des na expressao de mRNA de tirosina
hidroxilase no tronco encefalico e interleucina-2 no bago, ao passo que animais que
exibiam estratégias de enfrentamento ativas apresentavam aumentos na expressdo de
mRNA de interleucina-1p no hipotdlamo e baco. Goni-Balentziaga e colaboradores
(2019) demonstraram que camundongos OF1 machos que exibiam estratégias de
enfrentamento passivas ao estresse de derrota social desenvolviam um aumento da
metastase pulmonar ao final do protocolo de estresse.

Como demonstrado por Golden e colaboradores (2011), animais submetidos ao
ECDS exibem uma diminui¢ao do indice de interagdo social. Este indice de interagao
social ¢ calculado através do tempo total na zona de interagdo na presenca do animal
agressor dividido pelo tempo total na zona de interagdo na auséncia do animal agressor
durante o teste de interacao social. Um indice de interacdo maior que 1 demonstra que o
animal experimental passa um tempo maior na zona de interagdo quando o animal
agressor esta presente, indicando uma preferéncia de interacdo social. Um indice de
interacdo menor que 1 demonstra que o animal experimental passa um tempo maior na
zona de interagdo na auséncia do animal agressor, indicando um comportamento de
esquiva social. Neste contexto, diversos autores associam um indice de interagao social
maior que 1 no teste de interagdo social com um perfil resiliente ao protocolo de ECDS,
uma vez que o comportamento social do animal derrotado se assemelha ao

comportamento social dos animais controle, enquanto que um indice de interagao social
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menor que 1 no teste de interacao social € associado a um perfil suscetivel ao protocolo
de ECDS, uma vez que os animais derrotados exibem um comportamento de esquiva
social (LeCLAIR et al., 2021; GURURAJAN et al., 2019; LORSCH et al., 2019; WANG
et al., 2018; HODES et al., 2014; KRISHNAN et al., 2007; BERTON et al., 2006).
Nossos resultados indicaram que os animais de baixa e alta flexibilidade cognitiva
exibiram um indice de intera¢cdo médio maior que 1, independentemente do protocolo de
ECDS, o que sugere que ambos os grupos, submetidos ou ndo ao protocolo de ECDS,
exibem uma preferéncia por interagdo social, visto que seu tempo na zona de interagao ¢
maior na presenca do animal agressor. Entretanto, os animais de alta flexibilidade
cognitiva, submetidos ou ndo ao protocolo de ECDS, exibiram um indice de interagdo
social e um indice de entradas na zona de interagdo menor em comparagao aos animais
de baixa flexibilidade cognitiva, submetidos ou ndo ao protocolo de ECDS, ao passo que
ambos os grupos possuem tempos na zona de canto e distancia total percorrida
semelhantes. Estes resultados indicam que apesar da preferéncia por interagdo social, os
animais de alta flexibilidade cognitiva demonstram uma preferéncia menor de interagao
social comparados aos animais de baixa flexibilidade cognitiva. Desta forma, Lee e
colaboradores (2021) demonstraram que os camundongos C57BL6 macho suscetiveis ao
protocolo de ECDS exibiram diminui¢des do tempo total no centro do campo aberto, do
tempo total nos bragos abertos do labirinto em cruz elevada e na preferéncia por sacarose,
em conjunto com aumentos nos tempos de imobilidade nos testes de suspensdo pela cauda
e nado forcado, enquanto os camundongos resilientes ao protocolo de ECDS exibiram
valores semelhantes ao controle. Gururajan e colaboradores (2019) demonstraram que
camundongos C57BL6 machos suscetiveis ao protocolo de ECDS exibiram niveis mais
elevados de corticosterona plasmatica, hipertrofia da glandula adrenal, e um aumento de
monocitos pro-inflamatérios circulantes em relacdo aos animais resilientes e controle.
Em relacdo aos parametros emocionais, nossos resultados ndo indicaram
diferengas entre os grupos de baixa e alta flexibilidade cognitiva, submetidos ou ndo ao
protocolo de ECDS, para os parametros de laténcia e tempo total de autolimpeza no teste
de borrifagem de sacarose, nimero de entradas e tempo total no centro do campo aberto,
e tempo total de imobilidade no teste de suspensdo pela cauda. Os animais de alta
flexibilidade cognitiva exibiram um tempo de laténcia maior para imobilidade no teste de
suspensao pela cauda que os animais de baixa flexibilidade cognitiva, indicando que de
forma basal, uma melhor performance durante a fase de flexibilidade pode estar associada

a um tempo de escape inicial maior. De forma geral, os parametros emocionais
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individuais avaliados neste estudo destoam da literatura em relagdo ao protocolo de
ECDS, em parte pela diminui¢do do nimero de ataques realizados pelos animais
agressores. Neste contexto, Kudryavtseva e colaboradores (1991) demonstraram que
camundongos C57BL6 macho expostos ao ECDS exibem um aumento no tempo de
imobilidade no teste do nado forcado € uma diminui¢ao da locomocgao e exploracao no
teste do campo aberto. De forma semelhante, Rygula e colaboradores (2005)
demonstraram que ratos Wistar machos submetidos ao ECDS exibiram uma diminui¢ao
da atividade locomotora e exploratdria no campo aberto, diminui¢ao da preferéncia por
sacarose € um aumento do tempo de imobilidade no teste do nado forgado.

Para uma analise mais robusta dos comportamentos emocionais foi realizada a
normalizagdo através do Score-Z de cada parametro emocional avaliado, seguido de sua
compilacdo para formacdo do comportamento emocional integrado. Segundo Guilloux e
colaboradores (2011), a normalizagdo através do Score-Z baseia-se na comparagdo do
desvio de cada parametro avaliado do grupo experimental em relagdo ao grupo controle,
de maneira a convergir e integrar os dados extraidos ao longo de diferentes testes
comportamentais.

Nossos resultados apontaram que ao normalizar e integrar os desvios dos grupos
de baixa e alta flexibilidade submetidos ao protocolo de ECDS em relacdao ao seu grupo
controle, apenas o grupo de alta flexibilidade cognitiva obteve um prejuizo na
performance dos parametros comportamentais emocionais avaliados (maior tempo total
de imobilidade e menor laténcia para iniciar a imobilidade no teste de suspensdo pela
cauda; menor tempo total de autolimpeza e menor tempo de laténcia para iniciar a
autolimpeza no teste de borrifagem de sacarose; menor tempo total e nimero de entradas
no centro no teste do campo aberto). O grupo de baixa flexibilidade cognitiva submetido
ao protocolo de ECDS obteve uma performance dos comportamentos emocionais
semelhante ao seu grupo controle. Estes resultados indicam que uma maior flexibilidade
cognitiva estéd associada a um maior prejuizo dos comportamentos emocionais, indicando
que os animais com maior flexibilidade respondem ao protocolo de ECDS com prejuizos
mais acentuadas em relagdo aos comportamentos emocionais.

De forma similar, Mir e colaboradores (2020) demonstraram que a producao
cronica de indol em camundongos C3H/HeN germ-free submetidos ao protocolo de
estresse cronico imprevisivel por 7 semanas ndo provocou prejuizos nos testes de
novidade, labirinto em cruz elevado, borrifagem de sacarose, consumo de sacarose,

suspensdo pela cauda, estado da pelagem e qualidade do ninho de forma isolada, porém
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a compilacdo destes testes através do Score-Z revelou um prejuizo dos comportamentos
emocionais de forma integrada em relagdo a producao de indol e ao protocolo de estresse
cronico imprevisivel.

O ECDS também esta associado com alteracdes morfoldgicas de neurénios em
diferentes regides encefalicas. Nossos resultados apontaram que o comprimento
dendritico e o numero de intersec¢des por raio (10 pum) de neurdnios piramidais das
camadas II, III e V das sub-regides pré-limbica e infralimbica do cortex pré-frontal dos
animais de baixa e alta flexibilidade cognitiva submetidos ao protocolo de ECDS ¢
semelhante aos animais de baixa e alta flexibilidade cognitiva ndo submetidos ao
protocolo de ECDS. Porém o ECDS provocou redu¢des no nimero de ramificagdes
dendriticas em ambos os grupos de baixa e alta flexibilidade cognitiva, ao passo que os
animais de alta flexibilidade cognitiva exibiram um nimero maior de ramifica¢des
dendriticas em relagdo aos animais de baixa flexibilidade cognitiva. Estes resultados
sugerem que de forma basal os animais de alta flexibilidade cognitiva apresentam um
maior nimero de ramificagdes dendriticas em neurdnios piramidais das camadas II, IIT e
V nas sub-regides pré-limbica e infralimbica do corte pré-frontal, enquanto o protocolo
de ECDS ¢ capaz de provocar reducdes neste niimero de ramificacdes em ambos os
grupos de baixa e alta flexibilidade cognitiva.

Wenting e colaboradores (2020) demonstraram que camundongos C57BL6
macho expostos ao protocolo de ECDS apresentaram redugdes nas ramificagdes
dendriticas e densidade de espinhos dendriticos em neurdnios piramidais da regido CA1
do hipocampo. Shu e colaboradores (2020) demonstraram que camundongos C57BL6
machos apresentaram prejuizos na formacdo, mas nio na elimina¢do de espinhos
dendriticos em neuronios piramidais da camada V do cortex frontal associativo apds o
protocolo de ECDS, associadas a reducao da densidade total de espinhos dendriticos nesta
regido. Yang e colaboradores (2018) apresentaram que camundongos C57BL6 machos
suscetiveis ao protocolo de ECDS exibiram redugdes na densidade de espinhos
dendriticos na sub-regido pré-limbica do cortex pré-frontal medial e nas areas CA3 e giro
denteado da formag¢do hipocampal em comparacdo aos animais resilientes e controle. Em
contrapartida, os animais suscetiveis ao protocolo de ECDS apresentaram um aumento
na densidade de espinhos dendriticos nas regides do nucleo accumbens e area tegmentar

ventral em comparagdo aos animais resilientes e controle.
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7. CONCLUSOES

Neste estudo nos investigamos a associacao entre a flexibilidade cognitiva e as
estratégias de enfrentamento e respostas de interagdo social, comportamento emocional e
morfologicas corticais ao protocolo de ECDS. Podemos concluir que existe uma
variabilidade basal na flexibilidade cognitiva de camundongos C57BL6 machos. As
diferengas na flexibilidade cognitiva estdo associadas a adogao de diferentes a estratégias
de enfrentamento frente a um animal agressor, com animais de alta flexibilidade alterando
as estratégias usadas no decorrer dos dias de estresse e adotando um enfrentamento mais
passivo. Contudo, apesar da maior flexibilidade cognitiva e da alteracdo das estratégias
de enfrentamento, os animais de alta flexibilidade parecem mais sensiveis a alteragdes no
comportamento social e emocional apds o estresse. Ainda, apesar do estresse reduzir o
numero de ramificagdes dendriticas de neurdnios piramidais no cortex pré-frontal tanto
em animais de baixo flexibilidade quanto de alta, os animais de alta flexibilidade
cognitiva exibirem um maior nimero de ramificagdes quando comparado aos de baixa
flexibilidade, o que pode estar associado a sua capacidade de alterar as estratégias de
enfrentamento ao agressor.

Desta forma, temos como perspectivas aprofundar os estudos e experimentos
sobre flexibilidade cognitiva, explorando diferentes modelos e testes cognitivos para
desenvolver uma analise mais robusta e completa sobre variagdes na flexibilidade de
camundongos. Além disso, temos como perspectivas explorar diferentes modelos de
estresse cronico e agudo em animais estratificados pela flexibilidade cognitiva, de forma
a avaliar suas respostas comportamentais frente diferentes cenarios e eventos estressores
sociais e ndo-sociais. Ainda, como perspectivas, iremos investigar diferentes regioes
encefélicas relacionadas ao comportamento emocional e cognitivo, como a formagao
hipocampal, amigdala e nucleo accumbens, relacionando as fung¢des de memoria, resposta
emocional e recompensa com a flexibilidade cognitiva. Estas analises serdo realizadas
através de diferentes abordagens histologicas, para verificar diferengas na morfoldgicas e
estruturais de neurdnios piramidais, e sua atividade e ativacao, relacionando estas regides

aos comportamentos emocionais e sociais observados.
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