Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Araraquara

Departamento de Farmacos e Medicamentos

RELATORIO CIENTIFICO

Envolvimento da neurotransmissido CRFérgica na lateralizacdo
funcional do cortex pré-frontal medial (CPFm) nas respostas
cardiovasculares e comportamental observadas no modelo de medo
condicionado ao contexto.

Bolsista: Dr. Lucas Gomes de Souza
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas — UNESP Araraquara/SP, Laboratorio de
Farmacologia;

Supervisor: Prof. Dr. Carlos Cesar Crestani
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas — UNESP Araraquara/SP, Laboratorio de
Farmacologia.

Araraquara — SP

2026



LUCAS GOMES

DE SOUZA

Envolvimento da neurotransmissao CRFérgica na lateralizagdo
funcional do cortex pré-frontal medial (CPFm) nas respostas
cardiovasculares e comportamental observadas no modelo de medo
condicionado ao contexto.

Relatério de Pés-doutorado realizado na

Universidade Estadual Paulista
(UNESP), Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas de  Araraquara -

FCF/UNESP Araraquara-SP.

Supervisor Prof. Dr. Carlos Cesar

Crestani.

FAPESP, n° processo: 2020/11827-7

Arararaquara — SP

2026



RESUMO DO PLANO INICIAL
O cortex pré-frontal medial (CPFm) é uma estrutura limbica que est4 envolvida na

expressdo de respostas fisiologicas e comportamentais a estimulos aversivos
condicionados, incluindo aqueles desencadeadas pelo medo condicionado ao contexto
(MCC). Entretanto, os mecanismos neuroquimicos locais no CPFm envolvidos no
controle das respostas ao MCC néo sdo completamente compreendidos. Neste sentido,
foram relatadas a presenca de peptideos do sistema do fator de liberacdo de corticotrofina
(do inglés, CRF) em interneurbnios gabaérgicos e terminais axénicos, bem como dos
receptores CRFérgicos, no CPFm. Apesar das evidéncias de que estimulos aversivos
ativam neuronios que expressam CRF e aumentam a liberagédo local de CRF no CPFm,
um papel desse mecanismo neuroquimico no controle das respostas cardiovasculares e de
congelamento do MCC pelo CPFm nunca foi reportado. Desse modo, uma primeira
hiptese a ser investigada no presente estudo é que o controle das respostas
cardiovasculares e de congelamento do MCC pelo CPFm ¢é mediado pela
neurotransmissdo CRFérgica local. Outro aspecto relevante em relacdo ao CPFm sdo as
evidéncias de lateralizacdo funcional no controle das respostas a estimulos aversivos.
Nesse sentido, resultados de estudos prévios indicaram que o CPFm direito (CPFmD)
parece estar mais diretamente relacionado com o controle das respostas fisioldgicas e
comportamentais durante situacdes de estresse, ao passo que 0 CPFm esquerdo (CPFmE)
teria um papel contra-regulatorio ao inibir o CPFmD. Apesar dessas evidéncias, uma
possivel lateralizacdo no controle das respostas do MCC pelo CPFm nunca foi
documentada. Nesse sentido, uma segunda hipdtese a ser testada no presente estudo é
que o controle das respostas de congelamento e cardiovasculares do MCC pelo CPFm
ocorra de maneira lateralizada. No6s também avaliaremos o papel da neurotransmissédo
CRFérgica em uma eventual lateralizacdo do controle das respostas ao MCC pelo CPFm.
Foi também relatado uma lateralizacdo nas consequéncias morfologicas no CPFm
decorrentes da exposicao cronica a estimulos estressores, de modo que o CPFmE parece
ser mais acometido. E também bem descrito na literatura que a exposicio a estressores
crénicos antes do treinamento em modelos de condicionamento aumenta a memoria de
medo e, consequentemente, as respostas defensivas condicionadas. Apesar do
envolvimento da neurotransmissdo CRFérgica no CPFm na influéncia do estresse cronico
nas respostas aversivas condicionadas nunca ter sido reportado, a hipétese de uma

participacdo desse mecanismo neuroquimico do CPFm é suportada por um estudo recente



que observou que 0 aumento na resposta condicionada de congelamento em animais
submetidos a um protocolo de estresse crénico variado (ECV) foi acompanhado de
elevacdo nos niveis de RNA mensageiro do receptor CRF1 no CPFm. Assim, uma ultima
hipdtese a ser investigada é que a neurotransmissao CRFérgica no CPFm esté envolvida
nas alteracdes morfologicas locais e na facilitacdo das respostas ao MCC decorrentes
da exposicdo prévia a um protocolo de ECV, e essa participagdo ocorre de maneira
lateralizada. Diante do exposto, 0s objetivos da presente proposta séo: (1) investigar se o
controle exercido pelo CPFm das respostas de congelamento e cardiovasculares
observadas no MCC ocorre de maneira lateralizada; (2) caracterizar o papel da
neurotransmissdo CRFérgica no CPFm no controle das respostas de congelamento e
cardiovasculares ao MCC; e investigar se esse controle ocorre de maneira lateralizada; e
(3) avaliar o envolvimento da neurotransmissdo CRFérgica no CPFm nas alteracfes
morfologicas locais e das respostas de congelamento e cardiovasculares do MCC
induzidas pela exposi¢édo a um protocolo de ECV; e avaliar se esses efeitos ocorrem de

maneira lateralizada.



RESUMO DO PRESENTE RELATORIO

No periodo referente ao presente relatério nds investigamos se o controle exercido pelo
cortex pré-frontal medial (CPFm) das respostas de congelamento e cardiovasculares
desencadeadas pelo medo condicionado ao contexto (MCC) ocorre de maneira
lateralizada (objetivo 1 da proposta inicial). Desse modo, para a avaliacdo de uma
lateralizacdo funcional no envolvimento do CPFm na expressdo das respostas
cardiovasculares e de congelamento ao MCC, nds realizamos microinje¢cdes de CoCl,
(inibidor sindptico nao-seletivo, 1 mM/100 nL) bilateralmente ou unilateralmente nos
hemisférios direito ou esquerdo do CPFm 10 minutos antes da sessao teste do protocolo
de MCC. Com relagdo aos efeitos da microinjecdo bilateral de CoCl, no CPFm, nos
observamos que esse tratamento reduziu as respostas de aumento da pressdo arterial e
frequéncia cardiaca e o comportamento de congelamento durante a reexposi¢do ao
contexto condicionado aversivamente, mas sem alterar significativamente a queda da
temperatura cutdnea da cauda. A microinjecao unilateral de CoClz no hemisfério direito
do CPFm também reduziu a resposta comportamental de congelamento, porém sem afetar
as respostas cardiovasculares ¢ a queda da temperatura cutdnea da cauda durante a
reexposicdo ao contexto condicionado aversivamente. No entanto, a microinje¢ao
unilateral de CoClz no hemisfério esquerdo do CPFm nao afetou nenhuma das respostas
desencadeadas pelo MCC avaliadas no presente estudo.

Durante o periodo referente ao presente relatdrio nds também executamos
experimentos referentes ao estudo do envolvimento da neurotransmissao local do fator de
liberacdo de corticotrofina (do inglés, CRF) no controle das respostas do MCC pelo
CPFm (objetivo 2 da proposta inicial). Nesse sentido, foi investigado os efeitos da
microinjecao bilateral ou unilateral no CPFm de antagonistas seletivos do receptor CRF;
(CP376395, 5 nmol/100nL) ou CRF: (antisauvagine-30, Snmol/100nL) sobre a ativacdo
neuronial local em animais expostos ao protocolo de MCC. Nos identificamos que o
tratamento bilateral do CPFm com os antagonistas seletivos dos receptores CRF; ou CRF>
ndo afetou o nimero de células locais positivas para a proteina Fos. No entanto, o
tratamento unilateral no hemisfério esquerdo do CPFm tanto com o antagonista seletivo
do receptor CRF; quanto com o antagonista seletivo do receptor CRF2 aumentou o
numero local de células marcadas com a proteina Fos ipsilateralmente (mas nao
contralateralmente) em relagdo ao sitio de injecdo; ao passo que o antagonismo do
receptor CRF2, mas ndo do receptor CRFi, no hemisfério direito aumentou a ativacao

neuronial local ipsilateral. Além disso, n6s observamos que o tratamento bilateral do



CPFm ventral com antisauvagine-30 (antagonista seletivo do receptor CRF>) aumentou a
expressao do comportamento de congelamento durante a reexposicdo ao contexto
condicionado aversivamente, ao passo que a microinjecdo bilateral de CP376395
(antagonista seletivo do receptor CRFi) reduziu a resposta pressora ao MCC. A
microinjecao unilateral de antisauvagine-30 no hemisfério esquerdo do CPFm ventral
também aumentou a expressdo do comportamento de congelamento durante a
reexposicdo ao contexto condicionado aversivamente, ao passo que o antagonismo tanto
do receptor CRF quanto do receptor CRF> unilateralmente no CPFm esquerdo reduziram
a resposta taquicardica. Nos apresentamos também dados preliminares referentes ao

efeito do antagonismo unilateral do receptor CRF| no hemisfério direito.

Além das atividades diretamente relacionadas ao desenvolvimento do projeto,
durante o periodo o bolsista também participou da Reunido Anual da Society for
Neuroscience (Neuroscience 2024) realizado em Chicago/Illinois/EUA no periodo de 05
a 09 de outubro de 2024, em que foi apresentado parte dos resultados obtidos no periodo
na forma de POSTER (o certificado de participagio e apresentagdo foi anexado em
“outros documentos”). O bolsista também realizou visita técnica nos dias 10 e 11 de
outubro de 2024 ao laboratério do Dr. James P. Heman do Departamento de
Farmacologia, Fisiologia e Neurobiologia da Universidade de Cincinnati (Cincinnati,
OH, EUA) (declaragao de visita técnica foi anexada em “outros documentos”). O bolsista
também participou do XLVII Reunido Anual da Sociedade Brasileira de Neurociéncia e
Comportamento (SBNeC 2024), realizado em Aguas de Lindéia/Sdo Paulo/Brasil no
periodo de 28 de outubro a 01 de novembro de 2024, em que apresentou parte dos
resultados obtidos no periodo em um modulo tematico como PALESTRANTE; além de
ter atuado como avaliador de pdsteres (o certificado de participagdo e apresentagao foi
anexado em “outros documentos”). Por fim, cabe salientar que além da descricao das
atividades desenvolvidas pelo bolsista no periodo, o presente relatério também descreve
estratégia para conclusdo de todos os experimentos e andlises apresentados na proposta
inicial e que ndo puderam ser concluidos durante a vigéncia da bolsa (para detalhes, ver

se¢io DIFICULDADES ENCONTRADAS NO PERIODO).



1. INTRODUCAO

Reagoes de defesa sdo geradas durante situacdes aversivas com o objetivo da
sobrevivéncia ¢ manutengdo da homeostasia (Crestani, 2016a; Deakin; Graeff, 1991;
McEwen, 2017; Santos; Castro, 1998; Sterling, 2012; Ulrich-Lai; Herman, 2009). As
reagoes de defesa incluem respostas fisioldgicas e comportamentais (Kozlowska et al.,
2015; Roelofs, 2017; Roelofs; Dayan, 2022). Entre as alteracdes fisioldgicas podemos
destacar a ativacdo do eixo hipodfise-pituitaria-adrenal (HPA) (Herman et al., 2016;
Herman; Tasker, 2016; Ulrich-Lai; Herman, 2009), aumento da atividade simpatica, da
pressao arterial e da frequéncia cardiaca; redistribui¢ao do fluxo sanguineo (reducao da
perfusdo cutanea e visceral e aumento do fluxo sanguineo para a musculatura esquelética)
e alteragdo na atividade do barorreflexo (Crestani, 2016b; Dampney, 2015; Kozlowska et
al., 2015). A diminui¢do do fluxo sanguineo para a pele reduz a temperatura cutdnea
durante situacdes aversivas (Busnardo et al., 2013; Gomes-de-Souza et al., 2016, 2020;
Vianna; Carrive, 2005). As respostas comportamentais dependem das caracteristicas do
estimulo aversivo e do ambiente (por exemplo, distancia do estimulo aversivo e presenca
de rotas de fuga) e de tracos individuais (grau de agressividade e vulnerabilidade para
ansiedade) e incluem, por exemplo, congelamento, luta ou fuga e imobilidade tonica
(Canteras et al., 2010; Kozlowska et al., 2015; Roelofs, 2017).

Um modelo que tem sido utilizado para o estudo das reagoes de defesa € o medo
condicionado ao contexto (MCC) (Fanselow, 1980; Maren; Phan; Liberzon, 2013; Ressler
et al., 2022). O modelo de MCC ¢ baseado no condicionamento Pavloviano classico, de
modo a consistir no pareamento de um estimulo neutro (nesse caso sendo o contexto, mas
podendo também ser som ou luz) com um estimulo aversivo (por exemplo, choque nas
patas) (Fanselow, 1980; Maren; Phan; Liberzon, 2013; Ressler et al., 2022; Resstel et al.,
2006a, 2008a; Resstel; Correa; Guimaraes, 2007). Desse modo, a reexposicao ao local
onde foi realizado o pareamento (isto ¢, o contexto) desencadeia reagdes de medo, que
incluem respostas fisiologicas e comportamentais condicionadas (Fanselow, 1980;
Resstel et al., 2006a, 2008a). Nesse sentido, durante a reexposicdo ao contexto
condicionado aversivamente o animal ndo tem a possibilidade de fuga, o que acarreta a
emissdo de respostas condicionadas consistindo de congelamento (imobilidade, com
excecao dos movimentos relacionados a respiracao) (Fanselow, 1980, 2000; Resstel et al.,
2006a), aumento da pressao arterial e frequéncia cardiaca, aumento da temperatura

corporal e queda da temperatura cutanea (devido a vasoconstric¢ao nos leitos vasculares



cutaneos) (Carrive, 2000; Kozlowska et al., 2015; Resstel et al., 2006a; Vianna; Carrive,
2005).

Por se tratar de um modelo que envolve aprendizado e memoria, diversas
estruturas telencefalicas estdo envolvidas na expressao das respostas condicionadas,
incluindo o cortex pré-frontal medial (CPFm) (Canteras; Graeft, 2014; Canteras et al.,
2010; Giustino; Maren, 2018; Howland et al., 2022; Johnstone et al., 2007b; Marek; Sun;
Sah, 2019; Rozeske et al., 2015). O CPFm ¢ uma regido cortical limbica subdivido em
quatro sub-regides: o cortex cingulado anterior (CCA), o cortex pré-limbico (PL), o
cortex infra-limbico (IL) e o peduncular dorsal (Groenewegen, 1988; McKlveen; Myers;
Herman, 2015; McKlveen et al., 2019; Wellman; Bollinger; Moench, 2020; Wree et al.,
1985). O CPFm ¢ composto por cerca de 80% de neurdnios piramidais excitatdrios e cerca
de 20% de interneuronios inibitérios (Douglas; Martin, 1990; Gabbott et al., 1997;
McKlveen; Myers; Herman, 2015). A por¢ao ventral do CPFm, que inclui as regides PL
e IL, possui conexdes com estruturas envolvidas no controle de fungdes limbicas e de
respostas autdbnomas e comportamentais (Gabbott et al., 1997; Hurley et al., 1991,
McDonald; Mascagni; Guo, 1996; Neafsey; Hurley-Gius; Arvanitis, 1986; Takagishi;
Chiba, 1991; Van Der Kooy et al., 1982; Vertes, 2004), de modo que o CPFm ventral tem
sido implicado no controle das respostas fisiologicas € comportamentais durante situagdes
aversivas (McDougall, Widdop; Lawrence, 2005; McKlveen; Myers; Herman, 2015;
McKlveen et al., 2019; Resstel; Corréa, 2006; Ulrich-Lai; Herman, 2009; Vidal-Gonzalez
et al., 2006). Neste sentido, foi reportado aumento no nimero de células positivas para a
proteina Fos (um marcador de ativacdo neuronal) no CPFm ventral em ratos expostos ao
MCC (Beck; Fibiger, 1995; Lemos; Resstel; Guimaraes, 2010), o que sugere a
participagdo dessa estrutura cortical na expressao de respostas emocionais condicionadas.
De acordo, outros estudos demonstraram que a lesdo quimica ou a inibi¢ao sindptica ndo-
seletiva com CoCl, do CPFm ventral resultaram em reducdo das respostas pressora,
taquicardica e de congelamento desencadeadas pelo medo condicionado ao contexto e ao
som (Frysztak; Neafsey, 1994a; Resstel et al., 2006a). Apesar das evidéncias do
envolvimento de varios mecanismos neuroquimicos no CPFm nas respostas
comportamentais e cardiovasculares ao MCC (incluindo as neurotransmissoes
colinérgica, glutamatérgica, nitrérgica, endocanabindide e endovanildide) (Ferreira-
Junior et al., 2012a; Lisboa et al., 2010b; Resstel; Correa; Guimaraes, 2007; Terzian;
Micale; Wotjak, 2014), os mecanismos neuroquimicos locais no CPFm envolvidos no

controle dessas respostas ainda ndo sdo completamente compreendidos.



O fator de liberagao de corticotrofina (CRF — do inglés “corticotropin-releasing
factor’) é um peptideo composto por 41 aminoécidos produzido a partir da clivagem de
um peptideo de 194 aminoécidos (Dedic; Chen; Deussing, 2018; Spiess et al., 1981). O
CREF foi inicialmente identificado como um hormonio hipotalamico do eixo HPA que atua
estimulando a liberagao do hormoénio adrenocorticotrofico (ACTH) a partir da adeno-
hipofise (Vale et al., 1981). Entretanto, estudos posteriores identificaram a
neurotransmissdo CRFérgica (isto ¢, a expressdo de CRF e de seus receptores) em
diversas estruturas encefalicas, e esse mecanismo neuroquimico encefalico foi descrito
atuar na modulagao de respostas emocionais como a ansiedade e a depressao, da fungao
cardiovascular, da atividade autonoma e locomotora, de respostas cognitivas ¢ memoria
e aprendizado (Dedic; Chen; Deussing, 2018; Deussing; Chen, 2018; Gao; Gao, 2019;
Henckens et al., 2017).

O sistema CRFérgico possui dois receptores metabotropicos denominados CRF;
e CRF, nos quais atuam principalmente a partir da proteina Gs estimulando a via de
sinalizacdo adenilato ciclase/AMPc/PKA (Chang et al., 1993; Chen et al., 1993;
Lovenberg et al., 1995; Perrin et al., 1995; Schreiber; Gilpin, 2018; Vita et al., 1993).
Além do CREF, o sistema CRFérgico inclui outros trés peptideos: a urocortina 1 (UCNy),
aurocortina 2 (UCN) e a urocortina 3 (UCN3) (Bale; Vale, 2004; Dedic; Chen; Deussing,
2018; Hostetler; Ryabinin, 2013; Jahn et al., 2004; Schreiber et al., 2019; Schreiber;
Gilpin, 2018). O neuropeptideo CRF possui maior afinidade ao receptor CRF1, a UCN;
tem afinidade similar a ambos os receptores, ao passo que a UCN2 e a UCN3 ligam-se
seletivamente ao receptor CRF; (Dedic; Chen; Deussing, 2018; Deussing; Chen, 2018;
Hauger et al., 2003). Além dos dois receptores, os efeitos dos peptideos do sistema CRF
sao também modulados por uma proteina denominada proteina de ligagdo do CRF (PL-
CRF) (Behan et al., 1996; Westphal; Seasholtz, 2006), que parece atuar principalmente
limitando a biodisponibilidade dos peptideos do sistema CRFérgico (Deussing; Chen,
2018; Ketchesin; Huang; Seasholtz, 2017), apesar de outros efeitos, incluindo modulacao
da ativacdo dos receptores CRF, também terem sido descritos (Ketchesin; Huang;
Seasholtz, 2017).

Estudos demonstraram uma ampla distribuicdo da neurotransmissdo CRFérgica
no encéfalo, incluindo no CPFm (Dedic; Chen; Deussing, 2018; Deussing; Chen, 2018).
Nesse sentido, o neuropeptideo CRF foi identificado em interneurénios GABAérgicos no
cortex (Gallopin et al., 2006a; Kubota et al., 2011; Mardinly et al., 2016), incluindo no

CPFm (Chen et al., 2020), bem como em terminais no CPFm oriundos de outras areas



(Crawley et al., 1985; Swanson et al., 1983). Terminais imunorreativos para a UCN;
foram também identificados esparsamente nas regides PL e IL do CPFm (Bittencourt et
al., 1999). Com relagdo aos receptores, foi reportado que o CPFm de roedores expressa
predominantemente o receptor CRF; (Chalmers; Lovenberg; De Souza, 1995; Chan; Vale;
Sawchenko, 2000; Tan et al., 2017a; Van Pett et al., 2000), porém foi reportada a presenca
do receptor CRF; no cortex pré-frontal (Carboni et al., 2018; Guan et al., 2014). A
expressdo de ambos os receptores foi também identificada no cortex pré-frontal de
primatas nao-humanos ¢ humanos (Merali, 2004; Sanchez et al., 1999). O receptor CRF;
foi demonstrado ser expresso em neurdnios piramidais glutamatérgicos (Gallopin et al.,
2006a; Refojo et al., 2011a) e em terminais sinapticos (Yarur et al., 2020) no CPFm, ao
passo que o receptor CRF» parecer ser expresso exclusivamente em terminais pré-
sinapticos (Yarur et al., 2020). A PL-CRF também foi identificada no CPFm (Chan; Vale;
Sawchenko, 2000; Ketchesin; Stinnett; Seasholtz, 2016; Potter et al., 1992), e parece ser
expressa em interneuronios GABAérgicos locais (Ketchesin; Huang; Seasholtz, 2017).

O estresse ativa neurdnios que expressam CRF e aumenta a liberagdo local de
CRF no CPFm (Merali et al., 2008; Timofeeva; Huang; Richard, 2003). Nesse sentido, a
neurotransmissdo CRFérgica no CPFm foi reportada estar envolvida na expressdo de
respostas comportamentais ndo-condicionadas relacionadas a ansiedade e depressdo
(Bijlsma et al., 2011; Chen et al., 2020; Miguel; Gomes; Nunes-de-Souza, 2014; Nguyen
et al., 2006; Ohata; Shibasaki, 2011), em prejuizos cognitivos causados pelo estresse
(Uribe-Marifio et al., 2016) e na resposta de aversdo condicionada a lugar em animais
expostos ao odor de predador (Schreiber et al., 2017). Além disso, a microinje¢do de CRF
no CPFm aumentou a expressao de comportamentos relacionados a ansiedade em animais
sujeitos a uma sessdo aguda ou a exposi¢do repetida ao estresse de restricdo (Jaferi;
Bhatnagar, 2007), ao passo que um agonista CRF diminuiu respostas comportamentais
defensivas inatas em camundongos expostos ao predador (i.e., rato) (Pentkowski et al.,
2013). Foi também reportado o envolvimento da neurotransmissdo CRFérgica local em
neuroplasticidades e na liberagdo de noradrenalina no CPFm ventral causadas pela
exposicdo a eventos estressores (Hwa et al., 2019; Shimizu et al., 1994; Smagin et al.,
1997). A participagdo de receptores CRF do CPFm na resposta de ativagdo do eixo HPA
induzida pelo estresse também foi reportada (Jaferi; Bhatnagar, 2007).

Apesar das evidéncias mencionadas acima, em uma ampla busca na literatura
nos ndo encontramos nenhum estudo que tenha avaliado um possivel papel da

neurotransmissdo CRFérgica no CPFm nas respostas cardiovasculares e de



congelamento ao MCC. Além das evidéncias da expressdo dos receptores CRF; e CRF>
no CPFm (Carboni et al., 2018; Chalmers et al., 1995; Guan et al., 2014; Radulovic et al.,
1998; Tan et al., 2017b; Van Pett et al., 2000), e de que estimulos aversivos ativam
neuronios que expressam CRF e aumentam a libera¢do de CRF no CPFm (Merali et al.,
2008; Timofeeva; Huang; Richard, 2003), um papel no controle das respostas ao MCC é
também suportado por evidéncias de que a neurotransmissdo CRFérgica no CPFm
controla fungoes cognitivas (Hupalo et al., 2019; Hupalo; Berridge, 2016).

Lateralizagdo funcional, ou seja, uma assimetria entre os hemisférios encefalicos,
foi reportada em varias estruturas encefalicas, e € proposta ser benéfica ao organismo
(Frasnelli, 2013). Por exemplo, a lateralizacdo funcional pode acarretar em economia de
tecido neural ao evitar a duplicagdo de fungdes nos dois hemisférios (Levy, 1977),
melhoras funcionais devido ao processamento em paralelo de informacgdes (Rogers, 2000;
Rogers; Zucca; Vallortigara, 2004) e impedimento do desencadeamento de respostas
opostas ao permitir que um hemisfério tenha controle sobre as agdes do hemisfério oposto
(Andrew, 1991; Vallortigara, 2000).

A maioria das fungdes corticais sao lateralizadas, de modo que foi demonstrado a
existéncia de lateralizagao funcional no CPFm (Cerqueira; Almeida; Sousa, 2008a; Costa
et al.,, 2016a; Czéh et al., 2007; Davidson, 2004; Sullivan; Gratton, 1999a), e essa
lateralizagdo parece ter um papel relevante na etiologia das respostas ao estresse (Canto-
de-Souza et al., 2021; Cerqueira; Almeida; Sousa, 2008a; Lee et al., 2015; Sullivan;
Gratton, 2002a; Victoriano et al., 2020). Por exemplo, estudos em humanos evidenciaram
que pacientes com acidente vascular cerebral no lobo frontal esquerdo tiveram uma
incidéncia de quadros de depressdao, enquanto lesdes no lobo frontal direito
desencadearam episddios de mania (Robinson et al., 1984). Outros estudos relataram
distarbios lateralizados na estrutura e fungcdo em varias estruturas encefalicas,
principalmente no CPFm, em pacientes sofrendo de transtornos de depressdo e ansiedade
(Davidson, 1998; Johnstone et al., 2007a). Em roedores, Sullivan e colaboradores (1999)
demonstraram que a lesdo quimica no CPFm direito (CPFmD) de ratos diminuiu a
resposta de corticosterona e a tlcerogénese induzidas pelo estresse de restri¢do no frio de
maneira similar a lesdo bilateral (Sullivan; Gratton, 1999a), ao passo que a lesdo do CPFm
esquerdo (CPFmE) ndo alterou essas respostas. De modo similar, a avaliagdo
comportamental no labirinto em cruz elevado (LCE) revelou efeito ansiolitico da lesao
do CPFmD, mas sem efeito quando o CPFmE foi lesado (Sullivan & Gratton, 2002). Em

conjunto, esses resultados fundamentaram a proposi¢ao de um lateralizagdo no CPFm em



ratos, com o CPFmD sendo mais diretamente relacionado com as respostas fisiologicas e
comportamentais desencadeadas por estimulos aversivos (Sullivan; Gratton, 2002a).
Entretanto, o CPFmE pode também desempenhar um papel nas respostas ao estresse ao
inibir o CPFmD (Cerqueira; Almeida; Sousa, 2008a; Sullivan, 2004a). A ideia de que o
CPFmE tenha um papel contra-regulatorio ao inibir o CPFmD ¢ suportada por evidéncias
recentes de que a inibi¢do do CPFmE com CoCl: causou efeito do tipo ansiogénico no
LCE, enquanto a inibi¢do do CPFmD causou alteragdo comportamental do tipo ansiolitica
no LCE (Costa et al., 2016a).

Apesar das evidéncias descritas acima, uma possivel lateralizacao no controle das
respostas do MCC pelo CPFm nunca foi avaliada. Um estudo recente em ratos identificou
que a estimulagdo optogenética diaria do hemisfério esquerdo (mas ndo do hemisfério
direito) do CPFm inibiu o prejuizo causado por um estimulo traumadtico anterior na
extingdo da memoria condicionada ao som, mas os autores nao identificaram efeitos da
manipula¢ao do CPFm na aquisi¢do ou extingdo do condicionamento ao som em animais

ndo estressados (Canto-de-Souza et al., 2021). Desse modo, durante o periodo deste

relatorio nés realizamos os estudos para avaliacdo do papel da neurotransmissdo CRFérgica na

lateraliza¢do do controle das respostas ao MCC pelo CPFm. Considerando i) que o CPFmD

parece estar diretamente relacionado com as respostas fisioldgicas e comportamentais
desencadeadas por estimulos aversivos, € 0 CPFmE iniba o CPFmD (Cerqueira; Almeida;
Sousa, 2008a; Costa et al., 2016a; Sullivan; Gratton, 2002a); e ii) que a ativacdo de
receptores CRF no CPFm tem efeitos predominantemente inibitorios sobre a atividade de
neurdnios piramidais locais (Alizamini et al., 2022; Lv et al., 2024; Orozco-Cabal et al.,

2008; Yarur et al., 2020, 2021),nossa hipétese testada é que o CRF iniba neurénios em ambos

os_hemisférios, porém_a_inibicdo no hemisfério esquerdo esteja _envolvida na expressdo das

respostas de comportamentais e cardiovasculares ao MCC ao aumentar a ativacdo neuronial do

CPFmD, ao passo que a inibicdo no hemisfério direito tenha uma influéncia inibitoria sobre essas

respostas.



2. OBJETIVOS
Os experimentos realizados no periodo referente ao presente relatorio e descritos

abaixo tiveram os seguintes objetivos especificos:

1. Investigar se o controle das respostas de congelamento e cardiovasculares
observadas no MCC pelo CPFm ventral ocorre de maneira lateralizada.

2. Caracterizar o papel da neurotransmissdo CRFérgica no CPFm ventral na ativacao
neuronial em ratos expostos ao MCC e investigar se esse controle ocorre de
maneira lateralizada.

3. Caracterizar o papel da neurotransmissao CRFérgica no CPFm ventral no controle
das respostas comportamentais e cardiovasculares em ratos expostos ao MCC, e

investigar se esse controle ocorre de maneira lateralizada.



3. METODOLOGIA
3.1. Animais

Foram utilizados ratos Wistar com peso entre 230-260g, que foram fornecidos
pelo Biotério Central da Universidade Estadual Paulista (Botucatu/SP) e foram
transferidos para o biotério do Laboratério de Farmacologia da Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas de Araraquara (FCFAr-UNESP) no minimo sete dias antes do inicio dos
experimentos. Os ratos foram alocados em caixas com acesso livre a ra¢do granulada e
agua, e foram submetidos a alternancia de luz (12h claro/12h escuro). O presente projeto
foi aprovado pelo Comité de Etica de Uso de Animais (CEUA) da FCFAr-UNESP
(protocolo 01/2022).

3.2. Implante de canulas guias e microinjecao no cortex pré-frontal medial
(CPFm)

Os animais foram anestesiados com uma solucao contendo cetamina (87mg/kg) e
xilazina (13mg/kg) e a cabega do rato foi imobilizada em um estereotaxico (Stoelting,
EUA). Apo6s o posicionamento, foi realizada a tricotomia e a assepsia do campo cirirgico
com alcool a 70%. Para redu¢@o do sangramento durante a cirurgia foi injetado 0,3ml de
solucao de lidocaina com vasoconstritor. A calota craniana foi exposta por meio de uma
incisdo na pele de aproximadamente 1,5 cm, afastando-se completamente o peridsteo. A
limpeza da regido foi feita utilizando-se solucdo salina e agua oxigenada a 10%. Todas as
coordenadas para o CPFm tiveram como referéncia parametros obtidos do Atlas de
Paxinos & Watson (1997), como segue:

e antero-posterior: +3,3 mm em relagdo ao bregma,;
e lateral: +2,7 mm a partir do bregma;
e ventral: -3,2 mm em relagdo a superficie craniana; com angulo de 22°.

Apbs o posicionamento da cdnula de ago inoxidével, foi feito um orificio no cranio
com auxilio de broca odontolédgica, por onde foi introduzida a canula (26x0,6 mm, 23G,
10 mm de comprimento, bilateral ou unilateral nos hemisférios direito ou esquerdo). A
canula foi fixada ao cranio com uma resina acrilica autopolimerisavel, € um pequeno
parafuso foi previamente implantado na calota craniana para fixagao do acrilico. Foram
inseridos mandris com 0,2 mm de didmetro no interior de cada canula para evitar a sua
obstrugdo durante o periodo de recuperagao do animal. Como medida profilética, ao final

da cirurgia o animal recebeu 0,2mL de pentabiotico veterinario (Fontoura-Wyeth, Sao



Paulo, Brasil) por via intramuscular ¢ 0,3 mL do anti-inflamatoério nao-esteroidal
flunexina meglumina (Banamine®, Schering Plough, Brazil) pela via subcutanea.

As agulhas injetoras (33G, Small Parts, EUA) que foram utilizadas para a
microinjecao das drogas no CPFm foi um mm mais longa do que as canulas guias fixadas
ao cranio, e foram conectadas a uma seringa de 2 pL (7002KH, Hamilton, EUA) através
de um tubo de polietileno (PE-10) (Clay Adams, EUA). As drogas foram injetadas no
volume de 100nL/lado (Brasil; Fassini; Corréa, 2017; Resstel et al., 2006a).

3.3. Medo condicionado ao contexto (MCC)

Os animais foram separados e acomodados em caixas individuais. As fases de
habituacdo, condicionamento ¢ os testes foram realizados em uma camara de 23x20x21
cm (Insight, Ribeirdo Preto, Brasil). A camara foi composta por uma grade no piso,
composta por 18 hastes de aco inoxidavel (5 mm de didmetro), espacadas 20 mm e
conectadas a um gerador de choques (AVS Projetos, Sdo Carlos, Sao Paulo, Brasil). A
camara foi limpa com etanol (20%) entre cada animal e cada fase do protocolo. Os
animais foram habituados por 10 minutos a caixa de condicionamento. Apds quatro horas
da fase de habituagdo, foi realizada a fase de condicionamento, em que os animais
exploraram a caixa por 2 minutos, € em seguida receberam seis choques nas patas
(1,5mA/3seg) com intervalos aleatorios variando entre 20 a 60 segundos (Ferreira-Junior
et al., 2012a; Hott et al., 2012; Resstel et al., 2008a). Vinte e quatro horas apos o
condicionamento, os animais foram submetidos a cirurgia de canulagdo da artéria femoral
(conforme descrito o item 3.5) para registro cardiovascular. A fase de teste foi realizada
48 horas apos a fase de condicionamento. No dia do teste, os animais foram reexpostos
por um periodo de 10 minutos a camara onde receberam choque previamente, porém sem
o disparo de choques.

3.4. Avaliacoes comportamentais (congelamento, atividade locomotora,
levantadas e autolimpeza)

O comportamento de congelamento foi registrado manualmente durante a sessao
teste do MCC. O congelamento foi definido como a completa auséncia de movimentos,
exceto aqueles relacionados a respiracdo (Fanselow, 1980, 2000). Os comportamentos
ativos (atividade locomotora, levantadas e autolimpeza) foram registrados (Resstel et al.,
2006; Gomes-de-Souza et al, 2024). A frequéncia de apresentacdo de cada
comportamento foi registrada com o auxilio do programa (XploRat, 2005, versao 1.1.0).

O numero de cruzamentos foi usado como pardmetro para a avaliacdo da atividade



locomotora, sendo que uma linha foi definida dividindo a caixa (Resstel et al., 2006;
Gomes-de-Souza et al, 2024).

3.5. Cirurgia de canulacéo da artéria femoral

Os animais foram anestesiados com uma solugao contendo cetamina (87mg/kg) e
xilazina (13mh/kg) e foi implantado um cateter na artéria femoral para registro dos
parametros cardiovasculares. O cateter foi constituido por um segmento de polietileno
PE-10 (4-5cm) soldado a um segmento de polietileno PE-50 (12-13cm) (Clay Adams,
Parsippany, EUA), previamente preenchidos com solu¢do salina e anticoagulante (15
U/mL de heparina em solugdo salina), e obstruidos com pino de metal. Apds a
implantacdo, o cateter foi exteriorizado na regido dorsal do animal e fixado a pele por
meio de sutura cirtrgica. Como medida profilatica, apds a cirurgia os animais receberam
0,3mL do anti-inflamatorio nao-esteroidal flunexina meglumina (Banamine®, Schering
Plough, Brasil) pela via subcutanea. Os animais foram mantidos em caixas individuais
durante todo o periodo pos-operatodrio e de registro cardiovascular.

3.6. Registro de pressdo arterial média e frequéncia cardiaca

O cateter implantado na artéria femoral foi conectado a um transdutor de pressao
(DPT100, Utah Medical Products Inc., EUA) através de um segmento de polietileno PE-
50. A pressdo arterial pulsatil foi registrada utilizando um amplificador (Bridge AMp,
ML221, ADInstruments, Australia) conectado a um sistema de aquisicdo de dados
computadorizado (PowerLab 4/30, ML 866, ADInstruments, Australia). Os valores de
pressdo arterial média (PAM) e frequéncia cardiaca (FC) foram obtidos a partir do sinal
de pressao arterial pulsatil.

3.7. Registro da temperatura cutinea

O aumento da atividade simpatica vasomotora durante situagdes aversivas
diminui o fluxo sanguineo cutidneo (Blessing, 2003), o que, por sua vez, diminui a
temperatura da pele (Busnardo et al., 2019; Vianna; Carrive, 2005). Desse modo, a
diminui¢do da temperatura cutanea da cauda foi avaliada como uma medida indireta da
resposta simpatica vasomotora em leitos cutaneos durante o MCC. Para tanto, os registros
da temperatura cutanea da cauda foram feitos durante a sessdo teste do MCC utilizando
um termovisor (IRI4010, Inglaterra). A andlise foi feita através de um software para
analise termografica, e a temperatura foi representada como variagdes de intensidade de
cor (Busnardo et al., 2019; Vianna; Carrive, 2005). Para a analise das imagens, a medida
da temperatura foi realizada em cinco pontos ao longo da cauda do animal, e a média foi

calculada para cada registro (Gomes-de-Souza et al., 2016, 2020).



3.8. Drogas e solucgdes

O CoCl; (inibidor sinaptico ndo-seletivo), o CP376395 (antagonista seletivo de
receptor CRF1), a antisauvagine-30 (antagonista seletivo de CRF>) e a uretana foram
dissolvidos em salina (NaCl 0,9%). Os medicamentos utilizados para anestesia [cetamina
(INOVAT LTDA, Embu-Guagu, Sao Paulo, Brasil) e xilazina (Syntec LTDA, Santana de
Parnaiba, Sao Paulo, Brasil)] foram utilizadas conforme fornecido pelos fabricantes.

3.9. Determinagéo anatdmica dos sitios de microinje¢do no CPFm

Ao final de cada experimento, os ratos foram anestesiados com uretana (1,2g/kg
i.p.) e 100nl de corante azul de Evans (1%) foi microinjetado no CPFm para determinacao
do sitio de microinjecdo. Em seguida, os ratos foram perfundidos e os cérebros
removidos, pos-fixados e posteriormente seccionados em cortes frontais de 40um de
espessura com auxilio de um criostato (CM1900, Leica, Alemanha) para analise dos sitios
de microinjecdo.3.12. Medidas de RNAm dos receptores CRF1 e CRF2 em neurdnios

ativados do CPFm.

3.10. Medidas de RNAm dos receptores CRF1 e CRF2 em neurdénios ativados
do CPFm.
3.10.1. Microdisseccdo do CPFm

Os animais forAM decapitados e os encéfalos rapidamente removidos. A
microdissec¢do foi realizada a partir de sec¢do coronal da regiao do CPFm obtida em um
criostato (-20°C) (CM1900, Leica, Alemanha) utilizando uma agulha de ponta chata de
14G. As amostras foram obtidas a partir das coordenadas de +3,7 mm a +2,7 mm em
relagdo ao bregma, de acordo com parametros obtidos do Atlas de Paxinos & Watson
(Paxinos; Watson, 1997). Apés a dissecacdo, as amostras foram congeladas em nitrogénio
liquido e armazenadas em freezer -80°C para posterior analise.

3.12.2. Separacdo de neurdnios ativados por citometria de fluxo (FACS)

O procedimento foi adaptado de (Fanous et al., 2012; Guez-Barber et al., 2011, 2012;
Rubio et al., 2015). As amostras foram descongeladas em um tampao de hibernacao celular
(Hibernate AThermo Fisher Scientific - A12475-01). Em seguida, as amostras foram
transferidas para uma placa de vidro, pré-resfriada em gelo, e duas gotas do tampao de
hibernacdo foram depositadas sobre o tecido celular. Entdo, a regido de interesse foi
lacerada 100 vezes em cada posi¢ao ortogonal com o auxilio de uma lamina de ago (pré-
resfriada em gelo). O tecido lacerado foi transferido para um tubo contendo 1ml do

tampao de hibernagdo. As amostras foram centrifugadas a 1.000 rpm por 2 min a 4°C. Em



seguida, o sobrenadante foi removido e 1 ml de uma solugao resfriada (4°C) de accutase
(Sigma-Aldrich -A6964) foi adicionado a amostra. Com auxilio de uma micropipeta de
1000ul o pellet foi homogeneizado e a amostra foi incubada a 4°C sob rotagao de 360°.
Entdo, os tubos foram centrifugados a 3.000 rpm por 2 min a 4°C. O sobrenadante foi
removido e o pellet resuspendido em 0,6ml do tampao de hibernagdo. As células foram
trituradas 3 vezes para dissociagdo. Apds a dissociagdo, as células foram fixadas e
permeabilizadas com etanol 50% (resfriado a -20°C) por 15 minutos em rotagdo de 360°.
As amostras foram centrifugadas a 4.000 rpm por 2 min a 4°C, o sobrenadante removido
e o pellet foi resuspendido em 500ul de tampao de fosfato sddico. Em seguida, as
amostras foram filtradas em filtros de 100um e 40um, sucessivamente. Apo6s a filtragao,
as células foram incubadas com anticorpos conjugados a fluoroferos anti-NeuN-PE
(1:500; Millipore) e anti-Fos-647 (1:100; Santa Cruz) por 30 minutos a 4°C em rotagdo
de 360°. As células foram lavadas com tampao de fosfato de sddio e centrifugadas a 3.000
rpm por 3 min a 4°C. O sobrenadante foi removido e o pellet foi resuspendido em tampao
fosfato de sddio. As amostras foram mantidas em gelo até a separagdo no citometro de
fluxo. Foram coletadas no maximo 5000 eventos NeuN-positivos e todos os eventos Fos-
positivo. Os tubos contendo as células foram congelados em nitrogénio liquido e

armazenados em freezer -80°C para posterior analise da expressdo génica por RT-qPCR.

3.10.3. RT-gPCR

ApOs as amostras terem passados por separacdo de neurdOnios ativados por
citometria de fluxo (item 3.13.2), a extracdo do RNAm foi realizada utilizando-se o Kit
PicoPure RNA isolation (Cellco), de acordo com as recomendagdes do fabricante. Em
seguida, fitas simples de cDNA foram sintetizadas com o Kit Superscript III first strand
cDNA synthesis (Invitrogen, Life Technologies), seguindo as orientacdes do fabricante.
As amostras foram colocadas no termociclador (Applied Biosystems GeneAmp PCR
System 9700®) e ao término do procedimento o cDNA sintetizado foi armazenado a -
20°C. Posteriormente, o ensaio de RT-qPCR foi realizado em duplicata utilizando-se as
amostras de cDNA; uma sonda especifica para cada gene alvo (marcada com Fan); uma
sonda para o gene controle (Pdel0a), marcada com Vic; além do kit TagMan Advanced
Fast PCR Master Mix (Life Technologies). Ao final, as misturas foram pipetadas em
placas de 96 pocos, para o processo de amplificagdo, no equipamento para PCR em tempo
real (Applied Biosystem 7500 Real-Time PCR System). Os resultados de amplificagdo

génica foram normalizados em relacdo aos resultados do gene controle Pde10a. A analise



da expressao génica foi semiquantitativa (método AACT), como descrito por (Livak;
Schmittgen, 2001). O valor de CT (threshold cycle) representara o momento da reagdo de
PCR em que a fluorescéncia de determinada amostra foi detectada inequivocamente
acima do ruido de fundo (background), sendo o resultado expresso em unidades
arbitrarias (2-AACT). O modelo matematico utilizado para a obtencdo das unidades
arbitrarias para essa analise foi:

1- Subtracao do valor de CT do gene PDYN pelo CT do gene GAPDH (ACt);

2- Média do ACT das amostras;

3- ACT de cada amostra — a média do ACT (AACT);

4- Elevagao negativa do AACT na base 2 = 2-AACT.

3.11. Imunohistoquimica de Fos

Os animais foram anestesiados com uretana (1,2 g/kg, i.p.) e foram perfundidos
com salina (NaCl 0,9%) acompanhado de paraformaldeido 4% em solugdo com tampao
fosfato (pH 7,4). Em seguida, os encéfalos foram removidos e estocados em freezer -80°C
até o processamento. A técnica de imunohistoquimica de Fos foi feita apds a realizagao
de cortes dos encéfalos na regido do CPFm em criostato (-20°C) (CM1900, Leica,
Alemanha).

Apo6s a lavagem com PBS (tampao fosfato-salina), os cortes foram transferidos
para uma solu¢do contendo anticorpo primario [PBS, triton, soro normal de cabra e
anticorpo c-fos (dilui¢ao 1:2000; Cell Signaling Technology, Danvers, MA, EUA;
produzido em coelho)] e incubadas, sob agitacao, por 24 horas a temperatura ambiente.
Depois de trés lavagens de 5 minutos com PBS, os cortes foram novamente incubados,
sob agitagdo e a temperatura ambiente, por 1 hora, utilizando-se o anticorpo secundario
(PBS, triton, soro normal de cabra e anticorpo biotinilado anti-IgG de coelho, diluicao 1:
600; Vector Laboratories, Burlingame, CA, EUA, Vector Laboratories). Novamente, os
cortes foram submetidos a trés lavagens de 5 minutos com PBS e, em seguida, incubados
com solucdo Avidina-Biotina (solu¢do A-B) durante 1 hora & temperatura ambiente.
Depois disso, os cortes foram lavados com PBS para o inicio da revelagdo, para a qual
foram utilizados os reagentes diaminobenzidina em PBS e H>O> 30%. Os cortes foram
mergulhados nesta solucao a temperatura ambiente durante 6-8 minutos. O procedimento
foi interrompido, e os cortes submetidos a duas lavagens com PBS. Os cortes foram

distribuidos em laminas gelatinizadas e fixadas com laminulas.



A contagem foi realizada a partir de uma area fixa do CPFm, e a quantificacao foi
realizada em pelo menos 2 cortes do CPFm por animal. A area do CPFm analisada foi
determinada, e os resultados foram expressos como numero médio de células positivas
para Fos/mm?. O CPFm foi identificado de acordo com o atlas de encéfalo de ratos de
Paxinos & Watson 1997.

3.12. Drogas e solugdes

O CoCl; (inibidor sinaptico ndo-seletivo), o CP376395 (antagonista seletivo de
receptor CRF1), a antisauvagine-30 (antagonista seletivo de CRF>) e a uretana foram
dissolvidos em salina (NaCl 0,9%). Os medicamentos utilizados para anestesia [cetamina
(INOVAT LTDA, Embu-Guacu, Sao Paulo, Brasil) e xilazina (Syntec LTDA, Santana de
Parnaiba, Sao Paulo, Brasil)] foram utilizadas conforme fornecido pelos fabricantes.

3.13. Determinacdo anatdomica dos sitios de microinjecdo no CPFm

Ao final de cada experimento, os ratos foram anestesiados com uretana (1,2g/kg
i.p.) e 100nl de corante azul de Evans (1%) foi microinjetado no CPFm para determinagao
do sitio de microinje¢do. Em seguida, os ratos foram perfundidos e os cérebros
removidos, pos-fixados e posteriormente seccionados em cortes frontais de 40um de
espessura com auxilio de um criostato (CM 1900, Leica, Alemanha) para andlise dos sitios

de microinjecao.



4. PROTOCOLOS EXPERIMENTAIS

4.1. Avaliacao da lateralizacdo funcional no controle das respostas cardiovasculares

e comportamentais ao medo condicionado ao contexto pelo CPFm ventral.

Este protocolo teve o objetivo de investigar se o controle pelo CPFm das respostas
cardiovasculares e de congelamentos desencadeadas pelo MCC ocorre de maneira
lateralizada. Para tanto, todos os animais foram submetidos a cirurgia estereotaxica para
implantacao de canulas guias direcionadas ao CPFm (bilateralmente ou unilateralmente
nos hemisférios direito ou esquerdo), e foram mantidos em recuperagao por no minimo 3
dias. Apds o periodo de recuperacao, foi iniciado os procedimentos de condicionamento,
que consistiu em trés fases: habituagdo, condicionamento e teste (conforme descrito no
item 3.3). Vinte quatro horas apds a fase de condicionamento, os animais foram
submetidos ao procedimento cirirgico para implantagdo de cateter na artéria femoral, que
foi utilizado para registro da pressdo arterial e FC. A sessdo teste foi realizada 24 horas
apos a cirurgia de canulagdo da femoral. No dia do teste, os animais foram levados para
a sala de registro em suas proprias caixas, € permaneceram por pelo menos 60 minutos
para se adaptarem as condigdes da sala experimental, como som e iluminagao, antes do
inicio do experimento. A sala de registro teve a temperatura controlada (24°C) e foi
diferente da sala onde foi realizado o condicionamento (Resstel et al., 2006b; Uliana et
al., 2020).

No dia do teste, grupos independentes de animais receberam microinje¢des bilaterais
ou unilateral no hemisfério esquerdo ou direito do CPFm de veiculo (salina, 100nL) ou
de CoCl, (inibidor sinaptico ndo-seletivo) (1nmol/100nL) (Resstel et al., 2006b). Dez
minutos ap0ds o tratamento do CPFm, os animais foram expostos a sessao teste do MCC,
que teve durac¢do de 10 minutos. Foram avaliados os parametros de PAM, FC, temperatura
cutanea da cauda e os comportamentos de congelamento, autolimpeza, levantadas e
atividade locomotora. Os registros cardiovasculares foram iniciados ao menos 30 minutos
antes da sessdo teste do MCC, e foi realizado durante todo o periodo de exposi¢dao ao
contexto. O registro da temperatura cutdnea da cauda foi realizado imediatamente antes
do tratamento no CPFm (ou seja, 10 minutos antes da sessdo de teste) e imediatamente
antes e apods a sessdo teste do MCC. O percentual de expressdo do comportamento de

congelamento e os comportamentos ativos durante a sessdo teste também foi avaliado



(ver item 3.4). A Figura 1 apresenta o protocolo completo para os experimentos de

condicionamento.
Tratamento do CPFm
10 min antes do teste
Habituagdo
Medo Condicionado ao Contexto
1 :
~&4 ., 3dias _____ 4h | 115 24h
\ \
Cirurgia estereotaxica 10 min Condicionamento Canulagdo Teste
CPFm bilateral e unilateral Medo Condicionado ao Contexto artéria femoral Medo Condicionado ao Contexto

6x1,5mA 10 min
Figura 1 — Ilustragdo do protocolo experimental para avaliagdo do efeito da inibigdo sinaptica ndo-seletiva
bilateral ou unilateral no CPFm sobre as respostas cardiovasculares ¢ de congelamento ao MCC.

4.2. Efeito do tratamento do CPFm com antagonistas seletivos dos receptores CRF; ou

CRF> sobre a ativacdo neuronial local em animais submetidos ao protocolo de MCC.

Esse protocolo faz parte do conjunto de experimentos apresentados na proposta
inicial que objetivam investigar o envolvimento de receptores CRF1 e CRF2 no CPFm no
controle das respostas ao MCC, bem como avaliar se esse controle ¢ lateralizado. No
periodo referente ao presente relatorio foram realizados experimentos que objetivaram
investigar o efeito do tratamento farmacolégico do CPFm com antagonistas seletivos dos
receptores CRF na ativag@o neuronial local em animais expostos ao protocolo de MCC.
Para tanto, os animais foram submetidos ao procedimento cirurgico de implante de
canulas guias bilaterais ou unilateral no hemisfério direito ou esquerdo do CPFm e
expostos ao procedimento do MCC (conforme descrito no item 3.3), que foi iniciado apos
ao menos trés dias de recuperacdo do procedimento cirurgico. No dia da sessdo teste,
grupos independentes de animais receberam microinje¢des bilaterais ou unilateral no
hemisfério esquerdo ou direito do CPFm de veiculo (salina, 100 nL), de CP376395
(antagonista seletivo do receptor CRF;) (5 nmol/100nL) ou de antisauvagine-30
(antagonista seletivo do receptor CRF2) (5 nmol/100nL) [91]. Dez minutos apds o
tratamento do CPFm, os animais foram expostos a sessdo teste do MCC, que teve duragao
de 10 minutos. Oitenta minutos ap6s o término da sessdo teste, os animais foram
submetidos a procedimento para obtengdo dos encéfalos para imunohistoquimica (para
detalhes, ver item 3.10). Cortes da regido do CPFm foram processados para quantificagao
do niimero de células positivas para a proteina Fos (para detalhes, ver item 3.10). A Figura

2 ilustra o protocolo experimental completo empregado neste experimento.
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Figura 2 - Ilustragdo do protocolo experimental para avaliagdo do efeito do antagonismo bilateral ou
unilateral de receptores CRFérgicos no CPFm sobre a ativag@o neuronial local em animais submetidos ao
protocolo de MCC.

4.3. Efeito do tratamento do CPFm com antagonistas seletivos dos receptores CRF'; ou

CRFZ no_controle das respostas comportamentais e cardiovasculares _em_animais

submetidos ao protocolo de MCC.

Esse protocolo faz parte do conjunto de experimentos apresentados na proposta inicial
que objetivam investigar o envolvimento de receptores CRF; e CRF2 no CPFm no
controle das respostas ao MCC, bem como avaliar se esse controle ¢ lateralizado. No
periodo referente ao presente relatorio foram realizados experimentos que objetivaram
investigar o efeito do tratamento farmacologico do CPFm com antagonistas seletivos dos
receptores CRF no controle as respostas comportamentais e cardiovasculares em animais
expostos ao protocolo de MCC. Para tanto, os animais foram submetidos ao procedimento
cirirgico de implante de canulas guias bilaterais ou unilateral no hemisfério direito ou
esquerdo do CPFm e expostos ao procedimento do MCC (conforme descrito no item 3.3),
que foi iniciado apds ao menos trés dias de recuperagdo do procedimento cirtrgico. No
dia da sessdo teste, grupos independentes de animais receberam microinje¢des bilaterais
ou unilateral no hemisfério esquerdo ou direito do CPFm de veiculo (salina, 100 nL), de
CP376395 (antagonista seletivo do receptor CRF1) (5 nmol/100nL) ou de antisauvagine-
30 (antagonista seletivo do receptor CRF2) (5 nmol/100nL) [91]. Dez minutos apos o
tratamento do CPFm, os animais foram expostos a sessao teste do MCC, que teve duracao
de 10 minutos. Foram avaliados os parametros de PAM, FC, temperatura cutanea da cauda
e os comportamentos de congelamento, autolimpeza, levantadas e atividade locomotora.
Os registros cardiovasculares foram iniciados ao menos 30 minutos antes da sessdo teste
do MCC, e foi realizado durante todo o periodo de exposicao ao contexto. O registro da
temperatura cutanea da cauda foi realizado imediatamente antes do tratamento no CPFm

(ou seja, 10 minutos antes da sessdo de teste) e imediatamente antes e apds a sessao teste



do MCC. O percentual de expressao do comportamento de congelamento e os
comportamentos ativos durante a sessdo teste também foi avaliado (ver item 3.4). A
Figura 3 apresenta o protocolo completo para os experimentos de condicionamento.

Tratamento do CPFm
10 min antes do teste

Habituagdo

Medo Condicionado ao Contexto v

» . !
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Cirurgia estereotaxica 10 min Condicionamento Canulagdo Teste

CPFm bilateral e unilateral Medo Condicionado ao Contexto artéria femoral Medo Condicionado ao Contexto
6x1,5mA 10 min

Figura 3 — Ilustracdo do protocolo experimental para avaliacdo do efeito dos antagonistas seletivos dos
receptores CRF; e CRF; bilateral ou unilateral no CPFm sobre as respostas cardiovasculares e de
congelamento ao MCC.



5. ANALISE DOS DADOS

Os dados foram expressos como média + erro padrao da média (EPM). A comparagao
dos valores basais (ou seja, valores antes da sessdo teste do MCC) de PAM, FC e da
temperatura cutanea da cauda apds o tratamento com veiculo versus CoCl, no CPFm
foram comparados usando teste ¢ de Student (protocolo 4.1) e uma ANOVA monofatorial
apods o tratamento com veiculo versus CRF; versus CRF> (protocolo 4.3). Os efeitos da
reexposi¢do ao contexto condicionado aversivamente sobre o0s parametros
cardiovasculares foram apresentados como alteragdes em relagdo aos valores basais. As
alteragdes evocadas pelo MCC foram obtidas subtraindo-se as medidas registradas
durante a sessdo de evocagcdo do medo a média dos valores registrados durante os 10
minutos anteriores ao inicio da sessao. A ANOVA bifatorial, com tratamento como fator
principal (veiculo versus CoCly, protocolo 4.1); (veiculo versus CRF; versus CRF>
protocolo 4.3) e o tempo como medida repetida, foram utilizadas para a analise das curvas
temporais de PAM, FC, temperatura cutanea da cauda e congelamento. Os valores médios
do comportamento de congelamento, atividade locomotora, levantamentos, autolimpeza
e das respostas de PAM e FC durante toda a sessdo de evocacdo do medo nos animais
tratados com (veiculo x droga) foram comparados usando o teste ¢ de Student (protocolo
4.1) e uma ANOVA monofatorial (protocolo 4.3).

O nimero de células positivas para a proteina Fos (protocolo 4.2) ipsilateral e
contralateral em relagdo aos tratamentos unilaterais foram analisados usando a ANOVA
bifatorial, com tratamento (veiculo x CP376395 x antisauvagine-30) e hemisfério do
CPFm (ipsilateral x contralateral) como fatores principais. Quando a ANOVA indicou
interagdo entre os fatores, o pds-teste de Bonferroni foi utilizado para avaliar diferencas
especificas entre os grupos experimentais. Para o tratamento bilateral, o nimero de
células positivas para a proteina Fos foi quantificado bilateralmente e o efeito do
tratamento foi avaliado usando a ANOVA monofatorial (veiculo x CP376395 x
antisauvagine-30). Os resultados dos testes estatisticos com P<0,05 foram considerados

estatisticamente significativos para todas as analises.



6. RESULTADOS

6.1. Avaliacido da lateralizacdo funcional no controle das respostas cardiovasculares
e comportamentais ao medo condicionado ao contexto pelo CPFm ventral.

A Figura 4 mostra representagdes diagramaticas baseadas no Atlas de Paxinos &
Watson (1997) indicando os sitios de microinje¢do no CPFm (bilateral, hemisfério
esquerdo e hemisfério direito) de todos os animais utilizados nesse protocolo. A Figura 4
também apresenta secgdoes coronais do cérebro de ratos representativos ilustrando os

sitios de microinje¢do bilaterais e unilaterais no CPFm.

BILATERAL ..x} . o
A
Bregma 3.2 mm Bregma 2.7 mm
DIREITO ; " A
r i A r
‘Bngml 32mm Bregma2 7 mm
ESQUERDO %
A :_ Nt
Bregma 3.2 mm Bregma 2.7 mm
Figura 4 — (ESQUERDA) Fotomicrografias de cortes coronais cerebrais obtidos de animais

representativos ilustrando os sitios de microinjecdo no CPFm bilateral (figura superior) e unilateral nos
hemisférios direito (figura ao meio) ou esquerdo (figura inferior). As setas indicam os sitios de
microinjecdo. (DIREITA) Representacdo esquematica baseada no atlas cerebral de ratos de Paxinos e
Watson (1997) indicando locais de microinjecéo bilateral e unilateral (hemisférios direito e esquerdo) no
CPFm do veiculo (circulos brancos) e CoCl, (circulos pretos). PrL, cortex pré-limbico, IL, cortex infra-
limbico.



6.1.1. Efeito da microinjecdo bilateral ou unilateral (hemisférios esquerdo ou direito) de

CoCl, (inibidor sindptico ndo-seletivo) no CPFm nos pardmetros cardiovasculares

basais

A microinjecdo bilateral ou unilateral (hemisférios direito ou esquerdo) no CPFm
de CoCl; (inibidor sinaptico nao-seletivo, ImM/100nL) ndo afetou os valores basais (ou
seja, valores obtidos antes da sessdo teste do protocolo de MCC) de PAM, FC ou

temperatura cutanea da cauda (Tabela 1).

Tabela 1 - Pardmetros basais de pressdo arterial média (PAM), frequéncia cardiaca (FC) e temperatura
cutdnea da cauda (temperatura pele) ap6s a administragdo bilateral ou unilateral (hemisfério direito ou
esquerdo) de CoCl; (inibidor sindptico ndo-seletivo, ImM/100nL) ou veiculo (100nL) no CPFm.

PAM FC Temperatura da
GRUPO n peratu
(mmHg) (bpm) cauda (°C)
BILATERAL
VEICULO 7 10943 33616 30.5+0.5
CoCls 7 1112 37348 30.840.6
t;f(ifg' =21, df=12 1=0.39, df=12
PR P=0.0609 P=0.7076
DIREITO
VEICULO 6 10742 36610 30.3+0.5
CoCls 7 10842 369+7 30.5+0.4
t;,ojf' =026, df=11 =0.32, df=11
P 730 P=0.8061 P=0.7578
ESQUERDO
VEICULO 7 11043 37148 30.2+0.5
CoCls 8 11242 366+12 30.9+0.3
t;f‘if;' 1=0.33, df=13 (=1.24, df=13
P 5708 P=0.7423 P=0.2379

Os valores s3o média + erro padrao da média (EPM). Teste ¢ de Student.



6.1.2. Efeito da microinjecdo bilateral de CoCl» (inibidor sinaptico ndo-seletivo) no

CPFm nas respostas condicionadas ao contexto

A andlise das curvas temporais do comportamento de congelamento durante a
reexposi¢ao ao contexto condicionado aversivamente indicou efeito do tratamento com
CoClz (F1,16=6,3, P=0,0230), mas sem efeito do tempo (F2,661,4524=0,93, P=0,4220) ou
interag¢do tratamento x tempo (F(9,144y=1,4, P=0,1792) (Fig. 5A). A analise dos valores
médios de congelamento durante todo o periodo de reexposi¢do ao contexto aversivo
também indicou redugdo nessa resposta comportamental nos animais tratados
bilateralmente com CoCl, (=3,3, df=16, P=0,0046) (Fig. 5B). A analise das curvas
temporais de PAM durante a reexposicdo ao contexto condicionado aversivamente
indicou efeitos do tratamento com CoCl> (Fu13=4,5, P=0,0496) e do tempo
(Fas.195=24.9, P<0,0001), bem como uma interacdo tratamento x tempo (F(i5.195=1,9,
P=0,0309) (Fig. 5C). No entanto, a analise dos valores médios durante todo o periodo de
reexposicao ao contexto aversivo ndo indicou efeito significativo do tratamento com
CoCl; (t= 1,8, df =13, P=0,0928) (Fig. 5D).

A analise das curvas temporais de alteracdo da FC evocadas pelo MCC indicaram
efeitos do tratamento com CoClz (F,13=11,5, P=0,0049) e do tempo (F(s,195=8,5,
P<0,0001), bem como uma interagdo tratamento x tempo (F15.1905=2,8, P=0,0005) (Fig.
SE). A analise dos valores médios durante todo o periodo de reexposi¢do ao contexto
aversivo também indicou que o tratamento com CoClz reduziu a resposta de taquicardia
desencadeada pelo MCC (=2,6, df=13, P=0,0194) (fig. 5F).

Por fim, a andlise das curvas temporais de queda da temperatura cutanea da cauda
desencadeada pelo MCC indicou efeito do tempo (F (2,26) = 4,9, P = 0,0128), mas sem
influéncia do tratamento bilateral com CoCl> (F(1,13)=0,28, P=0,6448) ou interagdo

tratamento x tempo (F2,26=0,65, P=0,5283) (Fig. 5G).
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Figura 5 - (A) Curvas temporais da % de congelamento durante a reexposi¢do ao medo condicionado ao
contexto em animais submetidos a microinje¢ao bilateral no CPFm de veiculo (100nL, n=9) ou de CoCl,
(inibidor sinédptico ndo-seletivo, ImM/100nL, n=9). # P<0,05 indicando efeito principal do tratamento,
ANOVA bifatorial. (B, D e F) Valores médios de % congelamento (B) e e da resposta de pressdo arterial
média (A PAM) (D) e frequéncia cardiaca (A FC) (F) durante todo o periodo de reexposi¢do ao contexto
condicionado aversivamente. # P<0,05, teste ¢ de Student. (C, E e G) Curvas temporais de A PAM (C), A
HR (E) e A temperatura cutanea da cauda (G) desencadeadas pelo MCC em animais submetidos a
microinje¢do bilateral no CPFm de veiculo (100nL, n=8) ou de CoCl, (ImM/100nL, n=7). # P<0,05,
indicando efeito principal do tratamento, ANOVA bifatorial. Os valores em todos os graficos representam
a médiaxEPM.



6.1.3. Efeito da microinjecdo unilateral de CoCl, (inibidor sinaptico ndo-seletivo) no

hemisfério direito do CPFm nas respostas condicionadas ao contexto

A analise das curvas temporais do comportamento de congelamento durante a
reexposi¢ao ao contexto condicionado aversivamente indicou um efeito principal do
tratamento com CoCly (Fa,14=5,7, P=0,0319), mas sem influéncia do tempo
(F230032,21=1,6, P=0,2051) e interagdo tratamento x tempo (F(9,126=1,5, P=0,1723) (Fig.
6A). A anélise dos valores médios de congelamento durante todo o periodo de reexposi¢ao
ao contexto aversivo também indicou uma redugdo nos animais tratados com CoClz no
hemisfério direito do CPFm (t=2,7, df = 14, P= 0, 0192) (Fig. 6B).

A andlise das curvas temporais de alteragdo da PAM causada pelo MCC indicou
efeito do tempo (F(15.1655=17,1, P<0,0001), mas sem influéncia do tratamento (F1,11)=0,23,
P=0,6459) e interacdo tratamento x tempo (F(i15,165=0,74, P=0,7502) (Fig. 6C). A anélise
dos valores médios durante todo o periodo de reexposi¢do ao contexto aversivo também
nao indicou efeito do tratamento com CoCl, (= 0,4, df = 11, P = 0,6739) (Fig. 6D).

A analise das curvas temporais de alteracdo da FC desencadeadas pelo MCC
indicou efeito do tempo (F(15,165=5,1, P<0,0001), mas sem efeito principal do tratamento
(F1,11»=0,55, P=0,4759) e interagao tratamento x tempo (F (15.165) = 1,3, P=0,1879) (Fig.
6E). A analise dos valores médios durante todo o periodo de reexposi¢do ao contexto
aversivo também nao indicou efeito do tratamento do hemisfério direito do CPFm com
CoCl: na resposta taquicardica evocada pelo MCC (¢ = 0,87, df = 11, P = 0,4063) (Fig.
oF).

A andlise das curvas temporais da queda da temperatura cutdnea da cauda
desencadeada pelo MCC indicou efeito do tempo (F2,22)=10,5, P=0,0004), mas sem efeito
da microinje¢do de CoClo no CPFm direito (F1,11)=0,51, P=0,4868) ou interagdo
tratamento x tempo (F(2,22=0,54, P=0,5847) (Fig. 6G).
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Figura 6 - (A) Curvas temporais da % de congelamento durante a reexposigdo ao contexto condicionado
aversivamente em animais submetidos a microinje¢éo unilateral no hemisfério direito do CPFm de veiculo
(100nL, n=8) e/ou de CoCl; (inibidor sinaptico ndo-seletivo, ImM/100nL, n=8). # P<0,05, indicando efeito
principal do tratamento, ANOVA bifatorial. (B, D e F) de % de congelamento (B) ¢ alteracdes da presséo
arterial média (A PAM) (D) e da frequéncia cardiaca (A FC) (F) durante todo o periodo de reexposi¢do ao



contexto aversivo. # P<0,05, teste ¢ de Student. (C, E e G) Curvas temporais de A PAM (C), AFC (E)e A
temperatura cutinea da cauda (G) desencadeadas pelo MCC em animais submetidos a microinjegdo
unilateral no hemisfério direito do CPFm de veiculo (100nL, n = 6) ou de CoCl, (1ImM/100nL, n=7).
ANOVA bifatorial. Os valores em todos os graficos representam a média+tEPM.

6.1.4. Efeito da microinjecdo unilateral de CoCl, (inibidor sindptico ndo-seletivo) no

hemisfério esquerdo do CPFm nas respostas condicionadas ao contexto

A analise das curvas temporais do comportamento de congelamento durante a
reexposicao ao contexto condicionado aversivamente ndo indicou efeito dos tratamentos
com CoClz (F,15=0,2, P=0,7319), do tempo (F4,507.67,60=1,6, P=0,1613) ou interagdo
tratamento x tempo (F9,135=0,9, P=0,5529) (Fig. 7A). A andlise dos valores médios de
congelamento durante todo o periodo de reexposi¢cdo ao contexto aversivo também nao
indicou efeito da microinje¢do de CoCl, no hemisfério esquerdo do CPFm (t = 0,54,
df=15, P=0,6021) (Fig. 7B).

A analise das curvas temporais de alteragdo da PAM durante a reexposi¢do ao
contexto aversivo indicou efeito do tempo (F(15.195=20,5, P<0,0001), mas sem influéncia
do tratamento (F(1,13)=0,1, P=0,8156) e interacdo tratamento x tempo (F(is,1905=1,006,
P=0,3983) (Fig. 7C). A andlise dos valores médios durante todo o periodo de reexposi¢ao
ao contexto aversivo também ndo indicaram efeito do tratamento com CoCl. no
hemisfério esquerdo do CPFm (t = 0,09, df = 13, P = 0,9349) (Fig. 7D).

A andlise das curvas temporais de alteracdo da FC desencadeada pelo MCC
indicou efeito do tempo (F(15.195=8,4, P<0,0001) e uma interacdo tratamento X tempo
(Fas.a05=4,2, P<0,0001), mas sem efeito do tratamento com CoCl> (F(,13=0,05,
P=0,8386) (Fig. 7E). A anélise dos valores médios durante todo o periodo de reexposi¢ao
ao contexto aversivo também ndo indicou efeito do tratamento com CoClz2 no hemisfério
esquerdo do CPFm na resposta taquicardica desencadeada pelo MCC (=0,92, df=13,
P=0,3768) (Fig.7F).

A analise das curvas temporais da queda da temperatura cutdnea da cauda
desencadeada pelo MCC indicou efeito do tempo (F(2,26=20,5, P<0,0001), mas sem efeito
do tratamento com CoCl, no hemisfério esquerdo do CPFm (F(1,13=1,22, P=0,2633) ou
interagdo tratamento x tempo (F226=1,02, P=0,3768) (Fig. 7G).
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Figura 7 - (A) Curvas temporais da % de congelamento durante a reexposicdo ao contexto condicionado
aversivamente em animais submetidos a microinje¢ao unilateral no hemisfério esquerdo do CPFm de
veiculo (100nL, n=8) ou de CoCl, (inibidor pré-sinaptico ndo-seletivo, 1mM/100nL, n=9). # P<0,05,
indicando efeito principal do tratamento, ANOVA bifatorial. (B, D e F) Valores médios
congelamento (B) e alteragdes da pressdo arterial média (A PAM) (D) e da frequéncia cardiaca (A FC) (F)
durante o todo o periodo de reexposi¢do ao contexto aversivo. # P<0,05, teste ¢ de Student. (C, E e G)
Curvas temporais de APAM (C), AFC (E) e A temperatura cutanea da cauda (G) desencadeadas pelo MCC
em animais submetidos a microinjec¢ao unilateral no hemisfério esquerdo do CPFm de veiculo (100nL, n =
7) ou de CoCl> (1mM/100nL, n=8). ANOVA bifatorial. Os valores em todos os graficos representam a

média+EPM.



6.2. Efeito da microinjecao bilateral ou unilateral (hemisférios direito ou esquerdo)
no CPFm de antagonistas seletivos dos receptores CRFérgicos na ativacio neuronial

local em ratos expostos ao medo condicionado ao contexto.

A Figura 8 mostra cortes coronais de animais representativos ilustrando os sitios
de microinje¢do bilateral (Figura 8A) e unilateral nos hemisférios direito (Figura 8B) e
esquerdo (Figura 8C) do CPFm em tecido submetido ao procedimento

imunohistoquimico de marcagao da proteina Fos.

CPFm BILATERAL CPFm DIREITO

CPFm ESQUERDO

Figura 8 - Fotomicrografias de cortes coronais cerebrais de animais representativos ilustrando os sitios de
microinjecao bilateral (Fig. 8 A) e unilateral nos hemisférios direito (B) e esquerdo (C) em tecido submetido
ao procedimento imunohistoquimico de marcacao da proteina Fos. As setas indicam o sitio de microinjecao.

A microinje¢do bilateral de CP376395 (antagonista seletivo do receptor CRF1, 5
nmol/100nL) ou de antisauvagine-30 (antagonista seletivo do receptor CRF2) (5
nmol/100nL) no CPFm ndo afetou o niumero local de células positivas para a proteina Fos

(F,20=0,1721, P=0,8431) (Figura 9).
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Figura 9 — Efeito do tratamento bilateral do CPFm com antagonistas seletivos dos receptores CRFérgicos
sobre o nimero de células locais marcadas para a proteina Fos em animais expostos ao protocolo de MCC.
(A) Imagens de cortes coronais de animais representativos ilustrando a marcacdo da proteina Fos no CPFm
em ratos submetidos ao tratamento local bilateral com veiculo (100nL), CP376395 (antagonista seletivo do
receptor CRF;, 5nmol/100nL, Ant. CRF;) ou antisauvagine-30 (antagonista seletivo do receptor CRF»,
5nmol/100nL, Ant. CRF»). (B) Numero de células marcadas para a proteina Fos no CPFm em animais
expostos ao protocolo de MCC e tratados bilateralmente com veiculo (n=8), CP376395 (n=7) ou
antisauvagine-30 (n=8). ANOVA monofatorial.

A andlise dos resultados decorrentes do efeito das microinjecdes unilaterais no
hemisfério DIREITO do CPFm sobre o numero de células marcadas para a proteina Fos
ipsilateralmente [isto ¢, no mesmo hemisfério da injecdo (hemisfério direito)] e
contralateralmente [isto €, hemisfério oposto ao tratamento (hemisfério esquerdo)] em
relag@o ao tratamento indicou efeito do fator tratamento (F(2,32=4,438; P=0,0199) e uma
interagdo tratamento x hemisfério (F 2, 32) = 5,691; P=0,0077), porém sem efeito do fator
hemisfério (F 32= 3,507; P=0,0703) (Figura 18). A anélise de comparagdes multiplas
(pbs-teste de Bonferroni) revelou que o tratamento com o antagonista seletivo do receptor
CRF, (antisauvagine-30) aumentou o numero de células marcadas para a proteina Fos
ipsilateralmente ao tratamento quando comparado ao grupo veiculo-ipsilateral
(P=0,0023) e a marcagdo contralateral nos animais do mesmo grupo experimental
(P=0,0429) (Figura 10).
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Figura 10 - Efeito do tratamento unilateral no hemisfério direito do CPFm com antagonistas seletivos dos
receptores CRFérgicos sobre o nimero de células locais marcadas para a proteina Fos ipsilateralmente [isto
¢, no mesmo hemisfério de injegdo (hemisfério direito)] e contralateralmente [isto é, hemisfério oposto ao
tratamento (hemisfério esquerdo)] em animais expostos ao protocolo de MCC. (A) Imagens de cortes
coronais de animais representativos ilustrando a marcagdo da proteina Fos no CPFm ipsilateral e
contralateral em relagdo ao tratamento em ratos submetidos ao tratamento local unilateral no hemisfério
direito com veiculo (100nL), CP376395 (antagonista seletivo do receptor CRF;, 5nmol/100nL) ou
antisauvagine-30 (antagonista seletivo do receptor CRF,, 5nmol/100nL). (B) Numero local de células
marcadas para a proteina Fos ipsilateral e contralateral em relagdo ao tratamento no CPFm em animais
expostos ao protocolo de MCC e tratados unilateralmente no hemisfério direito do CPFm com veiculo (ipsi:
n=8, contra: n=5), CP376395 (ipsi: n=7, contra: n=4) ou antisauvagine-30 (ipsi: n=8, contra: n=6). ANOVA
bifatorial seguido do pos-teste de Bonferroni. * P<0,05 versus grupo veiculo-ipsilateral; # P<0,05 versus
grupo contralateral na mesma condi¢do experimental.

A andlise dos resultados decorrentes do efeito das microinjecdes unilaterais no
hemisfério ESQUERDO do CPFm sobre o numero de células marcadas para a proteina
Fos ipsilateralmente [isto ¢, no mesmo hemisfério de injecdo (hemisfério esquerdo)] e
contralateralmente [isto €, hemisfério oposto ao tratamento (hemisfério direito)] em
relagdo ao tratamento indicou efeito do fator hemisfério (F(148=9,553, P=0,0033), do
fator tratamento (F(,48=4,240, P=0,0201), bem como uma intera¢do hemisfério x
tratamento (F2,48=7,454, P=0,0015) (Figura 11). A analise de compara¢es multiplas

(pbs-teste de Bonferroni) revelou que o tratamento com o antagonista seletivo do receptor



CRF1 (CP376395) ou CRF> (antisauvagine-30) aumentou o numero de células marcadas
para a proteina Fos ipsilateralmente quando comparado ao grupo veiculo-ipsilateral (ant.
CRF1: P=0,0267; ant. CRF.: P=0,0002) e a marcacao contralateral nos animais do mesmo
grupo experimental (ant. CRF1: P=0,0293; ant. CRF,: P=0,0078) (Figura 11).
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Figura 11 — Efeito do tratamento unilateral no hemisfério esquerdo do CPFm com antagonistas seletivos
dos receptores CRFérgicos sobre o numero de células locais marcadas para a proteina Fos ipsilateralmente
[isto é, no mesmo hemisfério de injegdo (hemisfério esquerdo)] e contralateralmente [isto é, hemisfério
oposto ao tratamento (hemisfério direito)] em animais expostos ao protocolo de MCC. (A) Imagens de
cortes coronais de animais representativos ilustrando a marcagdo da proteina Fos no CPFm ipsilateral e
contralateral em relagdo ao tratamento em ratos submetidos ao tratamento local unilateral no hemisfério
esquerdo do CPFm com veiculo (100nL), CP376395 (antagonista seletivo do receptor CRF, 5Snmol/100nL)
ou antisauvagine-30 (antagonista seletivo do receptor CRF,, 5Snmol/100nL). (B) Numero local de células
marcadas para a proteina Fos ipsilateral e contralateral em relagdo ao tratamento em animais expostos ao
protocolo de MCC e tratados unilateralmente no hemisfério esquerdo do CPFm com veiculo (ipsi: n=12,
contra: n=8), CP376395 (ipsi: n=7, contra: n=8) ou antisauvagine-30 (ipsi: n=9, contra: n=9). ANOVA
bifatorial seguido do pds-teste de Bonferroni. * P<0,05 versus grupo veiculo-ipsilateral; # P<0,05 versus
grupo contralateral na mesma condig@o experimental.



6.3. Efeito da microinjecao bilateral ou unilateral (hemisférios direito ou esquerdo)
no CPFm de antagonistas seletivos dos receptores CRFérgicos no controle das
respostas comportamentais e cardiovasculares em ratos expostos ao medo

condicionado ao contexto.

A Figura 12 mostra representagdes diagramaticas baseadas no Atlas de Paxinos &
Watson (1997) indicando os sitios de microinje¢do no CPFm (bilateral, hemisfério

esquerdo e hemisfério direito) de todos os animais utilizados nesse protocolo.
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Figura 12 —Representagdo esquematica baseada no atlas cerebral de ratos de Paxinos e Watson (1997)
indicando locais de microinje¢do bilateral e unilateral (hemisférios direito e esquerdo) no CPFm do veiculo
(circulos brancos) e Ant. CRF; (circulos cinzas) e Ant. CRF; (circulos pretos). PrL, cortex pré-limbico, IL,
cortex infra-limbico.

6.3.1. Efeito da microinjecdo bilateral ou unilateral (hemisférios esquerdo ou direito) dos

antagonistas seletivos dos receptores (CRF; e CRF;) no CPFm nos pardametros

cardiovasculares basais.

A microinjecao bilateral ou unilateral (hemisférios direito ou esquerdo) no CPFm
do antagonista seletivo do receptor CRF; (CP376395, 5Snmol/100nL) e/ou do antagonista
seletivo do receptor CRF» (antisauvagine-30, 5Snmol/100nL) ndo afetaram os valores
basais (ou seja, valores obtidos antes da sessdo teste do protocolo de MCC) de PAM, FC

ou temperatura cutanea da cauda (Tabela 2).



Tabela 2 - Parametros basais de pressdo arterial média (PAM), frequéncia cardiaca (FC) e temperatura
cutanea da cauda (temperatura da pele) ap6s a administragdo bilateral ou unilateral (hemisfério direito ou
esquerdo) do antagonista seletivo do receptor CRF; (CP376395, 5Snmol/100nL) ¢/ou do antagonista seletivo
do receptor CRF; (antisauvagine-30, Snmol/100nL) no CPFm. *O grupo experimental estd com o nimero
amostral pequeno (n=3), ** O grupo experimental estd com o nimero amostral igual a zero (n=0).

Temperatura da

GRUPO N PAM (mmHg) FC (bpm) cauda (°C)
BILATERAL
Veiculo 8 109+3 370+14 31+0.2
Ant. CRF1 10 113+2 368+12 32+0.4
Ant. CRF; 10 116+3 374+11 31+0.3
Fe25=1.144, F(2)=0.07057, F25=0.05571,
P=0,3345 P=0,9320 P=0,5571
ESQUERDO
Veiculo 6 11746 370+14 30+0.7
Ant. CRF1 6 11242 377+19 33+0.7
Ant. CRF 7 117+2 392+14 32+0.6
F13=0.5034, F13=0.3871, F(,13=0.0721,
P=0,6158 P=0,6866 P=0,0721
DIREITO
*Veiculo 3 119+14 329+19 33+1
*Ant. CRF 3 11446 32216 32+0.2
**Ant. CRF> - - - -

t=0.3162, df=4 1=0.3312, df=4  t=1.227, df=4
P=0,7677 P=0,7571 P=0,2869

Os valores foram expressos como média + erro padrdo da média (EPM).

6.3.2. Efeito da microinjecdo bilateral de CP376395 (antagonista seletivo do receptor

CRF;) e/ou de antisauvagine-30 (antagonista seletivo do receptor CRF>) no CPFm nas

respostas condicionadas ao contexto.

6.4. Efeito da microinjecio BILATERAL de CP376395 (antagonista seletivo do
receptor CRF1) ou de antisauvagine-30 (antagonista seletivo do receptor CRF2) no

CPFm nas respostas condicionadas ao contexto



A analise das curvas temporais do comportamento de congelamento durante a
reexposicdo ao contexto condicionado aversivamente ndo indicou efeito dos fatores
tempo (F3.328.89.85= 0.9051, P=0,4502) ou tratamento (Fp27) = 1,840; P=0,1781) ou
interacao entre o tempo versus o tratamento (F(1s,243)=0,6196; P=0,8830) (Fig. 13, Painel
Superior). Entretanto, andlise individualizada comparando os grupos veiculo x
antagonista do receptor CRF» indicou valores de congelamento maiores nos animais
sujeitos ao antagonismo do receptor CRF» bilateralmente no CPFm ventral (F,17) =
4,658; P=0,0453) (Fig. 13, Painel Superior).

A analise dos valores médios de congelamento durante todo o periodo de
reexposicao ao contexto aversivo nao indicou efeitos dos pré-tratamentos farmacologicos
bilateralmente (F,27) = 1,248; P=0,1781) (Fig. 13, Painel Superior). Entretanto, analise
individualizada comparando os grupos veiculo x antagonista do receptor CRF, também
indicou valores de congelamento maiores nos animais sujeitos ao antagonismo do
receptor CRF> (t=2.158, df=17, P=0,0454) (Fig. 13, Painel Superior).

A andlise dos comportamentos ativos como a frequéncia de autolimpeza (F,27) =
1,743; P=0,1941), levantamentos (F@27) = 0,1166; P=0,8904) e cruzamentos (Fp27) =
0,6344; P=0,5380) ndo indicaram alteracdes em animais tratados bilateralmente com os
antagonistas seletivos dos receptores CRF; ou CRF>no CPFm ventral em relagdo ao grupo

controle (Fig. 13, Painel Inferior).
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Figura 13 — Respostas comportamentais durante a reexposicio ao contexto condicionado aversivamente.
(Superior) Curvas temporais (grafico a esquerda) e valores médios durante toda a sessdo (grafico a direita) do % de
congelamento durante a reexposi¢do a caixa de condicionamento em animais submetidos a microinjecdo bilateral no
CPFm de veiculo (100nL, n=8), de CP376395 (antagonista seletivo do receptor CRF1, Snmol/100nL, Ant. CRF1, n=11)
ou antisauvagine-30 (antagonista seletivo do receptor CRF2, 5Snmol/100nL, Ant. CRF2, n=11). Os valores em todos os
graficos representam a média+EPM. ANOVA bifatorial (curva temporal, grafico a esquerda), ANOVA monofatorial
(gréfico de barras a direita) ou teste t Student (grafico de barras a direita, comparagdo individualizada). & P<0,05,
indicando efeito das comparagdes individualizadas dos grupos veiculo e antagonista receptor CRF2 (ANOVA bifatorial,
curvas temporais; teste t Student, grafico barras). (Inferior) Frequéncia de manifestagdo de comportamentos de
autolimpeza (grooming) e levantamento e cruzamentos durante a re-exposi¢do a cdmara de condicionamento em
animais submetidos a microinjecao bilateral no CPFm de veiculo (n=8), CP376395 (n=11) ou antisauvagine-30 (n=11).
Os valores em todos os graficos representam a média+tEPM. ANOVA monotaforial.

A analise das curvas temporais de variacdo da PAM, FC e temperatura cutinea da
cauda durante a reexposicao ao contexto condicionado aversivamente indicaram efeito do
tempo (PAM: F(5375) = 28,74, P<0,0001; FC: Fq5375 = 15,98, P<0,0001; temperatura:
Fes0 = 20,58; P<0,0001), porém sem influéncia dos pré-tratamentos farmacologicos
(PAM: F(25) = 2,054, P=0,1494; FC: F225 = 0,065, P=0,9371; temperatura: Fp2s5) =
0,4020; P=0,6734) ou interacdo entre o tratamento versus tempo (PAM: F3o375) = 1,417,
P=0,0751; FC: F30,375) = 0,6907, P=0,8906; temperatura: F4 0y = 0,4214; P=0,7924) (Fig.
14). Entretanto, a analise individualizada das curvas temporais de variacdo de PAM
comparando os grupos veiculo x antagonista do receptor CRF; indicou valores menores
nos animais sujeitos ao antagonismo do receptor CRF; bilateralmente no CPFm ventral
em relagdo ao tratado com grupo veiculo (F,16) = 5,549; P=0,0316) (Fig. 14).

A analise dos valores médios de variagdo da PAM (F(225)=2,446; P=0,1071) e FC
(F2,25) = 0,0828; P=0,9208) durante todo o periodo de reexposicao ao contexto aversivo
também nao indicou efeitos significativos dos pré-tratamentos bilaterais com os

antagonistas seletivos dos receptores CRF; ou CRF2no CPFm ventral em relag¢do ao grupo



tratado com veiculo (Fig. 14). Entretanto, a analise individualizada da variagdo da PAM
comparando os grupos veiculo x antagonista do receptor CRF; indicou valores menores
nos animais sujeitos ao antagonismo do receptor CRF; em relagdo ao grupo tratado com

veiculo (t=2.464, df=16, P=0,0255) (Fig. 14).
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Figura 14 - Respostas cardiovasculares durante a reexposi¢cao ao contexto condicionado aversivamente. Curvas
temporais (grafico a esquerda e no final do painel) de variag@o da pressao arterial média (APAM), frequéncia cardiaca
(AFC) e temperatura cutdnea da cauda (A temperatura cauda) durante a reexposicdo ao contexto condicionado
aversivamente em animais submetidos a microinje¢do bilateral no CPFm de veiculo (100nL, n=8) de veiculo (100nL,
n=8), CP376395 (antagonista seletivo do receptor CRF1, 5nmol/100nL, Ant. CRF1, n=10) ou antisauvagine-30
(antagonista seletivo do receptor CRF2, 5Snmol/100nL, Ant. CRF2, n=10). Valores médios de APAM e AFC durante
toda a sessdo (grafico a direita). Os valores em todos os graficos representam a médiatEPM. ANOVA bifatorial (curva
temporal, graficos "a esquerda), ANOVA monofatorial (graficos de barras "a direita) ou teste t Student (grafico de barras
a direita, comparacdo individualizada). & P<0,05, indicando efeito das comparacdes individualizadas dos grupos
veiculo e antagonista receptor CRF1 (ANOVA bifatorial, curvas temporais; teste t Student, grafico barras).

6.5. Efeito da microinjecio unilateral de CP376395 (antagonista seletivo do receptor
CRFi1) ou de antisauvagine-30 (antagonista seletivo do receptor CRF2) no

HEMISFERIO ESQUERDO do CPFm nas respostas condicionadas ao contexto



A analise das curvas temporais do comportamento de congelamento durante a
reexposicao ao contexto condicionado aversivamente ndo indicou efeito do tempo (F3.527,
49.38) = 1.886, P=0,1351) ou interacdo entre os fatores tempo versus tratamento (F1s,126) =
0.8806, P=0.6025), mas indicou efeito do tratamento (F2,14)= 17,90; P=0,0001) (Fig. 15,
Painel Superior). A andlise post-hoc de Dunnet revelou valores maiores de congelamento
nos animais sujeitos ao pré-tratamento farmacoldgico com o antagonista seletivo do
receptor CRF> nos minutos cinco (P=0,0118) e 10 (P=0,0118) da sessao teste do protocolo
de MCC (Fig. 15, Painel Superior). A analise dos valores médios de congelamento
durante todo o periodo de reexposi¢ao ao contexto aversivo indicou efeito dos pré-
tratamentos farmacologicos unilateralmente no hemisfério esquerdo (Fp,14) = 19,26;
P<0,0001) (Fig. 15, Painel Superior). A anélise post-hoc de Dunnett revelou aumento no
comportamento de congelamento nos animais pré-tratados unilateralmente no hemisfério
esquerdo com o antagonista seletivo do receptor CRF> (P=0.0002) (Fig. 15, Painel
Superior). Entretanto, a andlise dos comportamentos ativos como a frequéncia de
autolimpeza (Fp,14) = 1,357; P=0,2894), levantamentos (F,14) = 1,004; P=0,3914) ¢
cruzamentos (F2,14) = 0,5696; P=0,5783) durante o periodo de reexposi¢do ao contexto
condicionado aversivamente ndo indicou alteragdes nos animais tratados unilateralmente
no hemisfério esquerdo com os antagonistas seletivos dos receptores CRFi ou CRF2 em

relacdo ao grupo tratado com veiculo (Fig. 15, Painel Inferior).
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Figura 15 - Respostas comportamentais durante a reexposicio ao contexto condicionado aversivamente.
(Superior) Curvas temporais (grafico a esquerda) e valores médios durante toda a sessdo (grafico a direita) do % de
congelamento durante a reexposicdo a caixa de condicionamento em animais submetidos a microinjegao unilateral no
hemisfério esquerdo do CPFm de veiculo (100nL, n=6), CP376395 (antagonista seletivo do receptor CRFI1,
Snmol/100nL, Ant. CRF1, n=6) ou antisauvagine-30 (antagonista seletivo do receptor CRF2, 5Snmol/100nL, Ant. CRF2,
n=5). Os valores em todos os graficos representam a médiatEPM. * P<0,05, indicando efeito principal do tratamento,



ANOVA bifatorial; *** P<0,05, ANOVA monofatorial seguida do pods-teste de Dunnet. (Inferior) Frequéncia de
manifestacdo de comportamentos de autolimpeza (grooming) e levantamento e cruzamentos durante a reexposi¢do a
camara de condicionamento em animais submetidos a microinjegdo unilateral no hemisfério esquerdo do CPFm de
veiculo (n=6), CP376395 (n=6) ou antisauvagine-30 (n=5). Os valores em todos os graficos representam a média+EPM.
ANOVA monotaforial.

A andlise das curvas temporais de variagdo da PAM e temperatura cutidnea da
cauda durante a reexposi¢do ao contexto condicionado aversivamente indicou efeito do
tempo (PAM: F(4.806,67.20) = 34.02, P<0,0001; temperatura: F1.619,22.67) = 7.140, P=0,0061),
porém sem influéncia dos pré-tratamentos farmacoldgicos (PAM: Fp14) = 0,2167,
P=0,8078; temperatura: F2,14) = 0,0016; P=0,9984) ou interagdo entre o tratamento versus
tempo (PAM: F28,196) = 1,475, P=0,0683; temperatura: F 28y = 0,09375; P=0,9836) (Fig.
16). A andlise das curvas temporais de variagio da FC indicou efeito do tempo
(F3.517,49.24= 9.543, P<0,0001) e interagdo entre tratamento ¢ tempo (F(28,196) = 1,672,
P=0,0237), porém sem efeito dos pré-tratamentos farmacologicos (Fp,14) = 0,5072,
P=0,6128) (Fig. 16). A andlise post-hoc de Tukey revelou valores reduzidos nos minutos
um (P=0,0473) e dois (P<0,05) nos animais pré-tratados com o antagonista seletivo do
receptor CRF1, ao passo que valores menores nos minutos zero (P=0,0285) e um (P<0,05)
foi indicado nos animais pré-tratados com o antagonista seletivo do receptor CRF> (Fig.
16). No entanto, a analise dos valores médios de variacdo da PAM (F,14) = 0,1357;
P=0,8742) e FC (F,14) = 0,3354; P=0,7207) durante todo o periodo de reexposi¢do ao
contexto aversivo ndo indicou efeitos significativos dos pré-tratamentos unilaterais no
hemisfério esquerdo com os antagonistas seletivos dos receptores CRF; ou CRF> em

relacdo ao grupo tratado com veiculo (Fig. 16).
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Figura 16 - Respostas cardiovasculares durante a reexposicio ao contexto condicionado
aversivamente. Curvas temporais (grafico a esquerda e no final do painel) de variagdo da pressdo arterial
média (APAM), frequéncia cardiaca (AFC) e temperatura cutdnea da cauda (A temperatura) durante a
reexposi¢do ao contexto condicionado aversivamente em animais submetidos a microinje¢@o unilateral no
hemisfério esquerdo do CPFm de veiculo (100nL, n=8), CP376395 (antagonista seletivo do receptor CRF1,
5nmol/100nL, Ant. CRF1, n=6) ou antisauvagine-30 (antagonista seletivo do receptor CRF2, Snmol/100nL,
Ant. CRF2, n=5). Valores médios de APAM e AFC durante toda a sessdo (grafico a direita). Os valores em
todos os graficos representam a médiatEPM. ANOVA bifatorial (curva temporal) ou ANOVA monofatorial
(graficos de barras). * P<0,05, ANOVA bifatorial seguida do pos-teste de Dunnet

6.6. Efeito da microinjecao unilateral de CP376395 (antagonista seletivo do receptor
CRF1) ou de antisauvagine-30 (antagonista seletivo do receptor CRF2) no hemisfério
DIREITO do CPFm nas respostas condicionadas ao contexto

A andlise das curvas temporais do comportamento de congelamento durante a
reexposicdo ao contexto condicionado aversivamente ndo indicou efeito dos fatores
tempo (F3.006, 12.02= 0.9185, P=0,4614) ou tratamento (F14) = 0,07523; P=0,7975) ou
interacdo entre o tempo versus o tratamento (Fo3e) = 1,679; P=0,1303) (Fig. 17, Painel
Superior). A andlise dos valores médios de congelamento durante todo o periodo de
reexposicdo ao contexto aversivo também ndo indicou diferencas entre os grupos

experimentais (t=0,2743, df=4; P=0,7975). (Fig. 17, Painel Superior). Além disso, a



analise dos comportamentos ativos como a frequéncia de autolimpeza (t=1,251, df=4; P=
0,2791), levantamentos (t=0,5744, df=4; P= 0,5965) e cruzamentos (t=0,3162, df=4; P=
0,7676) durante a reexposicdo ao contexto condicionado aversivamente também nao

indicou diferencas entre os grupos (Fig. 17, Painel Inferior).
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Figura 17 - Respostas comportamentais durante a reexposi¢io ao contexto condicionado aversivamente.
(Superior) Curvas temporais (grafico a esquerda) e valores médios durante toda a sessdo (grafico a direita) do % de
congelamento durante a reexposicdo a caixa de condicionamento em animais submetidos a microinjegdo unilateral no
CPFm direito de veiculo (100nL, n=3) ou de CP376395 (antagonista seletivo do receptor CRF1, Snmol/100nL, Ant.
CRF1, n=3). Os valores em todos os graficos representam a médiatEPM. ANOVA bifatorial (curva temporal, grafico a
esquerda) ou teste ¢ Student (grafico de barras a direita). (Inferior) Frequéncia de manifestagdo de comportamentos de
auto-limpeza, levantamentos e cruzamentos durante a reexposicdo a cadmara de condicionamento em animais
submetidos a microinje¢do unilateral no hemisferio direito do CPFm de veiculo (n=3) ou CP376395 (n=3). Os valores
em todos os graficos representam a média+EPM. Teste ¢ Student.

A andlise das curvas temporais de variagdao da PAM e FC durante a reexposi¢ao
ao contexto condicionado aversivamente nao indicou efeito do tratamento (PAM: F(1,4) =
0,1606, P=0,7090; FC: F(1,4) = 0,4418, P=0,5426), do tempo (PAM: F(1 386, 5.543) = 4.436,
P=0,0779; FC: F219.8876) = 4.005, P=0,0546) ou interagdo entre os fatores tratamento
versus tempo (PAM: Fqase) = 0,7337, P=0,7320; FC: F4,56 = 0,1,147, P=0,3371) (Fig.
18). Além disso, a analise dos valores médios de variacdo da PAM (t=0,6615, df=4;
P=0,5444) e FC (t=0,5953, df=4; P=0,5837) durante todo o periodo de reexposi¢cdo ao
contexto aversivo ndo indicou efeito significativo pré-tratamento farmacologico
unilateralmente no hemisfério direito com o antagonista seletivo do receptor CRF; (Fig.
18). Por fim, a analise das curvas temporais de queda da temperatura cutanea da cauda
desencadeada pelo MCC indicou efeito do tempo (Fpg= 4,612; P=0,0465), mas sem

influéncia do pré-tratamento farmacoldgico unilateralmente no hemisfério direito com o



antagonista seletivo do receptor CRF; (F,.4= 0,1516; P=0,7168) ou interacao entre os
fatores tratamento versus tempo (F,8= 0,5960; P=0,5738) (Fig. 18).
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Figura 18 - Respostas cardiovasculares durante a reexposi¢cao ao contexto condicionado aversivamente. Curvas
temporais (grafico a esquerda) de variagdo da pressdo arterial média (APAM), frequéncia cardiaca (AFC) e temperatura
cutinea da cauda (A temperatura cutinea) durante a reexposi¢do ao contexto condicionado aversivamente em animais
submetidos a microinje¢@o unilateral no hemisfério direito do CPFm de veiculo (100nL, n=3) ou CP376395
(antagonista seletivo do receptor CRF1, 5nmol/100nL, Ant. CRF1, n=3). Valores médios de APAM e AFC durante toda
a sessdo (grafico a direita). Os valores em todos os graficos representam a médiatEPM. ANOVA bifatorial (curvas
temporais, graficos a esquerda) ou teste t Student (graficos de barras a direita).

7. DISCUSSAQ

A Tabela 3 sumariza os achados obtidos no periodo referente ao presente relatdrio
referentes ao envolvimento da neurotransmissdo CRFérgica no controle das respostas
comportamentais, cardiovasculares e sobre a ativa¢do neuronial local em animais

sujeitos ao MCC.

Tabela 3 — Sumario dos efeitos dos pré-tratamentos farmacologicos bilateral ou unilateral nos hemisférios

esquerdo ou direito do CPFm ventral nas respostas comportamentais (congelamento, cruzamentos,
levantamentos e auto-limpeza), cardiovasculares (resposta pressora e taquicardica) e de queda da
temperatura cutinea da cauda (reducdo da temperatura cutidnea) observados durante a reexposi¢do ao
contexto condicionado aversivamente (medo condicionado ao contexto, MCC). Também ¢ sumarizado os
achados acerca do efeito dos tratamentos farmacologicos sobre a ativagao neuronial em animais submetidos
ao protocolo de MCC.



Hemisfério Hemisfério
Bilateral esquerdo direito

Respostas comportamentais
Congelamento T (ASV-30)* 1 (ASV-30)
Cruzamentos =

Levantamentos

Auto-limpeza = =

Respostas cardiovasculares e autonomas

Efeito pressor | (CP376395)* = -
_ ) | (CP376395 ¢
Taquicardia = ASV-30)

Redugdo temperatura cutanea = =

Numero de neurdnios positivos para proteina Fos®

. .. . 1 (CP376395 ¢ 1 (ASV-30)
Efeito tratamento em animais submetidos MCC = ASV-30)

1, aumento da resposta; |, diminui¢do/inibigdo do efeito; =, sem efeito significativo. Em parénteses é apresentado o
farmaco que causou o efeito.

*Efeito identificado somente por meio da comparagéo individualizada dos grupos veiculo ¢ do antagonista em que o
efeito foi identificado.

& dados apresentados no relatorio anterior, mas sdo destacados aqui devido a relevancia para a discussdo dos achados
obtidos no periodo referente ao presente relatorio

# Dados preliminares (n=3/grupo)

ASV-30, antisauvagine-30 (antagonista seletivo receptor CRF2); CP376395, antagonista seletivo receptor CRF1

7.1. Lateralizacdo funcional no controle pelo CPFm das respostas de congelamento e

cardiovasculares desencadeadas pelo MCC

Nossos resultados fornecem a primeira evidéncia de uma lateralizagdo funcional
no controle da resposta comportamental desencadeada pelo o MCC no CPFm. De fato,
noés observamos que a microinjecdo do inibidor pré-sindptico nao-seletivo (CoCly)
bilateralmente ou unilateralmente no hemisfério direito do CPFm reduziu o
comportamento de congelamento durante a reexposi¢do ao contexto condicionado
aversivamente. O efeito no comportamento de congelamento foi seguido por uma
diminui¢do nas respostas pressoras e taquicardicas em animais submetido a microinje¢ao
bilateral (mas ndo unilateral) de CoCl2 no CPFm. Por outro lado, a inibi¢do sindptica ndo-
seletiva no CPFm esquerdo ndo afetou as respostas cardiovasculares e comportamental
desencadeadas pelo MCC.

Resstel e colaboradores (2006) relataram previamente que a microinjecao bilateral
de CoCl; (inibidor pré-sindptico nao-seletivo) no CPFm diminuiu tanto o congelamento
quanto as respostas pressora e taquicardica durante a reexposicdo a camara de
condicionamento em ratos. Nesse sentido, os resultados relatados aqui reproduzem essas
descobertas anteriores ao indicar um papel proeminente do CPFm na expressdo das

respostas comportamental e cardiovasculares desencadeadas pelo MCC. Esta evidéncia



esta também em linha com dados anteriores de que a lesdo bilateral do CPFm reduziu a
taquicardia (mas ndo o efeito pressor) € o comportamento de congelamento
desencadeados pelo medo condicionado ao som (Frysztak; Neafsey, 1994b). Também
vale a pena ser mencionado estudos prévios que investigaram o papel de mecanismos
neuroquimicos locais e que utilizaram abordagens genéticas para manipular o CPFm e
indicaram um papel desta area cortical no controle das respostas cardiovasculares e de
congelamento ao MCC (Ferreira-Junior et al., 2012b; Moraes Resstel; De Aguiar Correa;
Guimaraes, 2008a; Terzian et al., 2014; Uliana et al., 2020), bem como nas respostas
pressoras e taquicardicas a estimulos aversivos nao-condicionados (Fassini; Resstel;
Corréa, 2016; Miiller-Ribeiro et al., 2012; Schaeuble et al., 2019).

Uma lateralizagdo funcional foi relatada no cérebro humano, de modo que o
hemisfério direito parece estar relacionado ao processamento afetivo € emocional ¢ a
manifestagdo de alteragdes fisioldgicas e mudancas comportamentais relacionadas a
emocdes negativas (Cerqueira; Almeida; Sousa, 2008b; Czéh et al., 2007; Davidson,
2004; Rotenberg, 2004; Sullivan, 2004b). Em acordo com as evidéncias obtidas em
humanos, estudos em roedores demonstraram um papel proeminente do hemisfério
direito nas respostas fisioldgicas e comportamentais a estimulos aversivos, € o CPFm
parece ser uma regiao cortical do encéfalo onde esta lateralizagao se manifesta (Costa et
al., 2016b; Santos-Costa et al., 2021; Sullivan; Gratton, 1999b; Victoriano et al., 2020).
Neste sentido, a evidéncia relatada aqui de que a microinjecdo unilateral de CoCl> no
CPFm direito reduziu o congelamento durante a reexposicdo a camara de
condicionamento fornece informagdes adicionais em relagdo a lateralizagao funcional no
CPFm ao indicar pela primeira vez que o CPFm direito esta envolvido na expressao de
comportamentos relacionadas ao medo condicionado. Nossos achados também estdo de
acordo com evidéncias anteriores de que a lesdo ou inibigdo quimica com CoCl, do CPFm
direito causou efeitos do tipo ansiolitico no LCE (Costa et al., 2016b; Santos-Costa et al.,
2021; Sullivan; Gratton, 2002b). Portanto, o CPFm direito parece ser necessario e
suficiente para a expressdo de comportamentos defensivos evocados tanto por estimulos
aversivos condicionados quanto ndo-condicionados.

Inesperadamente, a microinjecao unilateral de CoCl, no CPFm direito ndo afetou
as alteracdes cardiovasculares observadas durante a reexposi¢do ao contexto aversivo.
Desse modo, a lateraliza¢dao no controle do comportamento de congelamento parece estar
dissociada da regulacdo das respostas cardiovasculares ao MCC no CPFm. Considerando

que a administragdo bilateral de CoCl> no CPFm diminuiu as respostas pressora e



taquicardica, nossos achados sugerem que a expressdo das respostas cardiovasculares
durante a reexposi¢do ao contexto condicionado aversivamente ¢ regulado bilateralmente
no CPFm. Um controle dissociado do comportamento de congelamento e das respostas
cardiovasculares desencadeadas pelo MCC foi relatado em outras areas do encéfalo. Por
exemplo, a microinje¢do bilateral de CoCl, no hipocampo dorsal 10 minutos antes da
reexposicdo a camara de condicionamento reduziu significativamente as respostas
cardiovasculares, porém sem afetar a resposta comportamental de congelamento (Resstel
et al., 2008b). Além disso, uma regulagdo diferencial de alteragdes comportamentais e
cardiovasculares causadas por estimulos aversivos nao-condicionados, como por
exemplo o estresse de restri¢do, também foram relatados anteriormente em varias regides
encefalicas, incluindo o hipocampo, a area septal lateral (ASL), o nucleo paraventricular
do hipotdlamo (NPH) e o nticleo do leito da estria terminal (NLET) (Gouveia et al., 2016;
Reis et al., 2011; Scopinho et al., 2013).

O hemisfério esquerdo tem sido associado as fun¢des motoras e de linguagem, a
comportamentos de apetite ¢ emogdes positivas (Cerqueira et al., 2007; Cerqueira;
Almeida; Sousa, 2008b; Cz¢h et al., 2007; Davidson, 2004; Rotenberg, 2004). Nesse
sentido, estudos em roedores forneceram evidéncias de que a modulacao das emogdes
pelo o CPFm esquerdo pode ser mediado por uma inibigdo do CPFm direito. Por exemplo,
um estudo anterior identificou que a inibigao do CPFm esquerdo com CoCl; causou efeito
do tipo ansiogénico no LCE (Costa et al., 2016b), no qual foi acompanhado por maior
ativacdo neuronial contralateral e foi inibido pelo antagonismo de receptores
glutamatérgicos no CPFm direito (Santos-Costa et al., 2021). Além disso, alguns estudos
indicaram que a manifestagao de evitacdo social e as consequéncias comportamentais
(por exemplo, efeito do tipo ansiogénico) decorrentes da exposi¢do a estressores pode
estar relacionado a uma atividade/fun¢do reduzida do CPFm esquerdo (Canto-de-Souza
et al.,, 2021; Cz¢h et al., 2007; Lee et al., 2015) Apesar dessas evidéncias, ndo
identificamos um efeito da inibicdo sinaptica unilateral no CPFm esquerdo no
congelamento e nas alteragcdes cardiovasculares durante a reexposi¢do ao contexto de
condicionamento. Portanto, nossos achados indicam que o papel contrarregulador do
CPFm esquerdo na expressao da ansiedade inata (Costa et al., 2016b; Santos-Costa et al.,
2021) e nas alteragdes comportamentais causadas por estressores (Canto-de-Souza et al.,
2021; Lee et al.,, 2015) parece ndo se manifestar nas respostas comportamental e
cardiovasculares relacionadas ao MCC. No entanto, vale ressaltar que o CPFm esquerdo

pode ser suficiente para a aprendizagem de estimulos nado-aversivos. Por exemplo, um



estudo anterior identificou que a microinjecdo local de agonistas e antagonistas de
receptores dopaminérgicos no CPFm esquerdo, mas nao no hemisfério direito, afetou o
desempenho no teste de reconhecimento de objetos novos (Willner et al., 2019)

Em resumo, os resultados obtidos no presente estudo indicam uma lateraliza¢do
funcional no processamento pelo CPFm do comportamento de congelamento durante a
reexposi¢do ao contexto condicionado aversivamente, sendo o hemisfério direito desta
estrutura cortical necessdrio e suficiente para a expressdo deste comportamento. No
entanto, o controle das respostas cardiovasculares parece estar dissociado do
comportamento de congelamento, de modo que nossos resultados sugerem que a
regulacdo desta resposta fisiologica do MCC é processada bilateralmente no CPFm.
Finalmente, o CPFm esquerdo parece ndo ser relevante para a regula¢do unilateral do

congelamento e das respostas cardiovasculares desencadeadas pelo MCC.

7.2. Efeito do tratamento bilateral ou unilateral do CPFm com antagonistas seletivos dos

receptores CRFérgicos sobre a ativacdo neuronial local em animais expostos ao

protocolo de MCC

No6s também identificamos que o tratamento unilateral, mas nao bilateral, com
antagonistas seletivos dos receptores CRFérgicos afetou a ativagdo neuronial local no
CPFm em animais expostos ao MCC. Nesse sentido, nossos resultados forneceram
evidéncias de que a microinje¢do unilateral do antagonista seletivo do receptor CRF> no
hemisfério direito ou esquerdo aumentou o nimero de células marcadas para a proteina
Fos ipsilateralmente em relacdo ao tratamento, ao passo que o antagonista do receptor
CRF; elevou a ativacdo neuronial ipsilateral somente quando injetado no hemisfério
esquerdo. Segue abaixo discussdo referente aos achados de lateralizacdo funcional no
controle das respostas ao MCC evidenciados no protocolo de tratamento do CPFm com
CoCly, bem como dos efeitos do tratamento do CPFm com antagonistas seletivos dos
receptores CRFérgicos sobre a ativacdo neuronial local em animais expostos ao protocolo
de MCC.

Os dados obtidos no periodo referente ao presente relatdrio indicam uma
influéncia inibitéria dos receptores CRF; presentes no hemisfério esquerdo e dos
receptores CRF> nos hemisférios direito e esquerdo sobre a ativagdo neuronial local
ipsilateral em relagdo ao tratamento do CPFm de animais submetidos ao protocolo de

MCC. O receptor CRF; foi demonstrado ser expresso em neurdnios piramidais



glutamatérgicos (Gallopin et al., 2006b; Refojo et al., 2011b) e em terminais sindpticos
(Yarur et al., 2020) no CPFm. Os nossos achados estdo em linha com evidéncias prévias
de que a ativagdo desse receptor reduziu correntes pos-sinapticas excitatorias (EPSCs)
(Orozco-Cabal et al., 2008) e facilitou correntes pds-sinapticas inibitérias (IPSC) em
neurdnios piramidais do CPFm (Alizamini et al., 2022; Lv et al., 2024), sendo esse tltimo
efeito mediado por uma facilitacdo das correntes do receptor GABAA (Lv et al., 2024).
Entretanto, ¢ importante salientar que o receptor CRF; também parece possuir acdes
excitatorias no CPFm, uma vez que foi encontrado que a ativacdo desse receptor
localizado em terminais pré-sinapticos pode aumentar a liberagdo de glutamato ¢ a
frequéncia de EPSCs (Alizamini et al., 2022; Yarur et al., 2020).

A expressdo do receptor CRF> foi identificada exclusivamente em terminais pré-
sinapticos no CPFm (Yarur et al., 2020). Foi demonstrado que a ativacdo desses
receptores pré-sindpticos causou diminuic¢do na liberagdo de glutamato e dos potenciais
de campo locais no CPFm (Yarur et al., 2021, 2020). Esses achados indicando uma agao
inibitoria do receptor CRF2 no CPFm também suportam os nossos dados.

Como discutido acima, estudos prévios em roedores forneceram evidéncias de que
o controle de respostas comportamentais pelo hemisfério esquerdo do CPFm parece ser
mediado por uma inibi¢do contralateral do CPFm direito (Cerqueira; Almeida; Sousa,
2008b; Santos-Costa et al., 2021). Entretanto, em contradi¢do a esses achados, no6s nao
identificamos efeito na ativacdo neuronial contralateral nos animais sujeitos ao
antagonismo dos receptores CRF1 ou CRFz nos hemisférios direito ou esquerdo do CPFm.
Nesse sentido, os achados reportados no presente relatorio indicam que um eventual
controle unilateral dessas respostas do MCC por mecanismos CRFérgicos no CPFm
parece ser independente de uma modulagdo contralateral.

Pode-se notar que o nimero de células marcadas para a proteina Fos foi maior nos
animais submetidos ao procedimento para microinjecao bilateral em relagdo aos animais
submetidos ao tratamento unilateral. Essa diferenca fica evidente nas fotos de animais
representativos ilustrando a marcacdo para a proteina Fos (Figuras 84, 94 e 10A4). Essa
disparidade ndo est4 relacionada com diferencas na area analisada, j& que os valores
obtidos de células marcadas foram corrigidos pela area quantificada (dados expressos
como “numero de células Fos/mm?”). Desse modo, as razdes para essa discrepancia nio
estao claras para nds. Uma possibilidade seria diferencas no protocolo experimental, ja
que os animais submetidos ao tratamento bilateral tiveram duas cénulas intra-cerebrais

implantadas e foram submetidos ao procedimento de microinjecdo duas vezes



(hemisférios direito e esquerdo) no dia do experimento; ao passo que para as injecoes
unilaterais foi implantada uma céanula unilateral, e os animais passaram pelo
procedimento de injecdo somente uma vez. De qualquer maneira, é importante salientar
que as diferencas parecem ser consistentes em todos os grupos experimentais em cada
condi¢do. Desse modo, considerando que a proposta foi avaliar o efeito dos tratamentos
em cada condi¢do experimental individualmente (i.e., bilateral ou unilateral nos
hemisférios direito ou esquerdo), parece que essa discrepdncia ndo afetou a andlise do
efeito do tratamento com os antagonistas de receptores CRFérgicos sobre a ativa¢do
neuronial local em cada condi¢do experimental.

Em suma, os dados obtidos nesse protocolo indicam uma influéncia inibitoria dos
receptores CRFérgicos na ativagdo neuronial local no CPFm durante a exposi¢do ao
protocolo de MCC, e esse efeito parece depender do subtipo de receptor e do hemisfério

encefalico.

7.3. Efeito do tratamento bilateral ou unilateral do CPFm com antagonistas seletivos dos

receptores CRFérgicos sobre a ativacdo neuronial local em animais expostos ao

protocolo de MCC

Os dados obtidos no periodo referente ao presente relatério indicam uma
influéncia inibitéria dos receptores CRF; presentes no hemisfério esquerdo e dos
receptores CRF2 nos hemisférios direito e esquerdo sobre a ativagdo neuronial local
ipsilateral em relagdo ao tratamento do CPFm de animais submetidos ao protocolo de
MCC. O receptor CRF; foi demonstrado ser expresso em neurdnios piramidais
glutamatérgicos (Gallopin et al., 2006b; Refojo et al., 2011b) e em terminais sinapticos
(Yarur et al., 2020) no CPFm. Os nossos achados estdo em linha com evidéncias prévias
de que a ativacdo desse receptor reduziu correntes pds-sinapticas excitatorias (EPSCs)
(Orozco-Cabal et al., 2008) e facilitou correntes pds-sinapticas inibitdrias (IPSC) em
neurdnios piramidais do CPFm (Alizamini et al., 2022; Lv et al., 2024), sendo esse tltimo
efeito mediado por uma facilitagdo das correntes do receptor GABAA (Lv et al., 2024).
Entretanto, ¢ importante salientar que o receptor CRF; também parece possuir agdes
excitatorias no CPFm, uma vez que foi encontrado que a ativagdo desse receptor
localizado em terminais pré-sindpticos pode aumentar a liberagdo de glutamato e a
frequéncia de EPSCs (Alizamini et al., 2022; Yarur et al., 2020).

A expressao do receptor CRF; foi identificada exclusivamente em terminais pré-

sinapticos no CPFm (Yarur et al., 2020). Foi demonstrado que a ativacdo desses



receptores pré-sinapticos causou diminui¢do na liberacdo de glutamato e dos potenciais
de campo locais no CPFm (Yarur et al., 2021, 2020). Esses achados indicando uma agao
inibitéria do receptor CRF2 no CPFm também suportam os nossos dados.

Como discutido acima, estudos prévios em roedores forneceram evidéncias de que
o controle de respostas comportamentais pelo hemisfério esquerdo do CPFm parece ser
mediado por uma inibi¢do contralateral do CPFm direito (Cerqueira; Almeida; Sousa,
2008b; Santos-Costa et al., 2021). Entretanto, em contradi¢do a esses achados, nds ndo
identificamos efeito na ativagdo neuronial contralateral nos animais sujeitos ao
antagonismo dos receptores CRF1 ou CRF> nos hemisférios direito ou esquerdo do CPFm.
No proximo periodo nos iremos investigar os efeitos do antagonismo seletivo dos
receptores CRFeérgicos bilateralmente e unilateralmente no CPFm sobre as respostas
comportamental de congelamento e cardiovasculares desencadeadas pelo MCC (para
detalhes, ver seg¢dol()). Nesse sentido, os achados reportados no presente relatorio
indicam que um eventual controle unilateral dessas respostas do MCC por mecanismos
CRFérgicos no CPFm parece ser independente de uma modulagdo contralateral.

Pode-se notar que o nimero de células marcadas para a proteina Fos foi maior nos
animais submetidos ao procedimento para microinjec¢ao bilateral em relacdo aos animais
submetidos ao tratamento unilateral. Essa diferenc¢a fica evidente nas fotos de animais
representativos ilustrando a marcagdo para a proteina Fos (Figuras 84, 94 e 10A4). Essa
disparidade ndo est4 relacionada com diferencas na area analisada, j& que os valores
obtidos de células marcadas foram corrigidos pela area quantificada (dados expressos

2. Desse modo, as razdes para essa discrepancia nio

como “numero de células Fos/mm
estdo claras para nds. Uma possibilidade seria diferencas no protocolo experimental, ja
que os animais submetidos ao tratamento bilateral tiveram duas canulas intra-cerebrais
implantadas e foram submetidos ao procedimento de microinjecdo duas vezes
(hemisférios direito e esquerdo) no dia do experimento; ao passo que para as injecoes
unilaterais foi implantada uma canula unilateral, e os animais passaram pelo
procedimento de injecdo somente uma vez. De qualquer maneira, é importante salientar
que as diferencas parecem ser consistentes em todos os grupos experimentais em cada
condi¢do. Desse modo, considerando que a proposta foi avaliar o efeito dos tratamentos
em cada condi¢do experimental individualmente (i.e., bilateral ou unilateral nos
hemisfeérios direito ou esquerdo), parece que essa discrepdncia ndo afetou a andlise do

efeito do tratamento com os antagonistas de receptores CRFérgicos sobre a ativagdo

neuronial local em cada condi¢do experimental.



Em suma, os dados obtidos nesse protocolo indicam uma influéncia inibitoria dos
receptores CRFérgicos na ativagdo neuronial local no CPFm durante a exposi¢do ao
protocolo de MCC, e esse efeito parece depender do subtipo de receptor e do hemisfério

encefalico.

7.4. Efeito da microinjecdo BILATERAL no CPFm de antagonistas de receptores

CRFérgicos nas respostas condicionadas ao contexto

Com relagao aos dados obtidos durante o periodo referente ao presente relatério,
nos observamos com a microinjecao bilateral no CPFm de antisauvagine-30 (antagonista
seletivo do receptor CRF>) aumentou a expressao do comportamento de congelamento
durante a reexposicdo ao contexto condicionado aversivamente, ao passo que o
tratamento com CP376395 (antagonista seletivo do receptor CRF) reduziu a resposta
pressora. Os achados do tratamento bilateral com o antagonista do receptor CRF; sobre a
resposta de congelamento contrastam com dados publicados recentemente (Gomes-de-
Souza et al., 2024), bem como com dados prévios de Resstel e colaboradores (2006), em
que foi observado que a microinjec¢do bilateral de CoCl; (inibidor sindptico ndo-seletivo)
no CPFm diminuiu esse comportamento durante a reexposi¢ao a caixa em que 0s animais
receberam choque previamente. Entretanto, ¢ importante destacar evidéncias prévias de
que o receptor CRF; € expresso exclusivamente em terminais pré-sindpticos no CPFm
(Yarur et al., 2020), e que a ativacdo desse receptor pré-sinaptico causou diminui¢do na
liberagdo de glutamato e nos potenciais de campo locais no CPFm, o que sugere um efeito
local predominantemente inibitorio. A ideia de uma acdo inibitoria do receptor CRF> é
suportada por dados desse projeto reportados no relatdrio anterior em que o tratamento
unilateral nos hemisférios direito ou esquerdo com antagonista desse receptor em animais
submetidos ao protocolo de MCC aumentou a ativagao neuronial local (7abela 2). Desse
modo, em conjunto com os dados reportados no relatério em animais sujeitos ao
tratamento bilateral com CoCly, as evidéncias do presente projeto indicam que a ativacao
do receptor CRF> parece ser um mecanismo contra-regulatério no CPFm sobre as a¢des
de outros mecanismos neuroquimicos locais que medeiam o envolvimento do CPFm na
expressdo da resposta de congelamento durante o MCC através de um aumento na
ativacdo neuronial local. Nesse sentido, estudo prévios indicaram um envolvimento das
neurotransmissoes glutamatérgica, colinérgica, nitrégica e endovanildide nas respostados
do MCC (Fedoce et al., 2016; Moraes Resstel; De Aguiar Correa; Guimaraes, 2008b;

Terzian et al., 2014; Uliana et al., 2020). Importante destacar que foi relatado que a



neurotransmissao endocanabinoide local, atuando via o receptor CBi, também parece
atuar no CPFm inibindo a expressdo da resposta de congelamento desencadeada pelo
MCC (Lisboa et al., 2010a; Uliana et al., 2020). Entretanto, uma possivel interagao entre
as neurotransmissoes CRFérgicas e endocanabinoide nunca foi documentada, de modo
que estudos futuros sdo necessarios para investigar se os efeitos da ativagao dos receptores
CRF; e CB; sobre as respostas do MCC sao sinérgicas ou parte de uma mesma via de
sinalizagao.

O efeito de redugao no comportamento de congelamento desencadeado pelo
MCC nos animais sujeitos ao tratamento bilateral com CoCl, descritos acima (Gomes-
de-Souza et al., 2024; Resstel et al., 2006b) foi seguido por uma diminui¢ao nas respostas
pressoras e taquicardicas observadas durante a reexposicdo ao contexto condicionado
aversivamente. NOs observamos que o tratamento bilateral com o antagonista seletivo do
receptor CRF; reduziu a resposta pressora ao MCC, porém sem afetar a taquicardia. Desse
modo, os dados obtidos no periodo fornecem evidéncias de que a neurotransmissao
CRFérgica atuando via ativagao do receptor CRF; parece mediar, a0 menos em parte, o
controle pelo CPFm das respostas cardiovasculares ao MCC. Evidéncias prévias
indicaram que a ativag¢do do receptor CRF; em neurdnios piramidais do CPFm reduziu
correntes pos-sinapticas excitatorias (EPSCs) (Orozco-Cabal et al., 2008) e facilitou
correntes pos-sinapticas inibitorias (IPSC) (Alizamini et al., 2022; Lv et al., 2024), o que
indica efeitos predominantemente inibitorios na atividade neuronial local no CPFm.
Dados do presente estudo reportados no relatorio anterior estdo em linha com esses
achados, uma vez que observamos que o antagonismo do receptor CRF; unilateralmente
no hemisfério esquerdo aumentou a ativacdo neuronial local. Entretanto, o receptor CRF
também parece possuir agdes excitatorias no CPFm, uma vez que foi documentado que a
ativacgdo desse receptor localizado em terminais pré-sindpticos pode aumentar a liberagao
de glutamato e a frequéncia de EPSCs (Alizamini et al., 2022; Yarur et al., 2020). Além
disso, os dados relatados acima nao evidenciaram efeito do tratamento bilateral com o
antagonista do receptor CRF; sobre a ativagdo neuronial local (7abela 2). Desse modo, é
possivel que o envolvimento do receptor CRF; CPFm na expressdo da resposta pressora
ao MCC seja mediado por mecanismos que aumentam a ativagdo neuronial local. Além
disso, os nossos dados sugerem que o controle pelo CPFm da resposta taquicardica parece
ser mediada por mecanismos neuroquimicos independentes da neurotransmissao

CRFérgica.



7.5. Efeito da microinjecdo unilateral no HEMISFERIO ESQUERDO do CPFm de

antagonistas de receptores CRFérgicos nas respostas condicionadas ao contexto

Nos descrevemos no presente relatorio que o bloqueio sindptico ndo-seletivo do
CPFm esquerdo por meio da microinjecao unilateral no hemisfério esquerdo de CoCl»
(inibidor sindptico nao-seletivo) ndo afetou as respostas comportamentais e
cardiovasculares a0 MCC. Desse modo, o aumento no comportamento de congelamento
nos animais sujeitos ao antagonismo do receptor CRF2 no CPFm esquerdo e a reducdo da
resposta taquicardica apos o antagonismo dos receptores CRF; ou CRF> contrastam com
a auséncia de efeito da inibig¢do sindptica ndo-seletiva. Considerando a auséncia de efeito
com o bloqueio sindptico ndo-seletivo, uma possibilidade seria que os efeitos da
neurotransmissdo CRFérgica obtidos no presente estudo sejam contraregulados pela agao
oposta de outros mecanismos neuroquimicos locais, o que explicaria a auséncia de efeito
apos o bloqueio sindptico nao seletivo (ou seja, ambos 0s mecanismos estariam inibidos).

Como discutido acima, a expressdo do receptor CRF, foi identificada
exclusivamente em terminais pré-sinapticos no CPFm (Yarur et al., 2020), e a ativagao
desse receptor causou diminui¢do na liberacdo de glutamato e dos potenciais de campo
locais no CPFm (Yarur et al., 2021, 2020). Desse modo, os efeitos do CRF, sobre o
comportamento de congelamento e a taquicardia podem estar relacionados com uma
influéncia inibitéria sobre mecanismos excitatorios glutamatérgicos locais. Essa ideia ¢
reforcada por nossos dado de que o antagonismo do receptor CRF2 no CPFm esquerdo
aumentou a ativacao neuronial ipsilateralmente (7abela 2).

Com relacdo ao controle da taquicardia pelo receptor CRF| no CPFm esquerdo,
nos descrevemos que o antagonismo desse receptor no CPFm esquerdo causou aumento
da ativacdo neuronial local ipsilateralmente ao tratamento, o que sugere uma acao
predominantemente inibitoria. Evidéncias prévias indicaram que as agdes inibitorias do
receptor CRF; no CPFm parece estar relacionado com a ativacdo do receptor em
neurdnios piramidais (isto €, pos-sinapticamente) (Alizamini et al., 2022; Lv et al., 2024;
Orozco-Cabal et al., 2008). Desse modo, assim como no caso do controle mediado pelo
receptor CRF, o envolvimento do receptor CRF1 na resposta de taquicardia parece ser
contraregulado por mecanismos excitatorios locais atuando no hemisfério esquerdo do
CPFm.

Nossos achados descritos também indicaram que o antagonismo dos receptores
CRF: ou CRF; no CPFm esquerdo ndo causou alteracdo na ativacdo neuronial

contralateralmente (i.e., no hemisfério direito). Desse modo, contrario a nossa hipdtese



inicial de que o hemisfério esquerdo fornece uma agdo inibitéria sobre o hemisfério
direito no CPFm, esses achados fornecem evidéncias de que a regulagdo das respostas ao
MCC pelos receptores CRF no CPFm esquerdo ¢ independente de uma modulagdo na

atividade do CPFm direito.

7.6. Efeito da microinjecdo unilateral no HEMISFERIO DIREITO do CPFm de

antagonistas de receptores CRFérgicos nas respostas condicionadas ao contexto

Nos apresentamos no presente relatorio dados preliminares (n=3/grupo) relativos
ao efeito do antagonismo do receptor CRF; no CPFm direito sobre as respostas ao MCC.
Nos observamos que a microinje¢do unilateral no hemisfério direito do CPFm de
CP376395 (antagonista seletivo do receptor CRF) ndo causou alteragdes estatisticamente
significativas sobre o comportamento de congelamento e as respostas cardiovasculares
durante a reexposi¢do ao contexto condicionado aversivamente. O tratamento também
ndo afetou os comportamentos de autolimpeza, levantamentos e cruzamentos. Como

citado anteriormente, apesar do encerramento da bolsa PD-FAPESP, o pesquisador dara

continuidade ao desenvolvimento desse projeto por meio de uma bolsa PIPD-CAPES, de

modo que nos planejamos CONCLUIR nos proximos meses 0s_experimentos pard

avaliacdo do envolvimento de receptores CRF no CPFm direito nas respostas

cardiovasculares e comportamentais ao MCC.

8. ASPECTOS GERAIS

Um importante aspecto a ser destacado € a dissociagdo no controle das respostas
de congelamento e cardiovasculares ao MCC pela neurotransmissdo CRFérgica no
CPFm. Essa dissociagao foi observada no efeito do tratamento bilateral com o antagonista
do receptor CRF> sobre a resposta de congelamento e do antagonista do receptor CRF
sobre a resposta pressora. Efeitos diferentes dos antagonistas dos receptores CRF sobre
as respostas de congelamento e a taquicardia ao MCC também foi evidenciado com o
tratamento unilateral no hemisfério esquerdo do CPFm (para detalhes, ver Tabela 2). Um
controle dissociado das respostas cardiovasculares e de congelamento evocadas por CFC
foi relatado em outras areas encefalicas. Por exemplo, a microinje¢ao bilateral de CoCl»
no hipocampo dorsal 10 minutos antes da reexposi¢do a camara de choque reduziu
significativamente as respostas cardiovasculares, porém sem afetar a resposta de
congelamento (Resstel et al., 2008b). Foi também reportado um papel oposto da matéria
cinzenta periaqueductal ventrolateral nas respostas comportamentais e cardiovasculares

ao MCC, de modo que essa regido do tronco cerebral estaria envolvida na expressao do



comportamento de congelamento em paralelo a um papel inibitdério sobre a resposta de
FC (porém sem afetar a resposta pressora) (Walker; Carrive, 2003). Em conjunto, esses
dados fornecem evidéncias da existéncia de circuitos encefalicos especificos envolvidos
na expressao das respostas comportamentais e cardiovasculares ao MCC, incluindo vias
paralelas para a expressao das respostas pressora e taquicardica. Desse modo, os dados
documentados no presente relatério sugerem que o CPFm através da agdo da
neurotransmissdo CRFérgica parece atuar de maneira especifica nos varios circuitos

envolvidos na expressao das reagoes de defesa ao MCC.



9. CONCLUSAO

Em resumo, os resultados obtidos no presente estudo indicam uma lateralizacao
funcional no processamento pelo CPFm do comportamento de congelamento durante a
reexposi¢ao ao contexto condicionado aversivamente, sendo o hemisfério direito desta
estrutura cortical necessario e suficiente para a expressao deste comportamento.

Adicionalmente, os dados moleculares indicam uma influéncia inibitéria dos
receptores CRFérgicos na ativacdo neuronial local no CPFm durante a exposi¢do ao
protocolo de MCC, e esse efeito parece depender do subtipo de receptor e do hemisfério
encefalico.

E além disso, evidenciamos um envolvimento da neurotransmissao CRFérgica
do CPFm nas respostas de congelamento e cardiovasculares ao MCC. Esse controle
parece ser lateralizado e envolver ambos os receptores CRFérgicos (isto ¢, receptores
CRF; e CRF;). Além disso, o controle das respostas comportamentais e cardiovasculares
parece ser dissociado, de modo que os receptores CRF; e CRF; parecem participar de
circuitos paralelos envolvidos na expressao das respostas de congelamento, pressora e

taquicardica.

10. DIFICULDADES ENCONTRADAS NO PERIODO

Durante o periodo referente a bolsa de pos-doutorado tivemos algumas
dificuldades que resultaram em atraso na execu¢do do projeto. A seguir, uma breve
explanagdo acerca das dificuldades encontradas.

Inicialmente, tivemos problemas durante a fase de padronizacio do medo
condicionado ao contexto no laboratorio (lembrando que esse era um modelo
experimental novo a ser implantado no grupo de pesquisa). A dificuldade inicialmente

centrou-se no processo de aquisicdo da caixa de condicionamento e adequacdo do

aparato de condicionamento. Nesse sentido, para agilizar o inicio do desenvolvimento do

projeto antes da compra de uma caixa de condicionamento, nés trabalhamos junto a
empresa AVS projetos (Sao Carlos/SP) para adaptar duas caixas de condicionamento
operante que tinhamos disponiveis no laboratério e ndo estavam sendo utilizadas. A
estratégia funcionou, mas durante o processo foi necessario vindas do técnico da empresa
ao nosso laboratodrio e idas nossas até Sao Carlos para a realizacdo de alguns ajustes até
que a caixa estivesse funcionando adequadamente. Apo6s o funcionamento adequado da

caixa de condicionamento, noés também gastamos mais tempo do que o planejado na



padronizacao do modelo experimental, e essa etapa foi concluida com a colaboragao
importante do Prof. Dr. Leonardo Resstel (FMRP/USP). Na padronizagao, estabelecemos
protocolos de medo condicionado ao contexto de baixa e alta intensidade. Para o
protocolo de baixa intensidade foi estabelecida a corrente de 0,9 mA/2s (3 choques), na
qual gerou resposta de congelamento em torno de 50% durante a sessao teste do protocolo
(Figura 11), ao passo que para o protocolo de alta intensidade usamos pardmetros como
apresentado na proposta inicial (1,5 mA/3s, 6 choques), que resultou em 80% de
congelamento durante a reexposi¢ao ao contexto aversivo (Figura 11). A padronizagdo de
diferentes intensidades de protocolo € relevante, ao viabilizar a adequacao do protocolo
de acordo com o objetivo do estudo (por exemplo, uso de protocolo de baixa intensidade
pode ser mais adequado em situagdes de intervencdes em que se espera facilitagdo da

resposta emocional condicionada).

Figura 11 - Valores médios de % congelamento durante todo o periodo de reexposi¢do ao contexto
condicionado aversivamente em aniamis submetidos ao protocolo MCC de baixa intensidade (3 choques
de 0,9 mA/2seg durante a sessdo de condicionamento) e de alta intensidade (6 choques de 1,5 mA/3seg
durante a sessdo de condicionamento). A ANOVA monofatorial (F,10= 60,89; P<0,0001) seguida do p6s-
teste de Bonferroni indicou efeito dos protocolos de baixa (P<0,0001) e alta (P<0,0001) intensidade em
relacdo aos animais ndo-condicionados (controle). Os valores representam a média+EPM.
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Figura 11 - Valores médios de % congelamento durante todo o periodo de reexposi¢do ao contexto
condicionado aversivamente em aniamis submetidos ao protocolo MCC de baixa intensidade (3 choques
de 0,9 mA/2seg durante a sessdo de condicionamento) e de alta intensidade (6 choques de 1,5 mA/3seg
durante a sessdo de condicionamento). A ANOVA monofatorial (F,10= 60,89; P<0,0001) seguida do p6s-
teste de Bonferroni indicou efeito dos protocolos de baixa (P<0,0001) e alta (P<0,0001) intensidade em
relagdo aos animais ndo-condicionados (controle). Os valores representam a média+=EPM.

Cabe também destacar que durante o desenvolvimento do projeto foi necessario a
realizagdo de experimentos adicionais em relacdo aqueles planejados inicialmente. Por

exemplo, nos tivemos que repetir duas vezes os experimentos para avaliacdo do efeito do



tratamento unilateral do hemisfério esquerdo do CPFm com CoCl,, uma vez que apesar
dos animais apresentarem as respostas tipicas de aumento da pressdo arterial e
comportamento de congelamento durante a reexposi¢do ao contexto condicionado
aversivamente, a resposta taquicardica nao foi expressa em nenhum dos grupos
experimentais. Essa caracteristica de resposta fez parte de um problema maior que afetou
outros modelos experimentais do grupo (por exemplo, estresse de restricdo), em que os
animais também ndo manifestavam resposta de aumento da frequéncia cardiaca, e pareceu
estar relacionado com caracteristicas peculiares de alguns lotes de animais. Apesar do

problema ter sido sanado, isso acarretou atraso no desenvolvimento do estudo.

Outra dificuldade encontrada foi em relacdo aos dados de congelamento. Ao
comparar os % de congelamento dos dados apresentados no presente relatorio em relagdo
aqueles apresentados no relatorio anterior nos animais tratados com CoCl; (dados
apresentados neste relatorio), pode-se notar que a expressao desse comportamento foi
reduzida (40% versus 70-80%). Uma diferenga em relacdo aos dois estudos foi o local
onde os animais foram adquiridos. No segundo semestre de 2023 a UNESP interrompeu
o fornecimento de ratos durante um processo de transi¢ao para a producao de animais em
um novo prédio sob novas condi¢des sanitarias (SPF). Por conta disso, os experimentos
avaliando o efeito do CoCl, (dados apresentados no relatorio anterior) usaram animais do
antigo Biotério de Produ¢do da UNESP (Botucatu/SP) (1° semestre 2023) e da Empresa
Anilab (Paulinia/SP) (2° semestre 2023). No6s ndo notamos diferencas no comportamento
dos animais obtidos do antigo biotério da UNESP e da Empresa Anilab nos experimentos
realizados ao longo de 2023, como pode ser notado pela homogeneidade dos dados
reportados no relatorio anterior. A partir do inicio de 2024 nds passamos a adquirir 0s
animais do novo Biotério de Produg¢ao da UNESP (Botucatu/SP), e nos chamou a atengao
areducdo no comportamento de congelamento nos experimentos realizados nesse ano em
relacdo aos dados obtidos em 2023.

Para avaliar possiveis diferengas na expressao das respostas condicionadas nos
animais oriundos do novo Biotério de Producdo da UNESP em relacdo ao de animais
fornecidos pela Empresa Anilab, n6s comparamos a resposta de congelamento ao MCC
nesses animais. Como apresentado na Figura 18, para o mesmo protocolo de MCC, os
animais oriundos de Botucatu tiveram uma redu¢@o na expressao do comportamento de
congelamento em relagdo aos animais da Empresa Anilab. Nos ndo avaliamos as respostas

cardiovasculares nesse teste, visto que as respostas pressora (~10mmHg) e taquicardica



(~40mmHg) foram similares nos dados apresentados no presente relatorio e no relatorio
anterior. Desse modo, os animais fornecidos pelo novo Biotério de Produ¢dao da UNESP
parecem apresentar algum tipo de prejuizo na expressdo do comportamento de
congelamento, o que parece nao ser refletida nas outras respostas defensivas. As razoes
para a diferenca ndo estdo totalmente claras (a linhagem, sexo e idade foram as mesmas),

mas a condi¢do de manutencdo (convencional x SPF) pode ser um fator.
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Figura 18 - (Superior) Curvas temporais e valores médios durante toda a sessdo do % de congelamento durante a
reexposi¢do a caixa de condicionamento em animais obtidos do novo biotério de criagdo da UNESP (ratos Botucatu,
n=10) e da Empresa Anilab (ratos Paulinia, n=10). Os valores em todos os graficos representam a média+tEPM. #
P<0,05, ANOVA bifatorial para a curva temporal (grafico & esquerda) e teste ¢ Student para o grafico de barras
(grafico "a direita). (Inferior) Frequéncia de manifestacdo de comportamentos de limpeza (grooming), levantamentos
(rearing) e cruzamentos durante a re-exposi¢do a camara de condicionamento em animais obtidos do novo biotério de
criagdo da UNESP (ratos Botucatu, n=10) e da Empresa Anilab (ratos Paulinia, n=10). Os valores em todos os graficos
representam a média+EPM. * P<0,05, teste ¢ Student.

De qualquer maneira, considerando que todos os dados documentados no
presente relatorio foram obtidos dos animais fornecidos pelo novo biotério da UNESP,

nos _ndo acreditamos que a diferenca na manifestacdo do comportamento de

congelamento em relacdo aos animais de outras fontes tenha afetado a investigacdo do

envolvimento de receptores CRF no CPFm nesse comportamento (jd _que o

comportamento foi consistente ao longo de todos os experimentos). Nesse sentido, é

importante destacar que o % de congelamento obtido no dado apresentado na Figura 18
(42+3%) é superior em relagdo aquele obtido durante a padronizagdo do modelo de MCC

em animais expostos a caixa de condicionamento, mas que ndo receberam choque



anteriormente (i.e., animais ndo-condicionados) (4+1%), o que indica que o protocolo
de MCC foi efetivo em induzir respostas condicionadas nos animais do novo biotério da
UNESP. As respostas cardiovasculares similares nos dados obtidos no periodo anterior
em relag¢do aos dados apresentados no presente relatorio refor¢cam a ideia de efetividade
do protocolo de MCC nos dados obtidos no periodo referente ao presente relatorio. Alem
disso, estudos prévios avaliaram mecanismos neurobiologicos nas respostas ao MCC em
condicoes experimentais com % congelamento similares aqueles obtidos no presente
estudo (Lisboa et al, nt J Neuropsychopharmacol 13(9):1163-73, 2010, Fedoce et al,
Psychopharmacology  233(2):267-80, 2016,  Borges-Assis et al, Prog
Neuropsychopharmacol Biol Psychiatry 125:110739, 2023).

Uma outra dificuldade encontrada foi a inviabilizagdo da execug¢do do projeto do

Estagio em Pesquisa no Exterior — BEPE, pois o aluno iria aprender as técnicas de

analises morfologicas que consistem em procedimentos estereologicos e analise de

arborizacdo dendritica (ver itens 3.11.1 e 3.11.2) que ficou impossibilitado a execucdo

desses procedimentos. Segue abaixo a justificava enviada e aprovada no relatorio

cientifico da bolsa BEPE (n° processo FAPESP: 2023/00542-0).

O Dr. Lucas chegou em Braga/Portugal no dia 01 de junho de 2023, mesmo dia
em que se apresentou no Instituto de Ciéncias da Vida e Saude (ICVS) da Universidade
do Minho e foi recebido pelo supervisor do exterior. Nesse primeiro contato o bolsista foi
autorizado a acompanhar os demais alunos do laboratdrio, de modo a visualizar algumas
técnicas, além de participar das reunides do grupo. Nas semanas seguintes, durante a
discussdao com o supervisor do exterior para elaborar estratégias para o inicio da execugao
do projeto proposto, foi informado da necessidade de realizacdo de treinamentos para o
acesso ao biotério e realizagdo dos experimentos usando animais. No entanto, a
coordenadoria responsavel pelo oferecimento do curso passou por um periodo de recesso
no més de julho/2023, além de recesso de férias no més de agosto/2023, o que

impossibilitou o bolsista de iniciar o treinamento. Nesse periodo houveram vdarias

tentativas por parte do supervisor do exterior em garantiv um acesso tempordrio para o

bolsista até que o treinamento fosse realizado, porém sem sucesso.

Assim, tao logo a coordenadoria retomou o oferecimento dos treinamentos em
setembro/2023 o bolsista participou da formagdo de iniciacao do biotério do ICVS, com

duragdo de 2 horas. Durante esse curso foram esclarecidas as duvidas do bolsista acerca



do processo de treinamento para o uso de animais em pesquisa, sendo informado que para
iniciar os seus experimentos ele teria que finalizar o 19° curso de Ciéncias de Animais de
Laboratdrio, que foi ministrado no periodo de 26 de fevereiro a 08 de margo de 2024 pela
ICVS/Universidade de Braga. Foi esclarecido que para a realizagdo de experimentos
envolvendo animais o pesquisador necessita da capacitacao tedrico-pratica oferecida por
esse curso, de modo a atender as recomendagdes da Comissdo Europeia para o quadro de
educacdo e formacdo, abrangendo moédulos de formagao necessarios para pessoas de
todas as fungdes a), b), ¢), d), conforme estabelecido no Artigo 23 da Diretiva 2010/63/UE
(incluindo legislagao nacional) ou no Artigo 31° do Decreto-Lei 113/2013 de 7 de agosto.
Considerando que a vigéncia da bolsa BEPE encerra em 30 de abril de 2024, e a formagao
necessaria para a realizagdo dos experimentos encerraria em margo/2024, tornou-se

inviavel a execucdo do projeto proposto. O supervisor do exterior tentou buscar

alternativas para o desenvolvimento do projeto, como a realizacdo do treinamento em

outras Instituicoes de Portugal (ex. Universidade do Porto), porém essa opcdo também

se mostrou inviavel em garantir acesso do bolsista aos animais em tempo razodvel para

a execugdo do projeto. Diante disso, em comum acordo o supervisor do exterior (ver carta

em anexo 1), supervisor do Brasil e o bolsista chegaram ao consenso de que a interrupg¢ao

da bolsa BEPE seria a melhor decisio.

Vale ressaltar que apesar do impedimento na realizagdo dos experimentos
propostos no projeto BEPE, durante o periodo em que esteve no exterior o bolsista
auxiliou outros alunos do laboratdrio, o que forneceu contato com a rotina do laboratério
e as técnicas desenvolvidas pelo grupo. Além disso, participou de evento local da
Universidade do Minho (Retiro de Verao 2023 do ICVY), realizado entre os dias 28 e 29
de junho de 2023 no Mosteiro de Tibaes (Braga/Portugal), em que teve contato com outras

linhas de pesquisa e estudos desenvolvidas na Instituicao.

Gostariamos de destacar que o encerramento antecipado da vigéncia da bolsa BEPE ja

foi analisado e aprovado pela FAPESP (por gentileza, ver documento anexado no final

desse relatorio.

Por fim, com o intuito de esclarecer e concluir a finalizagdo dos protocolos
descritos neste relatorio, informamos que ha um projeto regular FAPESP em vigéncia sob
minha supervisdo (processo n® 2020/06260-3), o qual estd diretamente vinculado ao
projeto de pos-doutorado que originou o presente relatdrio. O Dr. Lucas Gomes de Souza,



atualmente bolsista de pos-doutorado (CAPES), encontra-se em fase de execucdo dos
ensaios experimentais destinados a anélise da expressao génica dos receptores CRF1 e
CRF2 em neurbnios ativados do CPFm em resposta a estimulagio do MCC
(correspondente ao objetivo 2 da proposta inicial). Conforme o planejamento inicial,
essas analises estdo sendo conduzidas pelo Dr. Lucas no laboratério do Prof. Fabio Cruz,
na Escola Paulista de Medicina da UNIFESP, no ambito do projeto de pds-doutorado
apoiado pela FAPESP (processo n° 2020/11827-7). Adicionalmente, os experimentos
referentes a investigacao do papel dos receptores CRF1 e CRF2 no CPFm ventral, bem
como a avaliacdo das respostas de congelamento e cardiovasculares induzidas pelo MCC
em um modelo de estresse cronico, também foram realizados pelo referido pesquisador.
Assim, mesmo com a finalizacdo do presente processo, permanecemos comprometidos
em relatar os resultados obtidos a FAPESP, conforme previsto no escopo do projeto

regular mencionado.

10. OUTRAS ATIVIDADES DESENVOLVIDAS PELO BOLSISTA NO
PERIODO

10.1. Outras atividades relacionadas ao desenvolvimento do projeto

Além dos dados descritos acima, no periodo também foram finalizados os
experimentos para analise da expressdao génica dos receptores CRF; e CRF, em
neurdnios ativados do CPFm pelo MCC (objetivo 2 da proposta inicial). Para essa
andlise foi realizada a separacdo dos neurdnios ativados por meio da técnica de
citometria de fluxo [Classifica¢do celular ativada pela fluorescéncia (FACS)],
seguida da analise RT-qPCR para investigar a expressdo génica dos receptores
CRFérgicos nas células separadas. Essas analises foram realizadas em colaboragdo
com o Prof. Fabio Cruz da EPM-UNIFESP. As amostras do CPFm j4 foram coletadas
e encaminhadas para o laboratorio do Prof. Fabio Cruz, de modo que o Dr. Lucas ira
para o laboratorio do Prof. Fabio Cruz para executar os ensaios e analises dos dados.

10.1. Atividades cientificas
e Participagdo como Banca Examinadora do Trabalho de Conclusao do Curso de
Farmaécia, da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas do Campus de Araraquara da
UNESP, do trabalho intitulado "PADRAO DE USO DE BENZODIAZEPINICOS
NO BRASIL: UMA REVISAO NARRATIVA", de autoria do académico
Alessandro de Paula Alves, em 11 de dezembro de 2024. (o certificado de
participagdo foi anexado em “outros documentos”).

e Participagdo como Banca Examinadora do Trabalho de Conclusao do Curso de
Farmécia, da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas do Campus de Araraquara da
UNESP, do trabalho intitulado "AVALIACAO DA MEMORIA DE CURTO E
LONGO PRAZO EM RESPOSTA A UM ANTAGONISTA DE RECEPTORES
HISTAMINERGICOS H3 EM RATOS", de autoria da académica Ghutyara
Gabriela Moreira da Silva, em 13 de dezembro de 2024. (o certificado de
participagdo foi anexado em “outros documentos”).



Participagdo como Banca Examinadora do Tese de Sarah Jauregui Zela, do
Programa de Poés-Graduagdo em Ciéncias Farmacéuticas da Universidade
Estadual do Centro-Oeste com o trabalho intitulado “Desenvolvimento de Cocristais
de Lamotrigina e Avaliagdo In Vitro/In silico/In Vivo”, em 12 de julho de 2024. (o
certificado de participagdo foi anexado em “outros documentos”).

Participacdo como Banca Examinadora do Trabalho de Conclusdo do Curso de
Farmacia, da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas do Campus de Araraquara da
UNESP, do trabalho intitulado "PADRAO DE USO DE BENZODIAZEPINICOS
NO BRASIL: UMA REVISAO NARRATIVA", de autoria do académico
Alessandro de Paula Alves, em 11 de dezembro de 2024. (o certificado de
participagdo foi anexado em “outros documentos”).

Participacdo como Banca Examinadora do Trabalho de Conclusdo do Curso de
Farmacia, da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas do Campus de Araraquara da
UNESP, do trabalho intitulado "AVALIACAO DA RESPOSTA DE
RECEPTORES HISTAMINERGICOS H; AO FARMACO ANTAGONISTA
OPH CMP; PARA TRATAMENTO DE MEMORIA A CURTO E LONGO
PRAZO EM RATOS", de autoria da académica Mayara Alcatrao Augusto, em 14
de dezembro de 2023. (o certificado de participa¢do foi anexado em “outros
documentos”).

Participacdo como Banca Examinadora do Trabalho de Conclusdo do Curso de
Farmacia, da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas do Campus de Araraquara da
UNESP, do trabalho intitulado "AVALIACAO DO HIPOCAMPO EM
RESPOSTAS DEFENSIVAS DE CAMUNDONGOS SUBMETIDOS AO
ESTRESSE DE DERROTA PSICOSSOCIAL", de autoria do académico Vitor
Gongalves Garcia, em 15 de dezembro de 2023. (o certificado de participagdo foi
anexado em “outros documentos”).
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