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SOARES, VPMN. O papel do sistema orexinérgico no cortex pré-frontal
medial na expressdo de comportamentos relacionados ao medo inato e a
ansiedade. 2021. 112p. Disserta¢ao (Mestrado em Biociéncias) — Universidade
Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” (UNESP), Faculdade de Ciéncias e
Letras, Assis, 2021.

RESUMO

A habilidade para distinguir entre estimulos aversivos (repulsores),
neutros e apetitivos (atratores) € essencial para a sobrevivéncia. Projecfes de
neurdnios orexinérgicos do hipotdlamo para estruturas limbicas, como aquelas
para diferentes regibes da parte rostromedial do lobo frontal (mMPFC, do inglés
medial prefrontal cortex), sugerem que 0s mecanismos orexinérgicos no cortex
pré-limbico (PL), uma sub-regido do mPFC, estdo envolvidos no processamento
do medo e da ansiedade. Investigou-se o papel de receptores orexinérgicos do
tipo 1 (OX1R) e do tipo 2 (OX2R) no PL, nessas emocdes, a partir do confronto
entre camundongos e um besouro-rob6 com movimentos erraticos. O blogueio
seletivo de OX1iR e OXz2R no PL com SB 334867 (3, 30, 300 NM) e TCS OX2 29
(3, 30, 300 NM), respectivamente, ndo alterou nem o0 comportamento
exploratério, nem a expressdo dos comportamentos defensivos, tais como a
esquiva, salto ou imobilidade defensiva (feezing), mas aumentou
significantemente os comportamentos de aproximacao e tolerancia na maior
dose testada (300 NM) em uma arena de maior tamanho. Estes dados podem
ser interpretados como evidéncia de uma avaliacdo cognitiva alterada do
estimulo ameacador. Consequentemente, o sistema orexinérgico parece estar
relacionado com a percepcéo do estimulo frente ao perigo e a ameacgas via OX1iR
e OX2R.

Palavras-chave: Cortex “pré-frontal” medial; medo; beetle mania task; sistema

orexinérgico



SOARES, VPMN. The role of orexinergic system in the medial prefrontal
cortex on the expression of behaviors related to innate fear and anxiety.
2021. 112p. Dissertation (Master in Biosciences) — Sao Paulo State University
(UNESP), School of Sciences, Humanities and Literature, Assis, 2021.

ABSTRACT

The ability to distinguish between threatening (repulsors), neutral and
appetitive stimuli (attractors) stimuli is essential for survival. The orexinergic
neurons of hypothalamus projecting to the limbic structures, such as different
subregions of medial prefrontal cortex (MPFC), suggests that the orexinergic
mechanism in the prelimbic cortex (PL), a subregion of mPFC, is involved in the
processing of fear and anxiety. We investigated the role of orexin receptors type
1 (OX:1R) and type 2 (OX2R) in the PL for such processes upon confrontation with
an erratically moving robo-beetle in mice. Selective blockade of OX:R and OX2R
in the PL with SB 334867 (3, 30, 300 NM) and TCS OX2 29 (3, 30, 300 NM),
respectively, did not affect general exploratory behavior or reactive fear such as
avoidance, jumping or freezing, but significantly enhanced tolerance and
approach behavior at the highest dose tested (300 NM) at a large arena. We
interpreted these findings as evidence for an altered cognitive appraisal of the
threatening stimulus. Consequently, the orexin system seems to bias the

perception of stimuli towards danger or threat via OX1R and OX2R in the PL.

Keywords: Medial prefrontal cortex; fear; beetle mania task; orexinergic system.
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INTRODUCAO

1. Prélogo

A fim de se preservar o aspecto inestimavel a todos 0s organismos Vivos,
a vida, os animais desenvolveram comportamentos defensivos que foram
moldados a partir de pressdes ambientais e que usualmente permeiam
emocdes, como 0 medo e a ansiedade, frente ao perigo ao bem-estar animal
gue o mundo natural apresenta, o que se reflete na diversidade da pressao
exercida por predadores e ataques de animais coespecificos.

Proposto por Darwin (1872) em seu livro “A expressdo das emogdes nos
homens e animais”, comportamentos defensivos refletem estados emocionais
internos de animais, pelo menos em mamiferos. Estados estes que
subjetivamente sdo percebidos por seres humanos como medo ou ansiedade
(LE DOUX, 2012).

O medo e a ansiedade frequentemente estdo correlacionados a presenca
de uma ameaca (GRAEFF, 2007) e sdo responsaveis por eliciar respostas
comportamentais defensivas que permitem que organismos reduzam o nivel da
ameaca e, assim, aumentem as chances de sobrevivéncia (BLANCHARD e
BLANCHARD, 1988) uma vez que animais silvestres e seres humanos detectam
e respondem mais rapidamente a estimulos ameacadores do que né&o
ameacadores no mundo natural (REN e TAO, 2020).

De acordo com Blanchard e Blanchard (1988), o medo é associado a uma
estratégia defensiva frente a um perigo real (situagdo em que a ameaca esta
presente), enquanto que a ansiedade se associa com um comportamento de

avaliacdo de risco que pode ser evocado por ameacas de caréater circunstancial,
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potencial e antecipatéria. Sendo assim, sdo emocbes fundamentais a
sobrevivéncia dos diversos organismos, incluindo a dos seres humanos, uma
vez que os preparam para enfrentar situacoes de perigo e ameacas, 0 que pode
ser crucial para a manutencgéo da vida.

No entanto, em linhas gerais, tais comportamentos podem ser mal
adaptativos na medida em que sdo expressos em situacfes em que ndo ha uma
demanda ambiental ou contextual para a protecéo do organismo, ocasionando,
assim, no ser humano, uma diminuicdo da qualidade de vida e,
subsequentemente o estabelecimento de um potencial gatilho para o
desenvolvimento de transtornos psiquiatricos como, por exemplo, o transtorno
de ansiedade generalizada (TAG) e o transtorno do panico (TP). Diante disso,
os estudos acerca das bases biolégicas dos comportamentos defensivos sdo um
importante processo de estabelecimento dos possiveis caminhos para o

tratamento de alguns transtornos psiquiatricos.

2. Aspectos evolutivos dos comportamentos defensivos

O caréter continuo da evolugéo e as teorias evolucionistas, ressaltam-se
agui as teorias de Charles Darwin e Lamarck (1859 e 1809, respectivamente),
dao-nos a concepcao de que comportamentos defensivos que emergiram em
organismos mais basais no fluxo da historia evolutiva conservaram-se em
organismos mais recentes que partilham de uma mesma filogenia.

N&o obstante, quando se analisa o centro controlador de comportamentos
sob a Optica da evolucéo, o sistema nervoso, hdo ha como ndo assentir que o
cérebro também néo seja fruto de mudancas graduais esculpidas por pressdes

ambientais. De fato, compartilhamos de estruturas neurais filéticas com outros
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animais e, como consequéncia natural, comportamentos de defesa
(WEICKENMEIER et al., 2018; CROXSON et al., 2017; HELFRICH-FORSTER,
2004).

Proposta por Fanselow e Lester (1988), a hip6tese da iminéncia da
ameaca sugere quais comportamentos defensivos serao elencados em situagéo
da iminéncia da predacdo baseada na proximidade espacial da ameaca (figura
1). Na medida em que a ameaca se torna cada vez mais proximal, diferentes
estados emocionais e comportamentos sdo evocados.

Se a ameaca € proxima, o animal utliza de determinados
comportamentos com objetivo de maximizar sua sobrevivéncia como visto pelo
comportamento de imobilidade defensiva ou “congelamento” (o animal
permanece imével na crenca de que ndo serd notado pela ameaca), fuga e
esquiva, comportamentos relacionados ao afastamento do animal em relacéo a
ameaca, esta real ou ausente de perigo real, respectivamente (BLANCHARD e
BLANCHARD, 1988). Tais comportamentos defensivos caracterizam respostas
comportamentais relacionadas ao medo (MOBBS et al., 2020). Em suma,
constata-se estado de panico do animal, quando este apresenta imobilidade
defensiva e/ou fuga (COIMBRA et al., 2017) frente ao ataque por exemplo de um
predador. O comportamento de fuga explosivo, ndo mais direcionado e sim
erratico, de maneira que ndao se vé mais uma estratégia comportamental
defensiva tem sido também considerado um ataque de panico (Almada et al.,
2021). De fato, p.ex., pinguins de Humboldt s&o conhecidos por suas reagdes de
medo frente a seres humanos e, em algumas ocasides, fogem erraticamente em
panico rumo a morte por se ferirem em acidentes geograficos da regiao;

FOWLER, 1999).

21



Ameaga Critica

A
Seguro Pré-encontro ameacga Pd&s-encontro ameaga
Ameaca n3o presente mas Ameaca nao presente mas
pode Vir a ocorrer em um ha aumento de chance de Ameaca presente mas sem
futuro distante vir a ocorrer em um futuro efetuar o ataque
distante
Muito baixa Baixa  Baixa-Média Alta Muito Alta Ataque Ataque
l J Distal Proximal
Probabilidade de Ataque
B .
Cuidado Cuidado
_ Congelamento
Prospecgao Prospecc¢ao o Avaliagao Congelamento
. Avaliacs . Avaliagao /
Avaliagdo Anciedode valiacdo AA:\Sl_ed;q? . _[ Ansiedade Defiriclio de Medo Fugs
_ i sz Antecipatoria reocupagad iti Esquival
Preocupacad Intermitente Preocupaga 1P Defh.zéo ) encontro ettt Cognitivo squival
g i
Definicao de Definigao de 20!
estratégias estratégias estratégias Fuga Fuga
Fuga
: P : Dezenas de
~Dias Mini Horas i Seg = :
as Minskion: e inion Segundos Milisegundos

Fig. 1. Representacdo esquematica da hipotese da iminéncia da ameaca proposta por Fanselow e Lester (1988) correlacionando a probabilidade
de ataque da ameacga (A) com seus respectivos comportamentos defensivos evocados pela proximidade espacial da ameaga e seus estados

emocionais (B). Adaptado de Mobbs et al., 2020.
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3. Circuitos neurais dos comportamentos defensivos

Blanchard e Blanchard (1989) caracterizam esses comportamentos
defensivos como ndo dependentes de uma experiéncia prévia do prejuizo do
animal em relacdo a ameaca, logo, sendo independentes de um processo de
aprendizado do perigo, da ameacga e, portanto, como comportamentos do medo
inato, o qual teria o encéfalo como centro controlador e integrador.

O encéfalo processa diversos tipos de comportamentos, ndo apenas
comportamentos motores essenciais & manutengéo da vida, como andar, comer
e fugir, mas, também todos os tipos de comportamentos e atos cognitivos
complexos, como o0 pensamento, memaria, emocdes e estimulos sensoriais.

Para se compreender a maneira pela qual estimulos sensoriais estdo
vinculados a comportamentos defensivos, faz-se necesséario seccionar
diferentes regides anatdbmicas encefalicas em uma primeira instancia, para
entdo, paulatinamente, acrescentar regides encefédlicas no panorama da
investigagdo e identificar circuitos neurais envolvidos no processamento de
diferentes comportamentos defensivos.

Sendo assim, os diversos tipos de ameaca sao percebidas pelo encéfalo
através de diferentes modalidades sensoriais como, por exemplo, olfativas,
visuais e auditivas, em diferentes regides anatdmicas e circuitos encefalicos.

Enfatiza-se aqui que o0s dados apresentados a seguir Ssao
majoritariamente provenientes de estudos realizados com roedores, uma vez
gue sao os modelos de organismos mais utilizados para se estudar os circuitos

neurais do medo e, estdo sumarizados na figura 2.
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3.1. Estimulos olfativos

Roedores possuem o bulbo olfatério (OB), uma estrutura cortical que
transmite a informagéao do cheiro para outras regides cerebrais, mais avantajado
do que seres humanos (SHIPLEY et al., 2003). E razoavel assumir que estimulos
olfativos sdo de grande importancia para a génese dos comportamentos
defensivos.

O sistema olfatorio pode ser divido em dois componentes centrais: (I) o
sistema olfatério central (MOS) que consiste no epitélio olfatério na cavidade
nasal onde ocorre a transducéo de odores volateis e 0 OB e suas conexdes com
outras regides do cérebro; e (ll) o sistema olfatério acessorio (AOS) que consiste
no o6rgdo vomeronasal (VNO) localizado na cavidade nasal onde ocorre a
transducéo de feromdnios e o bulbo olfatério acessorio (AOB) e suas conexdes
com outras regides do cérebro (ENNIS et al., 2015).

A utilizacggo do TMT (2,5-dihydro-2,4,5-trimethylthiazoline), um
componente presente nas fezes de raposas, induz o comportamento de
“congelamento” em roedores expostos ao odor, indicando, dessa maneira, que
estimulos sensoriais olfativos podem modular respostas defensivas (RAMPIN et
al., 2018). O TMT é detectado por neurdnios do epitélio nasal que se projetam
para o OB que, por usa vez, projeta-se para o nucleo cortical do complexo
amigdaloide (CoA) (MIYAMICHI et al., 2011). A inativacdo optogenética de
neurdnios da CoA atenua respostas defensivas frente a exposicdo de roedores
ao TMT, enquanto que sua ativacao seletiva intensifica respostas defensivas
(ROOT et al., 2014).

No que diz respeito ao AOS, o VNO envia projecdes de neurdnios para o

nacleo medial do complexo amigdaloide (MEA) que, por sua vez, projeta-se para
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o sistema de defesa hipotalamico (ENNIS et al., 2015) que recruta estruturas
mesencefalicas sabidamente importantes para respostas defensivas proximais,

como a substancia cinzenta periaquedutal dorsal (APAG) (CANTERAS, 2002).

3.2. Estimulos visuais

Respostas defensivas relacionadas ao medo também podem ser
elicitadas naturalmente por estimulos de outra natureza além dos olfativos,
como, por exemplo, a partir de estimulos visuais. A informacéo visual € coletada
por fotorreceptores situados na retina nervosa, cuja atividade serd processada
por células bipolares, as quais se conectam com as células ganglionares da
retina nervosa (RGC) (WANG, 2019). Estas se projetam para os nucleos
geniculados laterais do metatdlamo que, por meio da radiacdo Optica, ou
geniculo-calcarina, conectam-se com as imediac6es do sulco calcarino (area 17
de Brodmann, ou area visual primaria). Algumas conexdes também se projetam
para o nucleo dorsal da rafe (DRN) e, em especial, para o coliculo superior (SC),
regido importante para o processamento de estimulos visuais (HUANG et al.,
2017).

Roedores submetidos a ativacdo optogenética de neurbnios do SC
apresentaram comportamento de “congelamento” induzido frente a um estimulo
iminente, enquanto que o silenciamento dessa mesma regido bloqueia a
expressao do comportamento defensivo (WEI et al., 2015). Além disso, esses
autores demonstraram gue neurdnios do SC se projetam para o nucleo posterior
lateral do talamo (LP) que, por sua vez, projeta-se para o nucleo basolateral do

complexo amigdaloide (BLA). A inativacdo quimiogenética do BLA intensificou o
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comportamento de “congelamento” e atenuou comportamento de fuga frente a
exposicdo de roedores a uma ameaca iminente, mas escapavel (TERBURG et

al., 2018).

Estimulos Olfativos Estimulos Visuais Estimulos Auditivos

I 1 1 1
| | | |
I Mos A0S i RGC | ACx I
1 1 1 1
NN AT .
1 | | 1
. 0B AOB  VNO ; DRN SC <——SNr . .
| 1 I |
1 \ / 1 \ ] 1

| I 1
: CoA MEA , BMA<-BLA+—— LP | | ,

mPFC \_/ MHDS —————— dPAG
Septo-Hipocampal jT

Integralizagdo Saida comportamental

Fig. 2. Representacdo esquematica dos circuitos neurais do medo inato. Trés diferentes
unidades estdo representadas: a unidade de deteccdo dos estimulos (representada
pelos trés blocos superiores), a unidade de integralizacdo (representada pelo bloco
inferior esquerdo) e a unidade de saida comportamental (representada pelo bloco
inferior direito). Estimulos olfativos sdo captados através do sistema olfatério central
(MOS) que modula respostas defensivas via amigdala cortical (CoA) ap6s enviar
projecdes do bulbo olfatério (OB) e do sistema olfatério acessério (AOS) que modula
respostas comportamentais através de suas projecdes para o bulbo olfatério acessorio
(AOB) e 6rgao vomeronasal (VNO) que se projeta para o nlcleo medial do complexo
amigadaloide (MEA) que, por sua vez, projeta-se para o0 sistema de defesa do
hipotalamo medial (MHDS), regido central para a integraliza¢éo dos estimulos. O MHDS
recebe projecdes do cortex “pré-frontal” medial (mMPFC), sistema septo-hipocampal,
ndcleo do leito da estria terminal (BNST) e nlcleo basomedial do complexo amigdaloide
(BMA) e se projeta para o coliculo superior (SC) e substancia cinzenta periaquedutal
dorsal (dPAG), regido importante para a modulacdo de respostas defensivas. A dPAG
também recebe projecdes do coliculo inferior (IC) e da substancia negra (SNr), que se
projeta para o SC. Estimulos visuais sdo processados por células ganglionares da retina
(RGC) que se projetam para o nucleo dorsal da rafe (DRN) e SC, que se projeta para
nucleo posterior lateral do talamo (LP). O LP se projeta para o nucleo basolateral do
complexo amigdaloide (BLA) que se projeta para o BMA. Estimulos auditivos séo
captados pelo cortex auditivo (ACx) que se projeta para o IC.
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A atividade do SC esta relacionada com a sinalizagdo do acido gama-
aminobutirico (GABA), uma vez que a infusdo local de um antagonista de
receptores GABAérgicos do tipo A, a bicuculina, intensifica respostas defensivas
na medida em que aumenta a esquiva dos roedores (BRANDAO et al., 2005).
Em suma, ha evidéncia de projecdo de neurbnios GABAérgicos da substancia
negra (SN) para o SC (ALMADA et al., 2018) e, posteriormente a dPAG,
caracterizando a via regulatéria inibitéria nigro-tectal (JAYARAMAN et al., 1977;
ALMADA et al., 2020). Almada e colaboradores (2018) demonstraram que a
estimulacdo optogenética de projecdes da SNr para o SC no Beetle Mania Task
(BMT), teste comportamental passivel de analisar respostas defensivas ativas e
passivas a partir do confronto do roedor com um besouro-robd, intensificou os
comportamentos de tolerancia e aproximacao do animal frente & ameacga em um
contexto de menor carga emocional.

Estes dados corroboram os previamente apresentados na literatura, que
sugerem que o coliculo superior pode modular respostas defensivas

relacionadas ao medo inato a partir de um estimulo visual.

3.3. Estimulos auditivos

Além de informacdes visuais, animais frequentemente dependem de sua
audicdo para detectar ameacas, sobretudo em ambientes desprovidos de luz e,
em especial, por espécies noturnas. E razoavel assumir que estimulos auditivos
podem eliciar respostas defensivas relacionadas ao medo inato.

BLANCHARD et al (1993) demonstraram que vocalizagfes ultrassdnicas

servem como “grito” de alarme em roedores expostos ao odor de seu predador
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e, portanto, podem servir como estimulo inicial para a evocacdo de
comportamentos defensivos. MONGEAU et al. (2003) verificaram que
camundongos expostos a tons ultrassdnicos demonstraram ativagéo do coliculo
inferior (IC) vista pela alta expresséo de c-Fos nesta regiao.

N&o obstante, a ativacdo optogenética dos terminais de projecdo do
cortex auditivo (ACX) para o IC é suficiente para iniciar respostas de fuga frente
a um estimulo sonoro, enquanto que sua inibicdo atenua comportamentos
defensivos induzidos pelo som (XIONG et al., 2015). Em seguida, os autores
verificaram que a ativacdo optogenética das projecdes do IC para a dPAG, por
si s0, é o suficiente para induzir comportamentos de defesa, sugerindo, dessa
maneira, que este controle neural pode ser o0 mecanismo por trds da modulacdo

de respostas defensivas nessa modalidade sensorial.

3.4. Integragéo das informagoes

Uma vez que o encéfalo tenha detectado a ameaca, € necessario que
toda informacédo sensorial proveniente da ameaca, o contexto e o estado interno
do animal sejam integrados de maneira que haja o recrutamento orquestrado de
estruturas cerebrais com o objetivo de se tomarem as respostas defensivas mais
adequadas para a determinada situacdo (CANTERAS, 2002).

A unidade de integracdo para o medo pode ser descrita pela acdo do
sistema de defesa do hipotadlamo medial (MHDS) que consiste na agdo de
diferentes nucleos hipotalamicos interconectados que recebem informacdes de
regides sensoriais e que sao seletivamente recrutados na presenca de uma

ameaca: 0 nucleo hipotalamico anterior (AH), a por¢do dorso-medial do
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hipotalamo ventro-medial (VMHdmM) e o nudcleo pré-mamilar dorsal (PMD)
(CANTERAS et al., 2012)

A estimulacao elétrica do VMH, um dos nucleos do sistema de defesa do
hipotadlamo medial, induziu ataques do panico em seres humanos (WILENT et
al., 2010), dado que suporta a conservacao evolutiva de caracteres entre grupos
filéticos proximos.

O MHDS recebe proje¢cbes de regides associadas a metabolizacdo de
estimulos, como o MEA, que transmite informacdes olfatérias do VNO, e do
nacleo basomedial do complexo amigdaloide (BMA) que recebe projecdes do
BLA. Em suma, o MHDS recebe projec6es do nucleo do leito da estria terminal
(BNST), estrutura que esta implicada no processamento de situacdes aversivas
(WALKER et al., 2003), do sistema septo-hipocampal que processa informacdes
espaciais e temporais (CANTERAS, 2002) e da parte rostromedila do lobo frontal
(mPFC, do inglés medial prefrontal cortex), regido que participa da tomada de
decis0Oes, regulacéo das emocdes e cognicao social (HISER e KOENIGS, 2018).
Portanto, o0 MHDS integra informacfes de areas sensoriais € € um candidato
para responder a uma variedade de informagdes sensoriais sobre ameacas
ambientais.

Esses nucleos hipotalamicos se projetam para regifes motoras de defesa
como a dPAG e 0 SC, que efetuam os comportamentos defensivos (CANTERAS,

2002).

Ainda sobre o PFC, vale destacar alguns aspectos anatdémicos desta
estrutura cortical localizada na porcdo anterior do cérebro de mamiferos que,
predominantemente, recebe proje¢cbes oriundas do nucleo dorso-medial do

talamo dorsal (ROSE e WOOLSEY, 1948). Uma das dificuldades em estudar o
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papel funcional do PFC diz respeito a controvérsia existente entre a equivaléncia
das sub-regides do PFC ao longo das espécies (DALLEY et al., 2004).

A definicdo, elaboracdo e delimitagdo de critérios neuroanatdmicos do
PFC é muito complexa, pois sua variabilidade entre espécies € marcante (KOLB,
1984). Um critério sensivel muito utilizado para a definicdo € a distribuicdo das
fibras aferentes que partem do nucleo dorsomedial do talamo dorsal para o PFC
(BARBAS, 1995; KOLB, 1984; MCDONALD, 1998, FUSTER, 1997). Com a
utilizacao desse padréo, foram identificadas cinco regides corticofrontais no rato:
() &rea anterior do giro do cingulo (Cgl, Cg2, Cg3); (ii) area pré-limbica (PL) e
infralimbica (IL); (ii) area orbital; (iv) &area insular granular, que pode ser
subdividida nos componentes dorsal (AIAd) e ventral (AlAv); e (vi) area pré-
central (CPc) (KOLB, 1984).

Essas cinco regibes podem ser ordenadas em trés distintas por¢oes, a
medial, lateral e ventral, baseado em critérios funcionais e hodol6gicos. O mPFC,
compreende o PL, IL, Cg, CPc e o orbital medial (MO). A porcéo ventral inclui o
cortex orbital (PFCo), que pode se subdividido em orbital ventral (VO) e orbital
ventrolateral (VLO). Além disso; a porcao lateral € composta pelas areas insular
dorsal e ventral (AlAd, AlAv, respectivamente) e a orbital lateral (LO) (KOLB,

1984; MCDONALD, 1998).

3.5. Teorias das emocdes

Em conjunto, também proporcionado através do trabalho pioneiro de
Charles Darwin de 1870, a ideia de que comportamentos naturais de ataque e
comportamentos defensivos de animais sdo analogos e correspondentes aos

estados emocionais de humanos foi instaurada.
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3.5.1. James - Lange

A teoria de James e Lange (JAMES e LANGE., 1890), indubitavelmente,
foi uma das primeiras teorias a procurar entender a influéncia das mudancas
fisioloégicas nas emocdes e os comportamentos relacionados a ela.

Ambos os psicologos propuseram, independentemente, a mesma teoria
cujo objeto central de trabalho foi a emocao e sua relagdo com sua possivel
causa fisioldgica. Sendo assim, a teoria James-Lange define a emog¢ao como a
sensacao de alteracbes viscerais que precediam um evento de carater
excitatorio eliciado por uma estimulagéo externa.

Esta definicdo, inovadora para seu periodo, implicava diretamente no
pressuposto de que respostas comportamentais precediam a experiéncia
emocional. Em um pequeno exemplo, porém claro, é possivel exemplificar um
comportamento relacionado a uma emogédo de acordo com a teoria James-
Lange: tem medo porque se foge e, ndo 0 oposto.

No entanto, a caréncia de investigacOes fidedignas e relacdes desta
definicAo com respostas comportamentais de reflexo frente a um estimulo
excitatorio e, em especial, a dificuldade frente a avaliacbes empiricas
laboratoriais para avaliacao destes pressupostos, transformaram esta teoria em
carater arduo de aceitacdo para alguns pesquisadores, dentre eles, Walter

Cannon e Phillip Bard.

3.5.2. Cannon - Bard

Cannon e Bard (CANNON., 1927; BARD, 1928) discordaram dos
postulados da teoria de James e Lange na medida em que respostas viscerais
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induzidas quimicamente, por si s, ndo eram o suficiente para produzir emoc¢des
e, 0 isolamento cirdrgico das visceras ndo cessavam por completo a expressao
das emocdes. Dessa maneira, introduziu-se um novo modelo animal
experimental para as emogdes, o “gato deteriorado”, pelo qual passara por

extragao cirurgica do centro controlador superior, o cortex.

A auséncia do centro controlador superior permitiria uma exibicdo
prolongada do fenbmeno emocional em situacéo de exposicdo do animal a outro
animal, por fim, concluindo que a experiéncia emocional € proveniente da
ativacao de circuitos do sistema nervoso central, em especial, a nivel do tAlamo

e hipotadlamo, postulando, dessa maneira, a teoria talamica das emocoes.

Isto posto, o thlamo seria a regido anatbmica em que residiria a organizacdo
neural para diferentes expressdes emocionais. De fato, a teoria talamica se
mostrou importante para a posterior proposicao da teoria emocional de Papez

(PAPEZ, 1937).

3.5.3. Teoria da ativacao de Lindsey

Utilizando as ideias de Cannon-Bard, Lindsey (LINDSEY et al, 1950)
procurou exemplificar respostas emocionais também através da agdo do sistema
nervoso central, no entanto, a partir de regides pontuais: através da ativacéo

cortical seletiva.

O sistema de ativacdo reticular ascendente (SARA) permitiu o
pensamento de gque vias ascendentes do tronco cerebral para o cértex por meio
de regides talamicas, seriam responsaveis pela integralizacdo de impulsos

somaéticos.

32



Sendo assim, de acordo com Lindsey, o hipotalamo seria a sede primaria
para a organizagcdo da expressao emocional mediada pelo reconhecimento de

estimulos somaticos provenientes da SARA.

3.5.4.. Teoria de Papez

Macroscopicamente, o encéfalo, principalmente o dos mamiferos, é

passivel de caracterizacéo a partir da diferenciagcdo morfolégica de seus lobos.

Broca (1878) descreveu a existéncia de um sistema que circunda a borda
dos hemisférios encefélicos e abrange, ndo apenas uma regido, mas diversas
regibes encefalicas. Assim, aplicou o termo limbico (limite) para a borda do
cortex que continha o giro do cingulo e o giro para-hipocampal. No entanto, foi
com Papez (1937) e seu trabalho intitulado “o mecanismo proposto da emogao”
que se propds um papel funcional as emocdes a este sistema caracterizado por

Broca.

O mecanismo de funcionamento das emocdes de Papez adicionava
novas regides ao sistema limbico de Broca, incluindo, em especial, o hipotalamo,
0 hipocampo, o talamo anterior e suas conexdes encefalicas como um sistema
harmonioso que podia elaborar as fun¢cdes das emocgdes, bem como em sua

expressao.

De acordo com o esquema de Papez (figura 3), informacdes corticais sao
enviadas ao hipotalamo por meio de eferéncias do giro do cingulo para a
formacao hipocampal. O hipocampo processa estas novas informagdes e as

envia para os corpos mamilares do hipocampo através do fornix.
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Simultaneamente, o hipotdlamo, projeta estas informacdes ao talamo
através do trato mamilo-talamico e, posteriormente ao giro do cingulo. Do giro
do cingulo, informa¢des sdo enviadas a diversos substratos neurais corticais

formando o sistema das emocoes.

Em uma tentativa de expandir a teoria de Papez, Yaklovlev (1948), prop6s
o circuito Yaklviano de controle das emocdes, sistema este que levava em conta
o cOrtex orbifrontal, temporal anterior, 0 complexo amigdaloide e o nacleo dorso-

medial do talamo.

Paul McLean (1949) instaurou conceito do cérebro trino, qual consistia na
tripla diviséo funcional do encéfalo, cada uma fazendo referéncia a um extrato
evolutivo do sistema nervoso dos vertebrados: (i) o cérebro reptiliano, ou cérebro
instintivo, comum a todos os vertebrados. Responsavel pelas sensacdes
primarias e comportamentos de sobrevivéncia. (i) sistema limbico,
frequentemente associado como a regido encefalica emocional e, (iii) neocortex,
caracterizado, dentre as suas diversas funcdes, pelo envolvimento em processos

cognitivos.

No entanto, o sistema limbico como controlador das emoc¢des ndo é
uniforme e, sua atividade ndo € exclusiva a apenas as regiées anatdmicas aqui
citadas (VOGT., 2019). Em todo o caso, regides encefélicas podem ser
controladas, dentre todas as diversas possibilidades, através da acdo de

neurotransmissores.
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Fig. 3. llustracao esquemética do encéfalo em trés dire¢des evidenciando o circuito de Papez (A) e suas conexdes (B). PFC: Cortex “Pré-Frontal”;
MMB: Corpos Mamilares; ATN: Nucleo Talamico Anterior; RSC: Cortex Retrosplenial; LD: Nucleo Talamico Dorso-Lateral; HPC/SUB: Formacgéo
Hipocampal incluindo o Subiculum; PARAHPC: Regido Para-hipocampal. Trabalho adaptado de AGGLETON et al., 2016.

35



4. Neuroquimica dos comportamentos defensivos

Variados s&80 0s neurotransmissores capazes de modular um
comportamento defensivo: 0 GABA, a serotonina e o glutamato sdo alguns dos
mediadores quimicos intimamente relacionados a neurofisiologia do medo e da
ansiedade (ALMADA, COIMBRA e BRANDAO, 2015; CALHOON e TYE, 2015).
Por exemplo, a hipétese de Deakin e Graeff (1991) propde que a serotonina, por
meio de projecOes para estruturas prosencefalicas e mesencefalicas, modula
respostas a estressores agudos e crénicos e que a sua disfuncao intensifica
transtornos afetivos e de ansiedade, como o transtorno do panico. Por
consequéncia, a serotonina € capaz de modular um comportamento defensivo.
E sabido que a acdo do neurotransmissor GABA também modula respostas
defensivas. A bicuculina, no SC, aumenta a frequéncia do comportamento de
fuga em roedores (BRANDAO et al., 2005) e a estimulacdo optogenética de
terminais da SNr para o SC provoca intensificacdo do comportamento de
tolerancia e aproximacao do roedor em relagdo a ameaca (Almada et al., 2018).
Em suma, a ablac&o quimiogenética de neurotransmissores glutamatérgicos da
area tegmental ventral (VTA) atenua respostas defensivas de roedores frente a
um estimulo aversivo (BARBANO et al., 2020).

Recentemente, alguns estudos apontaram para acdo de um outro
neurotransmissor na modulacdo de respostas defensivas, as orexinas

(JOHNSON et al., 2010; VANDERHAVEN et al., 2015; SOYA e SAKURAI, 2018).
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4.1. Sistema orexinérgico

A orexina foi descrita quase que simultaneamente por dois grupos de
pesquisa, em 1998, utilizando duas metodologias diferentes. A partir da
farmacologia reversa, um método que modula a atividade de um alvo proteico e
elenca possiveis componentes que se ligam com grande afinidade a esse alvo
proteico (ARULSAMY et al., 2016), Sakurai et al. (1998) identificaram dois
ligantes para dois receptores acoplados a proteina G que foram posteriormente
chamados de orexina A e orexina B, uma vez que neurdnios produtores de
orexina foram observados no hipotalamo lateral (LH), regido reconhecida como
“‘centro” da alimentacdo, e a administracdo intracerebrovascular desses
peptideos intensificou o comportamento de alimentacdo. Sendo assim, 0s
autores nomearam estes neuropeptidios de orexina a partir da palavra Grega
orexis, que significa apetite.

No mesmo periodo, De Lecea et al. (1998), isolando diferentes tipos de
RNA mensageiro (MRNA) em diferentes tecidos cerebrais, identificaram um novo
tipo de mMRNA expresso exclusivamente no hipotalamo. Seu produto proteico foi
denominado de acordo com a localizagdo do mRNA e o carater da homologia
com a secretina, um hormonio duodenal, originando, dessa forma, a hipocretina.

Os neuropeptidios orexina A e orexina B (também conhecidos como
hipocretina 1 e hipocretina 2), sdo provenientes da clivagem de uma proteina
precursora comum, a pré-pré-orexina. Seus receptores estao ligados a proteina
G (receptores do tipo 1, OX1R; e receptores do tipo 2, OX2R, respectivamente).
O OXiR possui mais afinidade para a orexina A do que para a orexina B,
enquanto que o OXz2R possui afinidade similar para ambos os neuropeptideos
(figura 3) (DE LECEA et al., 1998; SAKURAI et al., 1998).
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Neurbnios orexinérgicos estdo presentes no LH, na area perifornical
(PFA) e no hipotdlamo dorsomedial (DMH), embora encontram-se
majoritariamente no LH, e se projetam praticamente para toda a extensdo
encefalica (figura 4). Essa distribuicdo neuronial ampla sugere que a atividade
de neurdnios orexinérgicos influencia diversos sistemas cerebrais, como o
serotonérgico (projecao para os nucleos da rafe), histaminérgico (projecao para
0 nucleo tuberomamilar) e noradrenérgico (projecéo para o locus coeruleus, LC)

(JOHNSON et al., 2012).
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Fig. 4. llustracdo da secao parassagital do encéfalo de rato demonstrando as aferéncia
dos neurbnios orexinérgicos do hipotalamo lateral com a expressdao de mRNA dos
receptores orexinérgicos nas regides-alvo e a afinidade da orexina A e orexina B com
seus respectivos receptores. A densidade das projecdes orexinérgicas € representada
pela espessura das linhas das projecfes e a densidade da expressdo de mRNA de
receptores orexinérgicos é representada pela intensidade da color. NA: Noradrenalina;
mPFC: Cortéx “pré-frontal” medial; nACSh: Nucleo accumbens shell; PVN: Nucleo
paraventricular do hipotalamo; CRH: Hormonio liberador de corticotrofina; BNT: Nucleo
do leito da estria terminal; PVT: Nucleo paraventricular do talamo; ac: Comissura
anterior; ORX: Orexina; VTA: Area tegmental ventral; SN: Substancia negra; TMN:
Nucleo tabero mamilar; HA: Histamina; DA: Dopamina; DRN: Nucleo dorsal da rafe;
MRN: Nucleo mediano da rafe; 5HT: Serotonina; pc: Comissura posterior;
CA1/CA2/CA3: Regibes anatdbmicas do hipocampo; DG: Giro dentado; PAG: Substancia
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cinzenta periaquedutal; LC: Locus coeruleus; KF: Nucleo Kolliker-Fuse; PBN: Nucleo
parabraquial; RVLM: bulbo rostral ventro-lateral; RPa: Nucleo péalido da rafe; nTS:
Nucleo do trato solitario; DMX: Ndcleo motor dorsal do nervo vago. Johnson et al., 2012.

A distribuicdo de receptores orexinérgicos também é consistente com a
distribuicdo de neurdnios de orexina; no entanto, existem predominancia de tipos
de receptores em determinadas areas anatbmicas, 0 que sugere que 0S
receptores orexinérgicos provavelmente influenciam na regulacdo do sistema
nervoso e outras diversas fun¢des somaticas (JOHNSON et al., 2012).

Em especial, neurdnios orexinérgicos se projetam fortemente para o
mPFC, sobretudo no cértex pré-limbico (PL), uma sub-regido do mPFC (JIN et
al., 2016) que possui ambos os receptores de orexina (JOHNSON et al., 2012),
mas em densidades diferentes (LI et al., 2009; CHEN et al., 2006; Marcus et al.,

2001): OX1R expresso em maiores quantidades do que OXzR.

7

O mPFC é uma regido anatbmica prosencefalica que participa da
integracao das informacdes e do sistema limbico; sendo assim, contribui para a
tomada de decisdo, atencdo, medo, aprendizado e memoria (MATOS et al.,
2019). Naturalmente, cada vez mais o0 mPFC estd sendo associado com o
processamento das emocdes na medida em que modula respostas defensivas a
ameacas distais (MOBBS et al., 2018). Considerando-se tais aspectos, o mPFC

€ a regido neural-alvo deste trabalho.

5. Orexina e modulacéo de fun¢bes autondmicas e comportamentais

Em vista da ampla distribuicdo de projecées de neurbnios orexinérgicos
no enceéfalo, bem como a ampla distribuicdo de seus receptores (JOHNSON et
al., 2012), é seguro presumir que este sistema influencia diversas func¢bes

autonémicas e comportamentais.
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5.1. Comportamento alimentar

E natural que se associe 0 sistema orexinérgico com o comportamento
alimentar, visto que a nomenclatura do termo deste sistema € proveniente da
consequéncia fisiolégica da aplicagdo de seus neuropeptideos no liquido
intracerebrovascular, o que, como resultado, intensificou 0 comportamento

alimentar em camundongos (SAKURAI et al., 1998).

A administracéo intraperitoneal do antagonista especifico de receptores
orexinérgicos do tipo 1, o SB 334867, diminuiu o consumo alimentar em ratos
por um periodo de 4h apés o tratamento, enquanto que a administracao
intracerebrovascular de orexina A promoveu o consumo de alimentos (HAYNES
et al., 2000). Corroborando os achados de que o sistema orexinérgico participa
na regulacdo do comportamento alimentar, Matsuo et al. (2010) demonstraram
gue animais knockout para orexina apresentaram o consumo de solucdes de

sucrose em menor quantidade do que animais nao knockout para orexina.

Digno de nota, seres humanos que possuem nharcolepsia (distarbio do
sono) geralmente apresentam menor concentragcdo nos niveis de orexina A no
liquido intracerebrovascular e demonstram, da mesma maneira, ingestdo de
alimentos em menor quantidade do que individuos que ndo apresentam a

narcolepsia (NISHINO et al., 2000; LAMMERS et al., 1996).

Estes achados nos permitem observar o carater amplo da participacao do
sistema orexinérgico em relacdo a regulacdo de funcbes autondmicas e
comportamentais, em exemplo, a participacdo do sistema orexinérgico na

regulacdo do comportamento alimentar e do comportamento do sono e vigilia.
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5.2. Sono e Vigilia

Sabe-se que a deficiéncia de orexina contribui para o entendimento da
etiologia da narcolepsia, uma vez que € visto que a deficiéncia de orexina esta
presente na maioria dos casos de narcolepsia (NISHINO et al.,, 2000;
THANNICKAL et al., 2000). A narcolepsia é definida como um distarbio do sono
e pode ser caracterizada por episoddios abruptos de sono durante o periodo ativo
de vigilia, sono excessivo durante o periodo de dia, episodios de rapid-eye-
movement (REM) que podem ocorrer durante periodo consciente e, por fim, pela

ocorréncia intermitente de sono noturno (DE LECEA, 2014).

Alguns estudos demonstraram que a manipulacdo optogenética de
neurénios liberadores de orexina é capaz de alterar o periodo de sono e vigilia
em camundongos, na medida em que a ativacdo optogenética dessas
populacdes de neurbnios induziu a transi¢cdo do sono para a vigilia e a inativacao
dessas populacdes promoveu a transicdo de vigilia para o sono (ADAMANTIDIS
et al.,, 2007). Adicionalmente, a estimulacdo quimiogenética de neurdnios
produtores de orexina também promoveu a transicdo de sono para a vigilia em
camundongos, enquanto que a inibicdo quimiogenética dessas populacées de

neurdnios promoveu a transicao de vigilia para o sono (SASAKI et al., 2011).

Sendo assim, é possivel sugerir que a orexina faca parte da regulacao da
transicdo entre o sono e a vigilia; contudo, seus diversos efeitos nestes
processos sao regulados por diversas regides encefalicas e neurotransmissores,

com 0s quais este sistema interage.
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5.3. Memoria

A alteracdo na sinalizagdo de neurdnios orexinérgicos leva a perturbagéo
do sono e do comportamento alimentar. Alguns estudos tém demonstrado que a
orexina também é capaz de modular o aprendizado e a memadria (MAVANJI et

al., 2017; SHI et al., 2018).

Utilizando modelo animal modificado geneticamente para a extingao
gradual de neurénios orexinérgicos, Mavaniji et al. (2017) demonstraram que a
administracdo de orexina A no hipocampo, uma regido anatdémica diencéfalica
importante para a organizacao e expressao dos processos, foi capaz de reverter
0 prejuizo cognitivo em animais senis no teste da esquiva ativa de duas vias,
indicando, dessa maneira, que a orexina esta envolvida na consolidacdo da

memoria.

Ainda, a estimulacdo optogenética de terminais orexinérgicos no LC
associada a um som seguido de choque aprimorou a efetividade da memdéria
aversiva de longo termo em ratos submetidos ao condicionamento, enquanto
que a inibicdo optogenética de terminais orexinérgicos no LC prejudicou a

efetividade da memoria aversiva (SEARS et al., 2013).

Estes sdo alguns recentes dados sugerem o papel modulatério do sistema
orexinérgico em diferentes regides e sistemas encefédlicos durante o

processamento e expressdo das memarias aversivas.
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6. Orexina e emocodes

Dentre todas as semelhancas dos processos autondmicos aqui
exemplificados, destaca-se uma semelhanca fundamental a sobrevivéncia dos

animais: as emocoes.

Emocdes surgem em situacdes em que algo importante para o individuo
esta em jogo. Algumas vezes, podem ser acionadas automaticamente por meio
de ocasifes em que exigem alto grau de responsividade (LE DOUX, 1995),
como, por exemplo, na medida em que um roedor foge com medo de uma
serpente, seu possivel predador. Em outras ocasifes, emocdes sao
manifestadas ap0s certa interpretacao do significado do determinado estimulo
(LE DOUX, 1995), como, por exemplo, em situacdo em que o experimentador

reconhece tristemente que seu protocolo experimental resultou em falha.

Em ambas as ocasides, as emoc¢des dao inicio a um conjunto de medidas
coordenadas que influenciam comportamentos e respostas fisiolégicas que, em

conjunto, influenciam como um individuo responde a um determinado estimulo.

6.1. Medo

Por mais que projecdes orexinérgicas sejam presentes ao longo de toda
extensdo encefalica, ha projecdes particularmente densas para regides que
modulam comportamentos relacionados ao medo, como, por exemplo, 0 mPFC,
ndcleos hipotalamicos, o complexo amigdaloide, o hipocampo, o0s nucleos da
rafe, os corpos quadrigémeos, a substéncia cinzenta periaquedutal, o locus
coeruleus, entre outras estruturas limbicas (JOHNSON et al.,, 2012). Tais

projecdes nos permitem sugerir um possivel papel regulatorio do sistema
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orexinérgico sobre a organizacdo e expressdo comportamentos defensivos

relacionados ao medo, a ansiedade e ao panico.

Sustentando este pressuposto, observa-se a ativacdo de neurdnios
orexinérgicos em situacdes aversivas (SOYA e SAKURAI, 2018) que podem
resultar em aprendizado do individuo a partir da exposicao a situacdes aversivas.
Uma vez que uma memoéria de medo € formada, os individuos exibem
comportamentos defensivos relacionados a esta emocdo quando expostos a
pistas e a contextos que previamente foram associados ao estimulo aversivo

(SOYA e SAKURAI., 2018).

O bloqueio farmacologico de OXiR por um antagonista seletivo (SB
334867) no LC atenua o comportamento de “congelamento” de roedores frente
a um estimulo incondicionado, enquanto que a ativagdo optogenética dessa
regido intensifica este comportamento de defesa (SOYA et al.,, 2017). Nao
obstante, o silenciamento do gene produtor de orexina e o bloqueio sistémico de
OX1R bloqueia respostas defensivas relacionados ao péanico em ratos

(JOHNSON et al., 2010).

Em seres humanos, pacientes acometidos pelo transtorno do panico
demonstraram maior indice de orexina A no liquido cefalorraquidiano comparado
com pacientes que néo sdo acometidos pelo transtorno (JOHNSON et al., 2010).
Ainda assim, a administracdo intraperitoneal de SB 334867 em roedores

estimula a aproximacao dos animais em direcdo ao odor de seu predador.
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6.1. Ansiedade
Além de modular respostas defensivas relacionadas ao medo, o sistema
orexinérgico parece modular comportamentos relacionados também a

ansiedade (VANDERHAVEN et al., 2015).

Animais knockout para OX2R no BLA apresentaram comportamentos
relacionados a ansiedade mais intensificados do que animais knockout para
OXi1R na medida em que diminuiram sua preferéncia social no teste de defesa
social e diminuicdo do tempo gasto no centro da arena no teste de campo aberto
(ARENDT et al., 2014), indicando, dessa maneira, que a ativacdo de receptores
orexinérgicos do tipo 2 na BLA tem funcé&o ansiolitica.

Somando-se a isso, animais tratados com SB 334867 se aproximam e se
escondem menos do odor de seu predador quando comparados com animais
que foram tratados com solucédo veiculo (VANDERHAVEN et al., 2015). Algo
similar viu-se em modelo animal modificado geneticamente para a extincdo de
neurdnios orexinérgicos (KHALIL e FENDT, 2017).

Corroborando estes achados, em seres humanos, Akca et al. (2020)
demonstraram que o nivel de orexina A no plasma sanguineo de individuos
acometidos por algum transtorno de ansiedade é maior quando comparados com
individuos sem algum transtorno de ansiedade.

Estes dados nos permitem verificar, a partir de evidéncias
comportamentais e anatbmicas, a participacdo e a influéncia do sistema
orexinérgico nos sistemas que permeiam a ansiedade.

Assim, diante de tais evidéncias e considerando que ainda pouco se sabe
sobre o papel dos receptores orexinérgicos no mPFC na expressao dos

comportamentos defensivos associados ao medo inato e a ansiedade, o objetivo
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do presente estudo foi avaliar os efeitos comportamentais do bloqueio
farmacoldgico do OX1R e OX2R no mPFC (figura 5), visando investigar o papel
dos mecanismos orexinérgicos durante a organizacdo e expressao das
respostas comportamentais associados ao medo em camundongos submetidos
ao teste comportamental Beetle Mania Task. Hipoteticamente, acredita-se que
0S mecanismos orexinérgicos no mPFC, atuem na modulacdo das respostas

defensivas associadas ao medo e a ansiedade.

Repostas associadas
ao medo e a ansiedade

Neurdnios orexinérgicos

Fig. 5. Secao sagital esquematica do encefalo de camundongo ilustrando a via LH-PL,
sugerindo a participacdo de tal via na organizacdo das respostas comportamentais
associadas ao medo e a ansiedade. LH: Hipotalamo lateral; PL: Cortex pré-limbico.
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OREXIN 1 AND 2 RECEPTORS IN THE PRELIMBIC CORTEX MODULATE
THREAT VALUATION

O artigo escrito para esta dissertacdo foi redigido conforme as normas da revista
Psychopharmacology, exceto pelo posicionamento das figuras. De acordo com
as normas da revista, para a submisséo, € altamente recomendado que sejam
submetidas em formato eletrénico, mas, para este momento, visando um melhor

entendimento do mesmo, dispusemo-las na sequéncia textual.

Contudo, posterior a revisdo, correcdes e adequacdes, o artigo foi submetido e

publicado na revista Neuroscience (ANEXO II).
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Abstract

Rationale:

The ability to distinguish between threatening (repulsors), neutral and appetitive
stimuli (attractors) stimuli is essential for survival. The orexinergic neurons of
hypothalamus projecting to the limbic structures, such as different subregions of
medial prefrontal cortex (MPFC), suggests that the orexinergic mechanism in the
prelimbic cortex (PL), subregion of mPFC, is involved in the processing of fear

and anxiety.

Objectives and methods:
We investigated the role of orexin receptors type 1 (OX1R) and type 2 (OX2R) in
the PL for such processes upon confrontation with an erratically moving robo-

beetle in mice.

Results:

Selective blockade of OX1R and OXzR in the PL with SB 334867 (3, 30, 300 nM)
and TCS OX2 29 (3, 30, 300 nM), respectively, did not affect general exploratory
behavior or reactive fear such as avoidance, jumping or freezing, but significantly
enhanced tolerance and approach behavior at the highest dose tested (300 nM)

at the large arena.

Conclusion:

We interpret these findings as evidence for an altered cognitive appraisal of the
threatening stimulus. Consequently, the orexin system seems to bias the
perception of stimuli towards danger or threat via OX1R and OX2R in the PL.

Keywords: medial prefrontal cortex; fear; threat; beetle mania task; cognitive

judgement bias; anxiety
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Introduction

The confrontation with novel stimuli and test situations drives decision-
making processes to resolve the emerging approach/avoidance conflicts (Paul et
al. 2020; Mobbs et al. 2020). Various internal and external factors (Fendt et al.
2020), including proximity to the stimuli (e.g., threat imminence hypothesis;
Fanselow & Lester), determine the appraisal of a given situation (Mobbs et al.
2020). Direct confrontation with a real threat such as a venous snake (Almada et
al. 2015b; Coimbra et al. 2017; Paschoalin-Maurin et al. 2018) leaves little space
for decision-making. Instead, it activates a set of reflexive defensive responses
(e.g., freezing, flight or fight behavior (Blanchard and Blanchard, 1988; Gross and
Canteras, 2012), summed up as reactive fear (Mobbs et al. 2020). More
ambivalent situations, in contrast, with the simultaneous presence of attractors
and repulsors (McNaughton and Corr 2004) may trigger decision making
between approach vs. avoidance behavior. With the beetle mania task (BMT), we
have recently developed a novel test paradigm, which is based on the
confrontation of mice with an erratically moving robo-beetle. Since the robo-
beetle might be seen as both predator (repulsors; Almada et al., 2018; Heinz et
al., 2017) and prey (attractor; Han et al., 2017), depending on the internal state
of the animals (Heinz et al. 2017; Almada et al. 2018), the BMT offers a unique
test platform for the pharmacological modification of valuation biases.

According to Jeffrey A. Gray’s original reinforcement sensitivity theory
(Gray and McNaughton 2000), three neural systems control approach vs.
avoidance behavior: the Fight, Flight an Freeze System (FFFS), the Behavioral
Approach System (BAS) and the Behavioral Inhibition System (BIS)

(McNaughton and Corr 2004). According to the authors, the FFFS regulates
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avoidance from repellent (i.e., threatening) stimuli in a rather reflexive manner,
and the BAS the approach of attractive stimuli. The BIS, in turn, handles conflicts
between repellent and attractive stimuli and orchestrates goal-directed behavior
under threatening situations. More recently, this theoretical framework has been
extended by the Constraint system, which is implicated in effortful control and
suppresses impulses, thoughts and emotions (Carver 2005; Kennis et al. 2013).
Interestingly, despite the diverse neuronal circuitries comprising the four systems,
all four systems share the potential involvement of the prefrontal cortex (Kennis
et al. 2013), rendering this brain structure an interesting site for pharmacological
interventions.

The orexin system of the brain represents an emerging target for such
interventions. The orexins A and B are hypothalamic peptides (also called
hypocretins) and bind to orexin receptor type 1(OX:R) and type 2( OX2R) (de
Lecea et al. 1998; Sakurai et al. 1998). They affect both the positive and the
negative valence systems, such as addictive behavior (Hopf 2020), wakefulness
(Sakurai 2007; Adamantidis et al. 2007), arousal (Sutcliffe and de Lecea 2002;
Sakurai 2014), feeding (Tsujino and Sakurai 2013), emotion and social
interaction (Johnson et al. 2010, 2012a; Blouin et al. 2013). Their therapeutic
potential is illustrated best by the panicolytic and anxiolytic effects of OX1R
antagonists in preclinical studies (Summers et al. 2020).

In recent years, the orexin system has been implicated in stress, anxiety,
fear, and panic-related behavior in rodents (Berridge et al. 2010; Li et al. 2010;
Flores et al. 2017) and humans (Strawn et al. 2010; Johnson et al. 2012a).
Interestingly, it has been demonstrated that patients with panic anxiety have

higher levels of orexin-A in the cerebrospinal fluid compared to people without
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panic anxiety (Johnson et al. 2010). Silencing the hypothalamic orexin gene
product or systemic OXiR antagonists blocks the panic responses in rats
(Johnson et al. 2010). The intraperitoneal injection OX1R antagonist SB 334867
reduced cued and contextual fear memory retrieval (Flores et al. 2014). Thus,
recent studies have raised the possibility of OXRs antagonists for therapeutic use
to treat anxiety, panic, post-traumatic stress disorder (PTSD) and depression
(Sears et al. 2013; Merlo Pich and Melotto 2014; Staton et al. 2018). The function
of OXRs is required during the evoking of defensive behaviors and their
antagonists act promoting the reduction of excessive such fear responses.
Although orexin neurons are strictly located in the lateral hypothalamus
(LH), perifornical area (PFA), dorsomedial hypothalamus (DMH), and posterior
hypothalamus (Peyron et al. 1998; Nambu et al. 1999), they send prominent
projections to autonomic, neuroendocrine and limbic systems (Johnson et al.
2012a; Sakurai 2014; Li and de Lecea 2020), including the medial prefrontal
cortex (MPFC), where both OX;R and OX2R are expressed (Johnson et al.
2012a; Jin et al. 2016). The mPFC can be divided into the anterior cingulate (AC),
prelimbic (PL) and infralimbic (IL) cortices and, as stated before, plays an
important role in decision making, attention, fear, learning, and memory (Almada
et al., 2015b; Carlén, 2017; Matos et al., 2019). Therefore, the mPFC has been
implicated in the processing of emotion, and emerged as a central hub the
orchestration of avoidance vs. approach behavior and fear responses to distal
threats (Mobbs et al. 2007; Mobbs 2018). Despite the anatomical and
physiological evidence for a potential involvement of orexins in such processes,
surprisingly little is known about the behavioral consequences of orexins at level

of the mPFC. Therefore, we studied the effects of pharmacological blockade of
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OXi:R and OX2R within the PL in the BMT to disentangle consequences on
approach/avoidance conflicts and the underlying neural systems FFFS, BAS and

BIS in two different contexts with differential emotional loads.

Material and methods

Animals

Experiments were performed with male C57BL/6N mice purchased from
the Central Animal Facility of Ribeir&o Preto Medical School of the University of
Sao Paulo. After arriving at the Laboratory of Physiology of Department of
Biological Science of Sao Paulo State University (UNESP) — Campus Assis, mice
were group housed (four mice per cage) under standard laboratory conditions
(23°C = 1°C) with a 12:12 light cycle schedule with food and water provided ad
libitum. All experiments were performed at an age of 8- to 12-week.

The experiments and protocols were approved by the Local Ethics
Committee in Animal Experimentation of the UNESP - Campus Assis (CEUA,
process number: 002/2019), which is in agreement with the ethical principles in
animal research adopted by the Brazilian College of Animal Experimentation
(COBEA) and by National Council for Animal Experimentation Control
(CONCEA). All efforts were made to reduce the number of used animals and to

diminish animal suffering. A total number of 59 animals were used in this study.

Stereotactic surgery
Mice were anesthetized with 100 mg/kg ketamine (Ketamine Agener,
Unido Quimica Farmacéutica Nacional, Sdo Paulo, Brazil) and 10 mg/kg xylazine

(Calmiun, Unido Quimica Farmacéutica Nacional, Sdo Paulo, Brazil) and placed
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in a stereotaxic frame (Stoelting, IL, USA Kopf Instruments, Tujunga, CA, USA)
for implantation of guide cannulae in the PL. Cannulae (24 gauge, 5 mm lengths)
were implanted bilaterally targeting the PL: +1.78 mm anterior-posterior, £ 0.30
mm medial-lateral, —1.50 mm dorsal-ventral, relative to bregma, accordingly
Franklin and Paxinos mouse brain in stereotaxic coordinates atlas (2008). At the
end of the surgery, each mouse was treated with an intramuscular injection of
penicillin G-Benzatine (120,000 Ul; 0.1 ml). The mice were given a 5-day

recovery period before the behavioral test.

Drugs and injections

The OX:1R antagonist SB 334867 (3, 30, 300 NM; Tocris, Bristol, UK) and
OX2R antagonist TCS OX2 29 (3, 30, 300 nM; Tocris, Bristol, UK), were dissolved
with 20% DMSO in sterile saline (0.9% NaCl). Concentrations utilized on
experimental procedures were based on previous studies (Farahimanesh et al.
2018; Karimi et al. 2019). The vehicle (veh) was composed of 20% DMSO diluted
in sterile saline.

For local injections, a needle (outer diameter, 0.3 mm) attached by a
polyethylene tube (PE-10) to a 5 pl syringe (Hamilton, Reno, Nevada, USA) was
introduced through the guide cannulae and used to deliver the drugs into the PL
using an injector pump (Stoelting, Wood Dale, IL, USA). Each drug and vehicle
were injected in a volume of 0.1 ul into the PL bilaterally at the rate of 0.5 uyl / min

10 min before the behavioral test.

Beetle mania task (BMT)

The beetle mania task (BMT) enables the assessment of active and
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passive fear responses as well as appetence behavior (Heinz et al. 2017; Almada
et al. 2018). The setup (L150 x W15 x H37 cm, grey polyethylene with rounded
end walls, Fig. 1) was evenly illuminated with 50 lux white light. The floor was
demarcated into six sectors of 25 cm each and a removable wall also made of
grey polyethylene (L0,02 x W15 x H37 cm) sectioned the total length of the arena
in half of its size when necessary. The BMT was performed in three consecutives
phases of five minutes each, the habituation phase without the robo-beetle, the
first test phase in the large arena where mice were confronted with the robo-
beetle and the test phase in the minor arena, half of the size of the large arena.
First, we habituated the animals to the setup and measured vertical (number of
rearings) and horizontal exploration (number of sections crossings).
Subsequently, we placed an erratically moving robo-beetle (Hexbug Nano,
www.hexbug.com/nano, Innovation First Labs, Inc, TX, USA; L4.5 x W1.5 x H1.8
cm, weight: 7.3 g, mean speed: 25 cm/s) far most distant from the mouse (Fig. 1)
and the following behaviors were measured: contacts (number of physical
contacts between the mice and the robo-beetle), tolerance (number of times the
robo-beetle approaches the mouse without exerting a behavioral response
normalized to the number of contacts), approach (number or sections the mice
followed the robo-beetle in close vicinity), avoidance behavior as the sum of
escape response (hnumber of withdrawals with accelerated speed in the direction
opposite from the robo-beetle) and flight response (number of withdrawals with
the accelerated speed in the same direction as the robo-beetle), freezing duration
and number of jumps (Heinz et al. 2017; Almada et al. 2018). Past 5 minutes of
the first test phase, the arena was sectioned in half of its size by a removable wall

of polyethylene and the same behavioral responses accounted in the first test
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phase were measured. The entire task was recorded by a video camera (Sony
Handycam, HDR-SR10, Tokyo, Japan) for subsequent offline ethological
analysis by a trained observer who was unaware of the treatment.

Experiments were performed in independent runs with studying behavioral
consequences of intra-PL infusion of the OX1R antagonist SB 334867 at 3 nM (n
=7),30 nM (n=7) or 300 nM (n =8) vs. vehicle (n = 8; veh) in Experiment 1, and
of the OX2R antagonist TCS OX2 29 at 3 nM (n = 6), 30 nM (n = 6) or 300 nM

(n = 10) vs. vehicle (n = 6; veh) in Experiment 2.

Beetle Mania Task

Habituation (without robo-beetle)

Test (with robo-beetle)

CQ -

Test (with robo-beetle)

(& <)

Fig. 1. The BMT consisted of three consecutive 5 min phases. In the habituation

5 min
Baseline

5 min
Test

5 min
Test

phase, mice were allowed to habituate to the arena without the robo-beetle. After
5 minutes of habituation, the test phases initiated. Mice were confrontated with
an erratically moving robo-beetle, which ended with confrontations in a minor

arena post 5 minutes of the first test phase.
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Histology

At the end of the experiments, mice were deeply anesthetized with
urethane (1.5 g/kg, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) and transcardially
perfused with 0.9% saline followed by 4% paraformaldehyde (PFA; pH 7.4,
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA). Brains were removed, post-fixed in 4% PFA
overnight, and then immersed in 30% sucrose for cryoprotection. After that, they
were sectioned (40 y m) a cryostat (CM 1950 Leica, Wetzlar, Germany). The
accurate placement of injection cannulas was verified using a photomicroscope
(Axioscope 5, Zeiss, Oberkochen, Germany) and injection sites were compared
with the atlas Franklin and Paxinos (Keith Franklin and George Paxinos 2008).
We excluded all animals with misplaced injection sites from further analysis by

experimenters blind to treatment.

Statistics

All results are presented as mean + standard error of the mean (S.E.M)
and were analyzed by the GraphPad Prism software (version 7.0; GraphPad
Software Inc.; San Diego, CA, USA). Statistical significance was defined as p <
0.05. Normality and homogeneity in the sampled distributions were confirmed
with the Shapiro-Wilk’s test of normality and Bartlett's test of homogeneity of
variances. Based on the results of these tests, appropriate parametric tests, one
way ANOVA was performed, and Tukey's comparison post hoc test was used to

detect significant differences.
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Results
Histological verification of the injection sites confirmed the comparability

of the different treatments in terms of engagement of the PL (Fig. 2).
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Fig. 2. Drawings of cerebrum transverse section across rostro-caudal extensions
of the medial prefrontal cortex (mMPFC), depicting the representation of the
injection sites of the vehicle (o) and SB 334867 (e) (A), vehicle (o) and TCS OX2
29 (m) (B) in the PL. The number of points in the figure is fewer than the total

number of mice because of overlapping injection sites.

Experiment 1.1: OX1R antagonist in the PL reduces threat valuation in the
large arena

To study consequences of the blockade of OX;R in the PL on the
expression of defensive or appetitive behaviors, we bilaterally injected different
doses of SB 334867 into the PL 10 min before exposure to the setup. As shown
in Table 1, there were no general effects on exploratory behavior during

habituation (i.e., prior to confrontation with the robo-beetle).
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Behaviors

Injection into the PL

Dose Crossings Statistics Rearings Statistics
Vehicle Veh  112.00+18.61 18.25+4.10
3INM  94.29+10.61 F3.26 =0423 20.86 £ 4.15 F3.26 =0.652
SB 334867 30NM 112.70+17.68 p=0.737 23.14+4.35 p =0.588
300 NM 119.50+ 16.13 25.88£3.93
Vehicle Veh  135.00+ 18.44 22.67+£3.90
3JNM  169.80£17.23 F3.24=1.17 26.33 £0.98 F3.24=10.438
TCS 0X2 29 30NM 153.70+ 13.44 p=0.341 23.00 £2.43 p=0.727
300 NM 165.40 +9.03 25.10 £ 2.04

Table 1. Exploratory behavior during the 5-min habituation phase, assessed by
the number of crossings and rearings after treatment with the OX1R antagonist
SB 334867 or the OX2R antagonist TCS OX2 29 at the doses of 3, 30, and 300
NM into the PL. Data were analyzed by one-way ANOVA (n = 6-10 per group).

During the subsequent test phase, we confronted the animals with the
robo-beetle. All treatment groups had the same number of contacts between
robo-beetle and mice (Fs 26 = 2.73, p = 0.064; Fig. 3A). The highest dose of the
OX1R antagonist SB 334867 (300 nM) significantly increased tolerance (F3 2 =
10.31; p = 0.0001; Fig.3B) and approach behavior (F326 = 27.78; p < 0.0001; Fig.
3C). No significant effects were observed on freezing (Fz.2s = 1.219; p = 0.323;
data not shown), jumping (Fs26=0.371; p =0.774; data not shown) and avoidance

behavior (Fz26 = 2.658; p = 0.069; Fig. 3D).
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Fig. 3. Effects of SB 334867 (3, 30, 300 NM) injections in the PL on (A) number
of contacts, (B) tolerance, (C) approach and (D) avoidance behavior upon
confrontation with the robo-beetle in the major arena. Data are expressed as
mean = S.E.M. * p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001 (one-way ANOVA followed by
Tukey's post-hoc test).

Experiment 1.2: OX1R antagonist in the PL does not modulates defensive

behaviors in the minor arena

Following the exposition of mice to the robo-beetle in the large arena, we
further tested if the blockade of OX1R could modulate behavioral responses upon
a context with more emotional load and looming threat by shortening the size of
the large arena, resulting in a context with more exposure of the mice to the robo-
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beetle. All treatment groups also had the same number of contacts between robo-
beetle and mice (Fs 26 = 2.61, p = 0.072; Fig. 4A) as seen with SB 334867
treatment in the large arena. However, the treatment did not alter the tolerance
behavior (F3,26 =0.127, p = 0.943; Fig. 4B) and approach behavior (F3, 26 = 0.628,
p = 0.603; Fig. 4C). No significant effects were seen on avoidance behavior (F3,
26 = 3.567, p = 0.075; Fig. 4D) freezing duration (F3, 26 = 2.567, p = 0.076; not

shown) and jumping (F3, 26 = 0.324, p = 0.807; not shown).
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Fig. 4. Effects of SB 334867 (3, 30, 300 NM) injections in the PL on (A) number
of contacts, (B) tolerance, (C) approach and (D) avoidance behavior upon
confrontation with the robo-beetle in the minor arena. Data are expressed as

mean + S.E.M.
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Experiment 2.1: OXz2R antagonist in the PL reduces threat valuation in the
large arena

To study consequences of the blockade of OX2R, we bilaterally injected
different doses of TCS OX2 29 into the PL before the behavioral test. As for the
OX1R antagonist, there were no differences in exploratory behavior in the
habituation phase (Table 1). Upon the subsequent confrontation with the robo-
beetle, treatment with the OX2R revealed essentially the same findings as
treatment with the OX1R in the large arena with mice showing increased tolerance
(F3, 24 = 9.649, p = 0.0002; Fig. 5B) and approach behavior (Fz24 = 10.81, p =
0.0001; Fig. 5C) and no significant effects on the number of contacts (Fz, 24 =
1.173, p = 0.340; Fig. 5A), freezing duration (Fz24 = 2.31; p =0.101; not shown),
jumping (Fz24 = 2.089; p =0.128; not shown) and avoidance (F324 = 1.306, p =

0.295; Fig. 5D).
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Fig. 5. Effects of TCS OX2 29 (3, 30, 300 NM) injections in the PL on (A) number
of contacts, (B) tolerance, (C) approach and (D) avoidance behavior upon
confrontation with the robo-beetle. Data are expressed as mean + S.E.M. * p <
0.05, **p < 0.01, **p < 0.001 (one-way ANOVA followed by Tukey's post-hoc
test).

Experiment 2.2: OX2R antagonist in the PL does not modulates defensive

behaviors in the minor arena

We aimed to see if the blockade of OX2R in the PL would modulate
defensive responses in a context of more emotional load to mice by segmenting
the large arena, and therefore, creating a context of more imminent contact

between the mice and the robo-beetle.
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Treatment with OX2R antagonist had the same findings as the treatment
with the OX:R antagonist in the minor arena with mice showing no statistical
difference of the number of contacts (Fs24 = 0.100, p = 0.958; Fig. 5A), tolerance
(Fz.24 = 0.282, p = 0.837; Fig. 5B), approach (Fz24 = 2.091, p = 0.128; Fig. 5C),
avoidance (Fs24 = 0.054, p = 0.982; Fig. 5D), jumping (Fsz.24 = 0.079, p = 0.970;

not shown) and freezing behavior (Fs.24 = 1,355 p = 0.280; not shown),
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Fig. 6. Effects of TCS OX2 29 (3, 30, 300 NM) injections in the PL on (A) number
of contacts, (B) tolerance, (C) approach and (D) avoidance behavior upon
confrontation with the robo-beetle in the minor arena. Data are expressed as

mean + S.E.M.

74



Discussion

The present study showed that intra-PL injection of either OX1R or OX2R
antagonists increased the tolerance of the approaching and close following of the
bypassing robo-beetle. Other behavioral measures, in contrast, such as basal
exploratory activity, number of contacts or active (i.e., avoidance, jumping) and
passive defensive responses (i.e., freezing) remained unaffected.

We employed local infusion of OX1R or OX2R antagonists to selectively
interfere with orexinergic signaling at level of the PL. Despite histological
confirmation of the correct placement of the injection sites and the small injection
volume, it is highly unlikely that the action of the antagonist was restricted to the
PL (Wanisch and Wotjak 2008). Instead, we have to assume that the antagonists
diffused along the guide cannulas to other parts of the mPFC, such as the anterior
cingulate cortex. With this in mind, we refrain from ascribing the behavioral
consequences of the treatment to the specific engagement of the PL.

The fear responses are a natural behavior reaction to threats and
unpredictable occurrences in the environment that increases arousal,
wakefulness, and prepares the individual to cope in a dangerous situation. It is
reasonable to hypothesize that threatening stimuli increase the activity on orexin
neurons, consequently will release more orexin in their terminal axons located in
brain limbic regions, such as mPFC that regulate the expression of fear-related
responses. Contrary to the well-described anxiolytic and panicolytic effects of
OX1R antagonists after systemic treatment (Johnson et al. 2012b; Merlo Pich and
Melotto 2014), intra-PL injections failed to affect defensive avoidance (as the sum
of flight or escape behavior) and freezing in both the arenas. We see this as

evidence that the regulation of the FFFS by orexins occurs at subcortical levels,
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such as the amygdala, hypothalamus or midbrain (Johnson et al. 2012a). In
support of this conclusion and in accordance to the predator imminence
hypothesis (Mobbs et al. 2020), the mPFC seems to get engaged during the
confrontation with distal, less explicit threatening stimuli (Mobbs et al. 2007).
Direct confrontation with the stimuli such as the robo-beetle, in contrast, reactive
fear responses without negligible engagement of the mPFC (Kennis et al. 2013;
Mobbs et al. 2020).

However, local administration of the OX:R antagonist into the PL
increased the tolerance upon contact with the robo-beetle. We cannot explain this
effect by reduced locomotor activity, which remained unaffected by the treatment.
Moreover, it does not simply reflect an increase in passive fear, since freezing
behavior remained unaffected, or impaired sensory perception, which would have
caused an increase in contacts (Almada et al. 2018). Instead, the increased
tolerance seems to result from altered appraisal of the robo-beetle with a shift
from threatening (repulsive) to neutral and even rewarding (attractive) valuation.
The latter conclusion finds its support in the increased approach behavior, which
may not only reflect curiosity, but also the initiation of hunting behavior (Butler
1973; Hoy et al. 2016; Han et al. 2017). It is unlikely that this re-valuation results
from increased appetite (i.e., activation of the BAS), since orexin antagonists are
expected to reduce rather than increase food intake (Sakurai et al. 1998; Rodgers
et al. 2001; Li and de Lecea 2020). Instead, we hypothesize that orexins bias
cognitive judgement towards threat perception at level of the mPFC as part of the

BIS. At the same time, orexins may reduce the impulse to hunt for the potential

prey.
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Local infusion of an OX2R antagonist into the PL revealed essentially the
same phenotype as the OX:R antagonist. This finding confirms the importance
of orexin for valuation of the robo-beetle. However, the similar direction of effects
was rather unexpected, given that activation of OX2R may have anxiogenic or
anxiolytic effects (Furlong et al. 2009; Steiner et al. 2012; Viviani et al. 2014; Chen
et al. 2014; Soya and Sakurai 2020). For instance, OX2R knockout mice exhibited
a decrease in freezing behavior during contextual fear conditioning (Tsujino and
Sakurai 2013; Soya and Sakurai 2020). On the contrary, recent works suggest
that activation of OX2R receptors has anxiolytic and antidepressive consequence,
at least in the amygdala or hippocampus, and may exert opposite effects to OX1R
(Arendt et al. 2013, 2014; Staton et al. 2018). There is evidence indicating that
OX1R expressed in several regions of the brain plays different roles in fear-related
behavior through independent mechanisms, and OX2R may also be involved in
establishing contextual fear memory, suggesting a further complex mechanism
involving the mPFC or other OX2R-expressing regions (Soya et al. 2013).

We hypothesize that the defensive circuitry allows an individual to adapt
its behavior flexibly based on the level of threat imminence since we observed
orexin modulation only in the approach and tolerance behavior in the large arena.
Several lines of evidence have shown that distal threat elicits activity in the PFC
(Fanselow 1994; McNaughton and Corr 2004; Mobbs et al. 2007, 2009; Mobbs
2018), suggesting that the PFC [PL/IL cortex in rodents and the ventromedial
PFC (vmPFC) in humans] is involved in deliberative strategizing and
distinguishes between safe and aversive locations (Bach and Dayan 2017).
Although when the threat becomes proximal, the brain activity shifted from the

vmPFC to midbrain structures such as PAG (Mobbs et al. 2007; Tovote et al.
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2016; Motta et al. 2017). Thus, the PL neurons are recruited during the exposition
to robo-beetle, consequently the orexin mechanism acts as a modulatory system
in such cortical structure. It is worth considering that the PFC contains specific
cells that are involved in eliciting and inhibiting defensive behaviors, such as
freezing or flight, depends on the threatening situation, mainly via interaction with
the amygdala and PAG (Halladay and Blair 2015).

On the other hand, we can not be sure if the antiaversive effects of OXRs
antagonists on PL in the large arena was due to: (I) the emotional load of the test
situation, once we indeed provoked a context with more imminent contacts
among the mice and the robo-beetle; (II) the balance between forebrain and
midbrain responses to threat and (lll) the familiarity of mice with the test
procedure.

Taken together, the results from this study demonstrate that
pharmacological blockade of OX1R or OX2R at level of the mPFC leaves reactive
fear responses to a robo-beetle unaffected. At the same time, it diminishes the
cognitive judgement bias, resulting in tolerance of the erratically moving object
and the emergence of proactive approach behavior. This mode of action is
unique compared to consequence of the classical anxiolytic diazepam, which
also increased tolerance, but failed to increase approach behavior at all (Heinz
et al. 2017). Therefore, pharmacological blockade of OX1R and/or OX2R may
represent an innovative approach for the treatment of cognitive judgement bias,

which underlies many anxiety disorders.
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ANEXO | — INFLUENCIA DE RECEPTORES OREXINERGICOS NO CORTEX
“PRE-FRONTAL” NA EXPRESSAO DE COMPORTAMENTOS

RELACIONADOS A ANSIEDADE

1. Introducéao

Embora a relagéo entre estresse fisiolégico e ansiedade pareca intuitivo,
é de extrema complexidade a diferenciacao biolégica entre estes dois estados.

De fato, é possivel que um determinado estimulo estressante ocasione
respostas comportamentais relacionadas a ansiedade (XUE et al., 2020;
JANCZAREK et al., 2020): Xue et al. (2020) demonstraram que a exposicdo ao
odor de um dentre vérios os tipos de predadores era capaz de acentuar
comportamentos relacionados a ansiedade em roedores submetidos ao teste do
labirinto em cruz elevado (LCE). Esses animais apresentaram diminuicdo
significativa da atividade motora e aumento do periodo em que permaneceram
no braco fechado do LCE. Da mesma maneira, Janczarek et al. (2020)
demonstraram que a exposicdo de cavalos domesticados a sons de
vocalizacfGes de seus predadores acentuou a taxa de batimentos cardiacos e
cortisol na saliva, hormoénio este que é associado a respostas fisiologicas
relacionadas a ansiedade (FIKSIDAL et al., 2020). Estes dados, embora que
breves, demonstram o carater evolutivo dos comportamentos defensivos
relacionados a ansiedade.

O neuropeptidio orexina €& importante na regulagdo de sistemas
neurobiolégicos que respondem a um estimulo estressante (GRAFE e
BHATNAGAR, 2018). Nao obstante, é sabido que diversos neurotransmissores
sao capazes de modular um comportamento defensivo (ALMADA et al., 2015;

CALHOON e TYE, 2015; DEAKIN e GRAEFF, 1991) e né&o seria diferente com
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a orexina (JOHNSON et al., 2010; VANDERHAVEN et al., 2015; SOYA e
SAKURAI, 2018).

A administracdo de orexina A no nucleo central do complexo amigdaloide
atenuou em roedores o tempo despendido nos bragos abertos do LCE (AVOLIO
et al.,, 2011). Corroborando evidéncias de que a orexina A poderia modular
comportamentos defensivos relacionados a ansiedade, VANDERHAVEN et al.,
2015, demonstraram que animais tratados com um antagonista seletivo de
receptores orexinérgicos do tipo 1, o SB 334867, aproximavam-se em maior
frequéncia ao odor de seu predador. Algo similar foi observado em um modelo
animal modificado geneticamente para a extincdo de neurbnios orexinérgicos
(KHALIL e FENDT, 2017).

A administracdo de um antagonista seletivo de receptores orexinérgicos
do tipo 2, 0 TCS OX2 29, no ventriculo lateral de roedores, ndo foi o suficiente
para alterar comportamentos defensivos relacionados a ansiedade no LCE
(ASADI et al., 2018). Interessantemente, animais knockout para OXzR no BLA
apresentaram comportamentos relacionados a ansiedade mais intensificados do
gue animais knockout para OX1R na medida em que diminuiram sua preferéncia
social no teste de defesa social e diminuicdo do tempo gasto no centro da arena
no teste de campo aberto (ARENDT et al., 2014).

Em especial, o cértex “pré-frontal” medial (mPFC) participa ativamente em
papeis relacionados a tomada de decisGes, atencdo, medo, aprendizado e
memoria (ALMADA ET AL., 2015; CARLEN, 2017; MATOS et al., 2019) e recebe,
macicamente, projecdes hipotalamicas de neurdénios orexinérgicos (JOHNSON

et al., 2012), embora com expresséo desigual de receptores orexinérgicos (LI et
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al., 2009; CHEN et al., 2006; Marcus et al., 2001): OX1R expresso em maiores
quantidades do que OX2R.

Dessa maneira, 0 mPFC tem sido associado ao processamento das
emocdes e como centro controlador de comportamentos vinculados as respostas
defensivas relacionadas a ameacas distais (MOBBS et al. 2007; MOBBS, 2018).
No entanto, apesar de evidéncias anatdmicas e fisioldgicas do envolvimento do
MPFC nestes processos, pouco se sabe sobre as influéncias da orexina em nivel
de mPFC nos comportamentos defensivos relacionados a ansiedade. Sendo
assim, estudamos os efeitos do blogueio farmacolégico de receptores
orexinérgicos no mPFC na manifestacdo de comportamentos defensivos
relacionados a ansiedade a partir da exposicdo de roedores ao teste
comportamental do labirinto em cruz elevado que passaram por exposi¢ao prévia
ao estresse de restricdo e posterior blogueio farmacoldgico de receptores
orexinérgicos. Por fim, a nossa hipétese é que o bloqueio farmacologico de
receptores orexinérgicos, principalmente, do tipo 1, no mPFC, atenuara

comportamentos relacionados a ansiedade no teste comportamental LCE.

2. Material e métodos

2.1. Animais

Os experimentos foram realizados com camundongos da linhagem
C57BL/6N provenientes da instalacdo central de animais da Faculdade de
Medicina de Ribeirdo Preto da Universidade de Sao Paulo. Ap6s a chegada dos
animais no Laboratério de Fisiologia da Universidade Estadual de Sdo Paulo
(UNESP), Campus de Assis, foram agrupados no biotério do laboratorio na

quantidade de 4 camundongos por gaiola sobre condi¢cdes padrbes laboratoriais
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(23°C £ 1°C), com um ciclo de luz 12:12 com inicio as 7h e, comida e agua ad
libitum. Todos os experimentos foram realizados nos animais com um intervalo
etario de 8 a 12 semanas de idade.

Todos os experimentos e protocolos foram aprovados pela comissao local
de ética de experimentacdo animal da UNESP, Campus de Assis (numero do
processo: 002/2019) que se harmoniza com o0s principios de pesquisa animal
adotados pela comisséo nacional do bem estar animal (COBEA) e pelo conselho

nacional de controle de experimentac¢ao animal (CONCEA).

2.2. Cirurgia estereotaxica

Os camundongos foram anestesiados com cetamina na dose de 100
mg/kg (cetamina Agener, Unido quimica Farmacéutica Nacional, Sdo Paulo,
Brasil) e 10 mg/kg de xilazina (Calmiun, Unido quimica Farmacéutica Nacional,
Séao Paulo, Brasil) e postos no aparato estereotaxico (Stoelting, IL, USA, Kopf
Instruments, Tujunga, CA, USA) com o objetivo da implantacdo bilateral da
canula-guia (24 x5 mm) no PL, segundo as seguintes coordenadas: 1,78 mm
antero - posterior, £ 0.30 mm médio - lateral, -1.50 mm dorso - ventral relativo ao
Bregma, de acordo com o atlas estereotaxico do encéfalo de camundongo
Paxinos e Watson (2008). No final da cirurgia, cada animal recebeu uma injecao
intramuscular de penicilina G benzatina (0.1 ml). Os animais foram submetidos
a periodo de 5 dias de recuperacdo ap0s a cirurgia estereotaxica e inicio dos

testes comportamentais.
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2.3. Drogas e injecdes

O antagonista seletivo de receptores orexinérgicos do tipo 1 SB 334869
(300 NM; Tocris, Bristol, UK) e o antagonista seletivo de receptores do tipo 2
TCS OX2 29 (300 NM; Tocris, Bristol, UK) foram dissolvidos em DMSO a 20%
em salina (0.9% NaCL). As concentragdes aqui utilizadas foram baseadas em
estudos prévios (FARAHIMANESH et al. 2018; KARIMI et al. 2019) e o veiculo
(veh) foi composto a partir da solucao de 20% de DMSO diluido em salina.

Para injecdes locais, uma agulha (diametro externo de 0.3mm) fixada a
um tubo de polietileno (PE-10) a uma seringa de 5 pL (Hamilton, Reno, Nevada,
USA) foi introduzida através da canula-guia e usada para administrar as drogas
utilizadas neste trabalho ao PL a partir de uma bomba injetora (Stoelting, Wood
Dale, IL, USA). As drogas e o veiculo foram injetados no PL bilateralmente em
um volume de 0.1 yL em uma faixa de 0.5 yL/min 10 minutos antes do teste

comportamental, apés 30 min do procedimento do estresse de restricdo.

2.4. Labirinto em cruz elevado

O aparato é feito de polietileno cinza e consiste de dois bracos abertos
opostos (30 x 5 cm) cercados por barreiras de acrilico de 1 cm de altura, dois
bracos fechados cercados por paredes altas (30 x 5 x 14 cm), conectados a uma
plataforma central (5 x 5 cm) formando uma cruz, sendo EPM 50 cm elevado do
chéo (Master-One Suprimentos e Equipamentos para laboratério LTDS, Ribeirdo

Preto, SP, Brasil).
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2.5. Estresse de restricao

O aparato consiste em um tubo de acrilico transparente (11 cm de
comprimento x 2 cm de didmetro interno e 5 furos laterais de 0,5 cm de diametro
para ventilacdo) (Master-One Suprimentos e Equipamentos para laboratorio

LTDS, Ribeirdo Preto, SP, Brasil).

2.6. Histologia

No final dos experimentos, os camundongos foram anestesiados com
uretana (1,5 g/kg, Sigma — Aldrich, St. Louis, MO, USA) e perfundidos
transcardicamente com solucdo salina de 0,9% de concentragdo, seguido por
paraformaldeido a 4% (PFA; pH 7,4; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA). Os
encéfalos foram removidos e armazenados em solucdo de paraformaldeido a
4% por um periodo de dois dias e, posteriormente, inseridos em de sacarose a
a 30% para crioprotecdo. Apés estes procedimentos, os encéfalos foram
seccionados em fatias de 40 ym utilizando um criostato (CM 1950 Leica, Wetzlar,
Germany). As posicdes das injecdes no PL foram mensuradas utilizando um
microscopico éptico (Axioscope 5, Zeiss, Oberkochen, Germany) e comparadas
com o atlas anatdmico encefalico Franklin and Paxinos (FRANKLIN e PAXINOS,
2008). Todos os animais que apresentaram inje¢cdes em outras estruturas

anatbmicas que nado o PL foram excluidos da analise estatistica.

2.7. Estatistica
Todos os resultados foram apresentados como média e + erro padréo da

media (E.P.M) e foram analisados pelo software GraphPad Prism (versdo 7;
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GraphPad Software Inc.; San Diego, Califérnia, EEUU). Diferencas estatisticas
foram definidas como p < 0,05. A normalidade e homogeneidade dos dados
foram confirmadas com os testes de Shapiro-Wilk e Bartlett, respectivamente.
Os dados foram, pois, submetidos a uma analise de variancia (ANOVA) de uma

via, seguida pelo teste post hoc de Tukey.

2.8. Procedimento experimental

Cinco dias ap0s a cirurgia estereotaxica, os animais foram divididos em
grupos independentes: (i) sem estresse de restricdo e (i) com estresse de
restricdo. Vinte quatro horas antes de serem submetidos ao labirinto em cruz
elevado (EPM), grupos independentes de animais foram submetidos a um
episédio de 4h de estresse de restricdo. Vinte quatro horas apds o estresse de
restricdo os camundongos foram inseridos no aparato em sua regiao central de
compartilhamento mutuo apés dez minutos da injecdo dos antagonistas de
orexina no PL em suas respectivas concentracdes e foi mensurado o nimero de
entradas nos bracos fechados, isto €, quando o animal adentrava com 0s quatros
membros no braco fechado, nimero de entradas no brago aberto, quando o
animal adentrava com os quatros membros no bragco aberto, 0o tempo gastos
nestes segmentos do aparato e, o tempo que passou imével com um limiar de
inicio de 2 segundos, durante o periodo de 5 minutos.

Os animais passaram por um periodo de 30 minutos no aparato com o
objetivo de habituacdo, um dia antes da exposicdo ao teste e estresse de
restricdo. Todos os testes foram gravados para posterior analise de maneira

mais fidedigna.

92



3. Resultados

3.1. Papel do bloqueio farmacoldgico de receptores orexinérgicos no PL na
ansiedade

Para se avaliar as consequéncias do bloqueio farmacologico de
receptores orexinérgicos do tipo 1 e 2 na manifestacdo de comportamentos
defensivos relacionados a ansiedade, injetaram-se, bilateralmente, diferentes
doses de SB 334867 e TCS OX2 29 no PL, 10 min antes da exposi¢cao dos
animais ao teste comportamental do labirinto em cruz elevado.

Durante a fase de testes, ndo se observou diferenca estatisticamente
significativa do bloqueio farmacoldgico de receptores orexinérgicos do tipo 1 e
tipo 2 nas diferentes concentracbes de SB 334867 e TCS OX2 29,
respectivamente, no PL no tempo despendido pelos animais nos bracos abertos
(p = 0.634, figura 1A) e no numero de entrada dos animais nos bracos abertos
(p = 0.1816, figura 1B). De maneira semelhante, ndo se observou diferenca
estatistica significativa para o tempo despendido pelos animais nos bracos
fechados (p = 0.1517, figura 1C) e no numero de entrada dos animais nos bracos

fechados (p = 0.9591, figura 1D).
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Fig.1. Efeitos do tratamento do cértex pré-limbico, uma sub-regido do coértex “pré-frontal”
medial, com o antagonista de receptores orexinérgicos do tipo 1 (SB 334867; 300
NM/0,1 pl/lado) e do tipo 2 (TCS OX2 29; 300 NM/0,1 ul/lado) de camundongos
previamente expostos a 4 horas de estresse de restricdo e vinte quatro horas depois
submetidos ao labirinto em cruz elevado (LCE). (A) Tempo de permanéncia nos bracos
abertos, (B) numero de entradas nos bragos aberto do LCE, (C) tempo de permanéncia
nos bracos fechados, (D) numero de entradas nos bracos fechados do LCE. As colunas
representam médias e as barras o EPM. Os resultados foram submetidos & ANOVA de
uma via, seguido pelo teste post hoc de Tukey. N = 6 por grupo. (s): segundos.
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4. Discusséo

O teste do labirinto em cruz elevado € utilizado como medida para
mensuracdo de comportamentos relacionados a ansiedade em roedores, na
medida em que € baseado a aversao inata destes animais a lugares abertos e
elevados. Em teoria, animais menos ansiosos tendem a passar um maior periodo
e adentrar nos braco abertos com maior frequéncia, enquanto que animais mais
ansiosos tendem a passar maior periodo nos bracos fechados (KRAEUTER et
al., 2018)

Animais submetidos aos diferentes tratamentos aqui utilizados
demonstraram maior preferéncia aos bracos fechados, indicando, dessa
maneira, 6tima funcionalidade do modelo experimental, assim como evidenciam
diversos outros trabalhos (KRAEUTER et al., 2018; ARI et al., 2019; YOSHIZAKI
et al., 2020). No entanto, o protocolo de estresse de restricdo falhou em provocar
estado emocional de ansiedade mais elevado.

De fato, o estresse de restricdo motora agudo € suficiente para acentuar
estado de ansiedade em animais submetidos a este protocolo experimental
(SOUSA et al., 2018; CIOATO et al., 2010; RAVIZZONI et al., 2007). Souza et al
(2018) demonstraram que o estresse de restricdo por um periodo de 4h foi capaz
de acentuar o estado emocional de ansiedade em camundongos quando
submetidos ao LCE, uma vez que o numero de entradas e tempo despendido
pelos animais nos bracos fechados aumentou. De maneira semelhante, Cioato
et al (2010) e Ravizzoni et al (2007) verificaram que a restricdo motora de apenas
1h em animais submetidos ao estresse de restricdo motora € capaz de acentuar

0 estado emocional de animais no LCE.
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Estas evidéncias nos levam a crer que a incapacidade de acentuar o
estado emocional de ansiedade do modelo animal empregado neste estudo seja
proveniente da linhagem animal utilizada. Animais da linhagem C57BL/6N s&o
utilizados com frequéncia alta em trabalhos cujo foco € a investigacdo de
comportamentos relacionados a ansiedade (MARTIN e BROWN, 2010; COSTA
et al., 2013; ZHU et al., 2014; MARCHETTE et al., 2018); no entanto, diversos
autores comparam a linhagem C57BL/6N com outras linhagens (BROOKS et al.,
2005; XUE-LEN et al., 2011; MEZIANE et al., 2007; MARCHETTE et al., 2018)
e concluiram que esta linhagem apresenta menos fenétipos relacionados a
ansiedade no teste do LCE e do campo aberto.

Em uma outra linha de pensamento, é possivel que o protocolo
experimental do estresse de restricdo motora agudo fosse alterado para a
exposi¢cdo do animal ao LCE imediatamente apds o término do periodo de
restricdo. Em todo o caso, novas investigacfes serdo necessarias para se
identificar a relagcdo entre o resultado obtido e o protocolo experimental aqui
empregado.

O cortex “pré-frontal” participa do processamento das emocbes e da
cognicao. Neste trabalho, injetaram-se diversas concentracdes de antagonistas
de receptores orexinérgicos do tipo 1 e 2, o SB 334867 e 0 TCS OX2 29,
respectivamente, bilateralmente no mPFC. Embora ndo tenham se observado
alteracbes nos comportamentos relacionados a ansiedade no LCE,
principalmente em decorréncia da incapacidade de acentuar a ansiedade nos
animais submetidos ao estresse de restricdo, utilizando o modelo animal de
estresse unico prolongado (SPS) para estresse pos-traumatico, modelo animal

gue apresenta altos niveis de ansiedade (LISIESKI et al., 2018) e, concentracéo

96



de receptores orexinérgicos do tipo 1 no mPFC mais elevada (HAN et al., 2021),
Han et al (2021) demonstraram que a administracdo de orexina A por via
intracerebroventricular reinstaurou a homeostase, a concentracao de receptores
orexinérgicos do tipo 1 no mPFC e atenuou comportamentos relacionados a
ansiedade no LCE, indicando que o sistema orexinérgico do mPFC patrticipa da
regulacao da ansiedade.

Nesta direcdo, novas investigacbes deverdao ser realizadas acerca do

papel dos mecanismos orexinérgicos no mPFC na expressdo da ansiedade.
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Abstract—The ability to distinguish between threatening (repulsors), neutral and appetitive stimuli (attractors)
stimuli is essential for survival. The orexinergic neurons of hypothalamus send projections to the limbic struc-
tures, such as different subregions of the medial prefrontal cortex (mPFC), suggesting that the orexinergic mech-
anism in the prelimbic cortex (PL) is involved in the processing of fear and anxiety. We investigated the role of
orexin receptors type 1 (OX;R) and type 2 (OX;R) in the PL in such processes upon confrontation with an errat-
ically moving robo-beetle in mice. The selective blockade of OX,;R and OX;R in the PL with SB 334867 (3, 30,
300 nM) and TCS OX2 29 (3, 30, 300 nM), respectively, did not affect general exploratory behavior or reactive fear
such as avoidance, jumping or freezing, but significantly enhances tolerance and approach behavior at the high-
est dose of each antagonist tested (300 nM). We interpret these findings as evidence for an altered cognitive
appraisal of the potential threatening stimulus. Consequently, the orexin system seems to bias the perception
of stimuli towards danger or threat via OX;R and OX;R in the PL. © 2021 IBRO. Published by Elsevier Ltd. All rights
reserved.

Key words: medial prefrontal cortex, orexin receptors, fear, beetle mania task, cognitive judgment bias, anxiety.
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state of the animals (Heinz et al., 2017; Almada et al.,
2018), the BMT offers a unigue test platform for the phar-
macological modification of valuation biases.

According to Jeffrey A. Gray's original reinforcement
sensitivity theory (Gray and McNaughton, 2000), three
neural systems control approach versus avoidance
behavior: the Fight, Flight and Freeze System (FFFS),
the Behavioral Approach System (BAS) and the Behav-
joral Inhibition System (BIS) (McMNaughton and Corr,
2004). According to the authors, the FFFS regulates
avoidance from repellent (i.e., threatening) stimuli in a
rather reflexive manner and the BAS the approach of
attractive stimuli. The BIS, in turn, handles conflicts
between repellent and attractive stimuli and orchestrates
goal-directed behavior under threatening situations. More
recently, this theoretical framework has been extended by
the Constraint system, which is implicated in effortful con-
trol and suppresses impulses, thoughts, and emotions
(Carver, 2005; Kennis et al., 2013). Interestingly, despite
the diverse neuronal circuitries comprising the four sys-
tems, all four systems share the potential involvement of
the prefrontal cortex (Kennis et al., 2013), rendering this
brain structure an interesting site for pharmacological
interventions.

The orexin system of the brain represents an
emerging target for such interventions. The orexins A

and B are hypothalamic peptides (also called
hypocretins) and bind to orexin receptor type 1 (OX4R)
and type 2 (OX;R) (de Lecea et al., 1998; Sakurai
et al., 1998). They affect both the positive and the nega-
tive valence systems, such as addictive behavior (Hopf,
2020), wakefulness (Adamantidis et al., 2007; Sakurai,
2007), arousal (Sutcliffe and de Lecea, 2002; Sakurai,
2014), feeding (Tsujino and Sakurai, 2013), emotion and
social interaction (Johnson et al., 2010, 2012a; Blouin
et al., 2013). Their therapeutic potential is illustrated best
by the panicolytic and anxiolytic effects of OX4R antago-
nists in preclinical studies (Summers et al., 2020).

In recent years, the orexin system has been
implicated in stress, anxiety, fear, and panic-related
behavior in rodents (Berridge et al., 2010; Li et al,
2010; Flores et al., 2017) and humans (Strawn et al.,
2010; Johnson et al., 2012a). Interestingly, it has been
demonstrated that patients with panic anxiety have higher
levels of orexin-A in the cerebrospinal fluid compared to
people without panic anxiety (Johnson et al, 2010).
Silencing the hypothalamic orexin gene product or sys-
temic OX4R antagonists blocks the panic responses in
rats (Johnson et al., 2010). The intraperitoneal injection
OX4R antagonist SB 334867 reduced cued and contex-
tual fear memory retrieval (Flores et al., 2014). Thus,
recent studies have raised the possibility of OXRs antag-
onists for therapeutic use to treat anxiety, panic, post-
traumatic stress disorder, and depression (Sears et al.,
2013; Mero Pich and Melotto, 2014; Staton et al.,
2018). The function of OXRs is required during the evok-
ing of defensive behaviors and their antagonists act pro-
moting the reduction of excessive such fear responses.

Although orexin neurons are strictly located in the
lateral hypothalamus (LH), perifornical area (PFA),
dorsomedial hypothalamus (DMH), and posterior

hypothalamus (Peyron et al., 1998; Nambu et al., 1999),
they send prominent projections to autonomic, neuroen-
docrine, and limbic systems (Johnson et al., 2012a;
Sakurai, 2014; Li and de Lecea, 2020), including the med-
ial prefrontal cortex (mPFC), where both OX4R and OXzR
are expressed (Johnson et al., 2012a; Jin et al., 2016).
The mPFC can be divided into the anterior cingulate
(AC), prelimbic (PL) and infralimbic (IL) cortices and, as
stated before, plays an important role in decision-
making, attention, fear, learning, and memory (Carlén,
2017; Matos et al., 2019), Therefore, the mPFC has been
implicated in the processing of emotionally and emerged
as a central hub the orchestration of avoidance versus
approach behavior and fear responses to distal threats
(Mobbs et al., 2007; Mobbs, 2018). In this scenario, a
leading hypothesis is that the PL has been implicated in
behavioral responses to conflict (Walton et al., 2002;
Sangha et al., 2014), evaluates possible outcomes in
the presence of competing drives (Ridderinkhof et al.,
2004; Rushworth and Behrens, 2008), such as in the
presence of a potential threat (Friedman et al., 2015;
Diehl et al., 2020), as well as in behavioral flexibility, all
of which potentially related to emotion and its modulation
(Walton et al., 2002; Sangha et al., 2014; Friedman et al.,

2015). Despite the anatomical and physiological evidence
for the potential involvement of orexins in such processes,

surprisingly little is known about the behavioral conse-
quences of orexins at the level of the mPFC as well as
in the PL. Therefore, we studied the effects of pharmaco-
logical blockade of OX;R and OXzR within the PL in the
BMT to disentangle consequences on approach/avoid-
ance conflicts and the underlying neural systems FFFS,
BAS, and BIS.

EXPERIMENTAL PROCEDURES
Animals

Experiments were performed with male C57BL/6N mice
purchased from the Central Animal Facility of Ribeirdo
Preto Medical School of the University of Sdo Paulo.
After arriving at the Laboratory of Physiology of the
Department of Biological Science of Sdo Paulo State
University (UNESP) — Assis Campus. mice were housed
(four mice per cage) under standard laboratory
conditions (23 °C + 1 °C) with a 12:12 light cycle
schedule with food and water provided ad libitum. All
experiments were performed at an age from 8 to
12 weeks.

The experiments and protocols were approved by the
Local Ethics Committee in Animal Experimentation of the
UNESF dl Assls Cdinpus (GEUA process numuer,
002/2018), which is in agreement with the ethical
principles in animal research adopted by the Brazilian
College of Animal Experimentation (COBEA) and by
National Council for Animal Experimentation Control
(CONCEA). All efforts were made to reduce the number
of used animals and to diminish animal suffering. A total
number of 58 animals were used in this study, already
excluding around 10% of animals with mislocated guide
cannulae that were removed from further analysis.

103



160 V. P. M. N. Soares et al. { Neuroscience 468 (2021) 158-167

Stereotactic surgery

Mice were anesthetized with 100 mg/kg ketamine
(Ketamine Agener, Unido Quimica Farmacéutica
Nacional, Sao Paulo, Brazil) and 10 mg/kg xylazine
(Calmiun, Unido Quimica Farmacéutica Nacional, Sdo
Paulo, Brazil) and placed in a stereotaxic frame
(Stoelting, IL, USA Kopf Instruments, Tujunga, CA,
USA) for implantation of guide cannulag in the PL.
Cannulae (24 gauge, 5 mm lengths) were bilaterally
implanted, targeting the PL: +1.78 mm anterior-
posterior, +0.30 mm medial-lateral, —1.560 mm dorsal—
ventral, relative to Bregma, accordingly Franklin and
Paxinos mouse brain in stereotaxic coordinates atlas
(2008) (Keith Franklin and George Paxinos, 2008). At
the end of the surgery, each mouse was freated with an
intramuscular  injection of penicilin  G-Benzatine
(120,000 Ul; 0.1 ml). The mice were given a 5-day recov-
ery period before the behavioral test.

Drugs and injections

The OX4R antagonist SB 334867 (3, 30, 300 nM; Tocris,
Bristol, UK) and OX,R antagonist TCS OX2 29 (3, 30,
300 nM; Tocris, Bristol, UK) were dissolved in 20%
DMSO in sterile saline (0.9% NaCl). Concentrations
utilized on experimental procedures were based on
previous studies (Farahimanesh et al., 2018; Karimi
et al., 2019). The vehicle (veh) was composed of 20%
DMSO diluted in sterile saline.

For local injections, a needle (outer diameter, 0.3 mm,
6 mm length) attached by a polyethylene tube (PE-10) to
a 5 w syringe (Hamilton, Reno, Nevada, USA) was
inserted into the cerebral cortex through the guide
cannulae and used to deliver the drugs into the PL
using an injector pump (Stoelting, Wood Dale, IL, USA).
Each drug and vehicle were injected in a volume of
0.1 pl into the PL bilaterally at the rate of 0.5 pl/min
10 min before the behavioral test.

Beetle mania task (BMT)

The beetle mania task (BMT) enables the assessment of
aclive and passive fear responses as well as appelence

Beetle Mania Task

Habituation (without robo-beetle)

behavior (Heinz et al., 2017; Almada et al., 2018). The
setup (L150 < W15 x H37 cm, grey polyethylene with
rounded end walls, Fig. 1) was evenly illuminated with
50 lux white light. The floor was demarcated into six sec-
tors of 25 cm each. The BMT was performed in consecu-
tive phases of five minutes each: (a) the habituation
phase without robo-beetle and (b) the test phase with
robo-beetle. First, we habituated the animals to the setup
and measured vertical (number of rearings) and horizon-
tal exploration (number of sections crossings). Subse-
quently, we placed an erratically moving robo-beetle
(Hexbug Nano, www.hexbug.com/nano, Innovation First
Labs, Inc, TX, USA; L4.5 x W1.5 x H1.8 cm, weight:
7.3 g, mean speed: 25 cm/s) far most distant from the
mouse (Fig. 1) and the following behaviors were mea-
sured: contacts (number of physical contacts between
the mice and the robo-beetle), tolerance (number of times
the robo-beetle approaches the mouse without exerting a
behavioral response normalized to the number of con-
tacts), approach (number or sections the mice followed
the robo-beetle in close vicinity), active avoidance behav-
ior as the sum of escape response (number of with-
drawals with accelerated speed in the direction opposite
from the robo-beetle) and flight response (number of with-
drawals with the accelerated speed in the same direction
as the robo-beetle), freezing duration and number of
jumps (Heinz et al., 2017; Almada et al., 2018). The entire
task was recorded by a video camera (Sony Handycam,
HDR-SR10, Tokyo, Japan) for subsequent offline etholog-
ical analysis by a trained observer who was unaware of
the treatment.

Experiments were performed in independent runs with
studying behavioral consequences of intra-PL infusion of
the OX;R antagonist SB 334867 at 3 nM (n = 7), 30 nM
(n = 7)or 300 nM (n = 8) vs. vehicle (n = 8; veh) in
Experiment 1, and of the OX;R antagonist TCS OX2 29
at 3 nM (n = 6), 30 nM (n = 6) or 300 nM (n = 10)
versus vehicle (n = 6; veh) in Experiment 2.

Histology

At the end of the experiments, mice were deeply
anesthetized with urethane (1.5 g/kg, Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, USA) and
transcardially perfused with 0.9%
saline followed by 4%
paraformaldehyde (PFA; pH 7.4;
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA). The brain was removed,

5 min
Baseline
|
'
k3
1h
[}

13
'
.
wo gl

i\

post-fixed in 4% PFA overnight,
and then immersed in 30%
sucrose for cryoprotection. After
that, brain tissue was sectioned

Test (with robo-beetle)

(40 pm) in a cryostat (CM 1950
Leica, Wetzlar, Germany). The

5 min
est

! accurate placement of injection
1 cannulas was verified using a
1 # photomicroscope (Axioscope 5,

Fig. 1. The BMT consisted of two consecutive 5 min phases. In the habituation phase, mice were
allowed to habituale to the arena withoul robo-beetle. The lest phases included confrontations with an

erratically moving robo-beetle.

Zeiss, Oberkochen, Germany) and
injection sites were compared with
the atlas Franklin and Paxinos
(Keith  Franklin and George
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Paxinos, 2008). We excluded all animals with misplaced
injection sites from further analysis by experimenters blind
to treatment.

Statistics

All data are presented as mean + standard error of the
mean (S.E.M) and were analyzed by the GraphPad
Prism software (version 7.0; GraphPad Software Inc.;
San Diego, CA, USA). Statistical significance was
defined as p < 0.05. Normality and homogeneity in the
sampled distributions were confirmed with the Shapiro—
Wilk's test of normality and Bartlett's test of
homogeneity of variances. Based on the results of these
tests, appropriate parametric tests, one-way ANOVA
was performed, and Tukey's comparison post hoc test
was used to detect significant differences.

RESULTS

Histological verification of the injection sites confirmed the
comparability of the different treatments in terms of
engagement of the PL (Fig. 2).

Experiment 1: OX;R antagonist in the PL reduces
threat valuation

To study the consequences of the blockade of OX;R in
the PL on the expression of defensive or appetitive
behaviors, we bilaterally injected different doses of SB
334867 into the PL 10 min before exposure to the
setup. As shown in Table 1, there were no general
effects on exploratory behavior during habituation (i.e.,
prior to the confrontation with the robo-beetle).

During the subsequent test phase, we confronted the
animals with the robo-beetle. All treatment groups had the
same number of contacts between robo-beetle and mice
(Fsz6 = 2.73, p = 0.064; Fig. 3A). The highest dose of

the OX4R antagonist SB 334867 (300 nM) significantly
increased tolerance (Fs,s = 10.31; p = 0.0001;
Fig. 3B) and approach behavior (Fzzs = 27.78;
p < 0.0001; Fig. 3C). No significant effects were
observed on freezing (Fzz2s = 1.219; p = 0.323; data
not shown), jumping (F326 = 0371, p = 0.774; data
not shown) and avoidance behavior (F3zs = 2.658;
= 0.069; Fig. 3D).

Experiment 2: OX;R antagonist in the PL reduces
threat valuation

To study consequences of the blockade of OX:R, we
bilaterally injected different doses of TCS OX2 29 into
the PL before the behavioral test. As for the OXyR
antagonist, there were no differences in exploratory
behavior in the habituation phase (Table 1). Upon the
subsequent confrontation with the robo-beetle, treatment
with the OX;R antagonist revealed essentially the same
findings as treatment with the OX;R antagonist, with
increased tolerance (f; 24 9649, p = 0.000Z;
Fig. 4B) and approach behavior (Fi.y = 10.81,
p = 0.0001; Fig. 4C) and no significant effects on the
number of contacts (Fs, 22 = 1173, p = 0.340;
Fig. 4A), freezing duration (F3 24 = 2.31; p = 0.101; not
shown), jumping (Fs24 = 2.089; p = 0.128; not shown)
and avoidance (F;24 = 1.306, p = 0.295; Fig. 4D).

DISCUSSION

In this work, we showed that intra-PL injection of either
OX1R or OX,R antagonists increased the tolerance of
the approaching and close following of the bypassing
robo-beetle. Other behavioral measures, in contrast,
such as basal exploratory activity, number of contacts or
active (i.e., avoidance, jumping), and passive defensive
responses (i.e., freezing) remained unaffected.
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Fig. 2. Drawings of cerebrum transverse section across rostro-caudal extensions of the medial prefrontal cortex (mPFC), depicting the
representation of the injection sites of the vehicle (o) and SB 334867 (®) (A), vehicle (L) and TCS OX2 29 (W) (B) in the PL. The number of points in
the figure is fewer than the total number of mice because of overlapping injection sites.
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Table 1.
Injection into the PL Sample size Dose Exploratory behaviors
Crossings Statistics Rearings Statistics

Vehicle n=T7 Veh 112.00 + 18.61 18.25 + 4.10

SB 334867 n=7 3nM 94,29 + 1061 Faoze = 0.423 20.86 = 4.15 Faze = 0.652
n=28 30 nM 112.70 + 17.68 p = 0737 2314 + 435 p = 0.588
n=28 300 nM 119.50 + 16.13 2588 + 393

Vehicle n==6 Veh 135.00 = 18.44 22,67 = 3.90

TCS OX2 29 n==6 3 nM 169.80 + 17.23 Fapy = 117 26.33 + 0.98 Fazq = 0.438
n=6 30nM 153.70 + 13.44 p = 0.341 23.00 = 243 p= 0727
n =10 300 nM 165.40 + 9,03 25.10 £ 2.04

We employed local infusion of OX;R or OX;R
antagonists to selectively interfere with orexinergic
signaling at the level of the PL. Despite histological
confirmation of the correct placement of the injection
sites and the small injection volume, it is highly unlike
that the action of the antagonist was restricted to the PL
(Wanisch and Wotjak, 2008). Instead, we have to assume
that the antagonists diffused along the guide cannulas to
other parts of the mPFC, such as the anterior cingulate

A Contact B
100~ 100
80 80
60+
g
404
204
0_
SB 334867
C Approach D
100~ 100+
80+ 80
__ 60
g
404
204
O_
Veh 3 30 300 Veh
SB 334867

Fig. 3. Effects of SB 334867 (3, 30, 300 nM) injeclions in the PL on (A) number of contacts, (B)
tolerance, (C) approach and (D) avoidance behavior upon confrontation with the robo-beetle. Data

Tolerance

Veh 3 30 300

Avoidance

3 30 300 2020).

cortex. With this in mind, we refrain from ascribing the
behavioral consequences of the treatment to the specific
engagement of the PL.

The fear responses are a natural behavior reaction to
threats and unpredictable occurrences in the environment
that increases arousal, wakefulness, and prepares the
individual to cope in a dangerous situation. It is
reasonable to hypothesize that threatening stimuli
increase the activity of orexin neurons, consequently will

release more orexin in their
terminal axons located in brain

limbic regions, such as mPFC that

regulate the expression of fear-

related responses. Contrary to the
well-described  anxiolytic and

# panicolytic  effects of OX4R
F+4 antagonists after systemic
ek treatment (Johnson et al.,, 2012b;
Merlo Pich and Melotto, 2014),

° intra-PL injections failed to affect
og® defensive avoidance (as the sum

o of flight or escape behavior) and

freezing. We see this as evidence
that the regulation of the FFFS by
orexins occurs at subcortical levels,
such as the amygdala, hypothala-
mus or midbrain (Johnson et al.,
2012z). In support ot this conclu-
sion and following the predator
imminence hypothesis (Mobbs
et al., 2020), the mPFC seems to
get engaged during the confronta-
tion with distal, less explicit threat-
ening stimuli (Mobbs et al., 2007).
One should keep in mind that direct
confrontation with stimuli such as
the robo-beetle may recruit the
mPFC during the organization of
reactive fear-like responses
(Kennis et al., 2013; Mobbs et al.,

SB 334867

However, local administration
of the OX;R antagonist into the
PL increased the tolerance upon
contact with the robo-beetle. We

SB 334867

are expressed as mean + S.EM. **p < 0.01, ***p < 0.001 compared to the veh; + + +p < 0.001 cannot exp\ain this effect by

compared to the 3 nM; #p < 0.05, #p < 0.007 compared to the 30 nM (one-way ANOVA followed by

Tukey's post-hoc test).

reduced locomotor activity, which
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of the mPFC as part of the BIS. At
the same time, orexins may reduce
the impulse to hunt potential prey.
Recent pharmacological-based
experiments have shown that
OX4R antagonist into the anterior
cingulated cortex and orbitofrontal
cortex, especially decreased high
reward choices in the cost and ben-
efit decision-making tasks (Karimi
et al., 2019), suggesting that OX;-
Rs recruitment in the mPFC play a
crucial role in allowing the animal
to evaluate between approach and
avoidance behaviors.

Local infusion of an OX:R
antagonist into the PL essentially
revealed the same phenotype as
the OX;R antagonist. This finding
confirms the importance of orexin
for the valuation of the robo-beelle
aversive valence. However, the
similar direction of effects was
rather unexpected, given that the
activation of OX;R may have
either anxiogenic or anxiolytic
effects (Furlong et al., 2009;
Steiner et al., 2012; Chen et al.,
2014; Viviani et al, 2014; Soya
and Sakurai, 2020). For instance,
OX,R knockout mice exhibited a
decrease in freezing behavior dur-

0 + T =

o]

TCS OX2 29

Fig. 4. Effects of TCS OX2 29 (3, 30, 300 nM) injections in the PL on (A) number of contacts, (B) iNg contextual fear conditioning
tolerance, (C) approach and (D) avoidance behavior upan confrontation with the robo-beetle. Data  (Tsujino and Sakurai, 2013; Sova
are expressed as mean + S.E.M.*p = 0.05, compared to the veh; + +p < 0.01 comparedtothe 3 znd Sakurai, 2020). On the con-

nM; #p < 0.001 compared to the 30 nM (one-way ANOVA followed by Tukey's post-hoc test).

remained unaffected by the treatment. Moreover, it does
not simply reflect an increase in passive fear, since
freezing behavior remained unaffected, or impaired
sensory perception (i.e. optogenetic stimulation of axon
terminals of substantia nigra pars reticulata neurons at
the level of the SC, a multimodal sensory structure that
integrates visual, auditory, and somatosensory stimuli to
start orienting movements of the eyes and head toward
salient clues, increased the number of contacts between
robo-beetle and test mouse in the BMT), which would
have caused an increase in contacts (Almada et al.,,
2018). Instead, the increased folerance seems to result
from altered appraisal of the robo-beetle with a shift from
threatening (repulsive) to neutral and even rewarding (at-
tractive) valuation. The latter conclusion finds its support
In the increased approach behavior, which may not only
reflect curiosity but also the initiation of hunting behavior
(Butler, 1973; Hoy et al., 2016; Han et al., 2017). Itis unli-
kely that this re-valuation results from increased appetite
(i.e., activation of the BAS) since orexin antagonists are
expected to reduce rather than increase food intake
(Sakurai et al., 1998; Rodgers et al., 2001; Li and de
Lecea, 2020). Instead, we hypothesize that orexins bias
cognitive judgment towards threat perception at the level

trary, recent reports suggest that
the activation of OX;R receptors
has anxiolytic and antidepressive
consequences, at least in the amygdala or hippocampus,
and may exert opposite effects to OX4R (Arendt et al.,
2013, 2014, Staton et al., 2018). There is evidence indi-
cating that the expression of OX4R in several regions of
the brain plays different roles in fear-related behavior
through independent mechanisms, and OX2;R may also
be involved in establishing contextual fear memory, sug-
gesting a further complex mechanism involving the mPFC
or other OX;R-expressing regions (Soya et al., 2013). In
this work, the selective blockade of OX;R and OX;R in
the PL with SB 334867 and TCS OX2 29 enhanced toler-
ance and approach behavior at the highest dose tested
(300 nM). However, due to a relatively sparse expression
of OX3R in the PFC of rats (Lu et al., 2000; Marcus et al.,
2001) and the potential loss of selectively of the antago-
nists used in this work at the higher doses, further inves-
tigation will be needed to properly explore the density of
the expression of both OX4R and OX;R at the level of
PFC in mice.

Another point that we might address herein is
concerning the fact surprisingly the pharmacological
treatment increased approach, but not avoidance
response. We might consider here that the beetle mania
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test does not comprise a robust aversive stimulus, and for
this reason, oriented and non-oriented escape behaviors
were merged and considered avoidance. However, in a
classical prey versus predator paradigm, based on
interactions between mice or rats and wild snakes in
polygonal arenas for snakes, several times the prey,
during risk assessment behavior, such as stretch attend
posture and flat back approach, elicit startle, and after
flat back approach and short interaction with the
predator, they elicit oriented escape behavior to safe
places (burrow and elevated platforms for escape)
(Almada et al., 2021; dos Anjos-Garcia and Coimbra,
2019, 2020, Coimbra et al., 2017a, 2017b). It is possible
that in the beetle mania test, after increased approach
behavior to the robo-beetle in erratic movements, mice
display active avoidance justifying some paradoxical
findings.

We hypothesize that the defensive circuitry allows an
individual to adapt its behavior flexibly based on the level
of threat imminence. Several lines of evidence have
shown that distal threat elicits activity in the PFC
(Fanselow, 1994; McNaughton and Corr, 2004; Mobbs
et al., 2007, 2009; Mobbs, 2018), suggesting that the
PFC [PL/IL cortex in rodents and the ventromedial PFC
(vmPFC) in humans] is involved in deliberative strategiz-
ing and distinguishes between safe and aversive loca-
tions (Bach and Dayan, 2017). Although when the threat
becomes proximal, the brain activity shifted from the
vmPFC to midbrain structures such as the periaqueductal
gray matter (PAG) (Mobbs et al., 2007; Tovote et al.,
2016; Motta et al., 2017). It is worth considering that the
PFC contains specific cells that are involved in eliciting
or inhibiting defensive behaviors, such as freezing and
escape, depending on the threatening situation, mainly
via interaction with the amygdala and PAG neuronal net-
works (Halladay and Blair, 2015). Thus, when PL neurons
are recruited during the exposition to robo-beetle test, the
orexin neurotransmission acts as a modulatory system in
such cortical structure.

Taken together, our findings demonstrate that
pharmacological blockade of OX;R or OX;R at the level
of the mPFC leaves reactive fear responses to the robo-
beetle unaffected. At the same time, it diminishes the
cognitive judgment bias, resulting in tolerance of the
erratically moving object and the emergence of
proactive approach behavior. This mode of action is
unigue compared to the consequence of the classical
anxiolytic diazepam, which also increased tolerance, but

failed to increase approach behavior at all (Heinz et al.,
2017). Therefore, pharmacological blockade of OX;R
andfor OX;R may represent an innovative approach for
the treatment of cognitive judgment bias, which underlies
many anxiety disorders.
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ANEXO Il = PARECER DA COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

(CEUA)

o UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

VAY
u nesp Faculdade de Ciéncias e Letras de Assis

Comissdo de Etica no Uso de Animais

CERTIFICADO

CERTIFICAMOS que o Projeto de Pesquisa MEDO E ANSIEDADE: O PAPEL DO SISTEMA
OREXINERGICO NO CORTEX PRE-FRONTAL MEDIAL, Registro n° 002/2018, sob a responsabilidade do
pesquisador Rafael Carvalho Almada e colaboragdo de Telma Gongalves Carneiro Spera de Andrade,
conforme registrado, atende a legislagdo vigente em refacdo ao respeito aos principios éticos na

experimentagdo animal.

Animais utilizados: Camundongos C57/BL6, machos

Numero de animais solicitados e autorizados: 400 (quatrocentos)

CERTIFICAMOS, ainda, que o referido projeto serd desenvolvido em 48 meses, no
periodo de 01/03/2019 a 28/02/2023, sendo que o Relatério Final devera ser entregue em
margo/2023.

Assis, 20 de dezembro de 2018.
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