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RESUMO 

Fusse, E.J. O papel de processos autofágicos nos efeitos comportamentais 

desencadeados pelo tratamento com canabinóides em animais cronicamente 

estressados. 2019. Dissertação (Mestrado). Faculdade de Medicina de Ribeirão 

Preto – Universidade de São Paulo, Ribeirão Preto, 2019. 

 

Diante de uma situação estressante, o cérebro orquestra e ativa sistemas de 

adaptação com a finalidade de reagir ao estresse e promover a homeostasia. 

Entretanto, quando o estímulo é persistente ou existe uma incapacidade de desativar 

os sistemas de adaptação, danos e mudanças neuroplásticas podem ocorrer. Estas 

alterações podem vir a favorecer o surgimento de transtornos psiquiátricos como 

depressão e transtornos de ansiedade. Os antidepressivos são a primeira linha de 

tratamento para depressão e ansiedade. Porém, os antidepressivos apresentam entre 

inúmeros efeitos adversos e uma latência de três a quatro semanas para sua ação 

terapêutica. Os sistema endocanabinóide tem se demonstrado como candidato para 

a terapêutica de transtornos de ansiedade e depressão, visto que estudos em modelos 

animais e pacientes humanos demonstram que a modulação desse sistema tem 

efeitos antidepressivos e ansiolíticos. O mecanismo de ação para seus efeitos podem 

ser devidos a ativação de receptores CB1, por ação direta ou mobilização de agonistas 

endógenos, os endocanabinóides, ou pela facilitação da sinalização mediada por 

receptores serotoninérgicos do tipo 5-HT1A. Entretanto, existem outras vias de 

sinalização que estão sendo investigadas por quais o sistema endocanabinóide possa 

permear suas ações, como, por exemplo, a via de sinalização de mTOR. A via de 

mTOR culmina em síntese proteica e proliferação e crescimento celular, sendo 

importante para manutenção e desenvolvimento de neurônios. A via de mTOR 

também controla outras vias secundárias de grande importância como a autofagia. A 

autofagia é um processo catabólico celular de caráter evolutivo que participa na 

manutenção e homeostasia celular. Este processo é fundamental na fisiologia basal 

dos neurônios. Quando coibida, ocorre um acúmulo de proteínas e organelas 

defeituosas que prejudica o funcionamento neuronal e leva a uma consequente morte 

celular. Nos últimos anos os estudos com canabinóides têm se intensificado visto suas 

inúmeras terapêuticas. Trabalhos demonstraram que canabinóides e 

endocanabinóides atuam como agentes antineoplásicos através da via da autofagia e 

que esses canabinóides e endocanabinóides aumentam precursores autofágicos. 

Portanto, este trabalho tem como objetivo o estudo da participação da autofagia nos 

processos comportamentais que são desencadeados pelo tratamento com 

canabinóides. 
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ABSTRACT 

Fusse, E.J. Possible role for autophagy in the anti-stress effects of cannabinoids 
in mice. Dissertation (Master). Ribeirão Preto Medical School– University of São 
Paulo, Ribeirão Preto, 2019. 
 

Under stress, the brain orchestrates and activates adaptive systems in order to 

properly  respond to stress and promote homeostasis. Notwithstanding, a persistent 

stress stimulus or an incapacity to turn off the adaptive responses could promote 

damage and neuroplastic changes. These alterations could precipitate the emergence 

of psychiatric disorders such as major depression or anxiety disorders. 

Antidepressants are indicated as first-line treatment for most of these stress-related 

psychiatric disorders. However, there are some limitations associated with 

antidepressant therapy, including the generation of severe adverse side effects and a 

late onset to promote its therapeutic actions. The endocannabinoid system appears as 

a potentially promising target for the treatment of stress-related psychiatric disorders. 

Pre-clinical and clinical studies have shown that the modulation of the 

endocannabinoid signalling might induce antidepressant- and anxiolytic-like effects. 

The mechanism related to these effects might involve the facilitation of the signaling 

pathway mediated by serotonergic 5-HT1A receptors or the activation of CB1 

receptors, either by direct activation or indirectly, through the mobilization of the 

endogenous ligands, the endocannabinoids. Nevertheless, there are other signaling 

pathways that are being investigated through which the endocannabinoid system can 

act. One of these pathways is the mTOR signalling pathway. This pathway culminates 

in protein synthesis and cellular proliferation and growth and it plays an important role 

for the maintenance and development of neurons. The mTOR pathway also controls 

other major cellular processes such as autophagy. Autophagy is an evolutionary 

cellular catabolic process that participates in cell homeostasis and maintenance. This 

process is fundamental in the basal physiology of neurons. When curbed, an 

accumulation of defective proteins and organelles occurs that impairs neuronal 

functioning and leads to a consequent cell death. In recent years, studies with 

cannabinoids have intensified in view of the broad therapeutic potential of these 

substances. Studies have shown that cannabinoids and endocannabinoids act as anti 

neoplastic agents through the autophagy pathway and that these cannabinoids and 

endocannabinoids increase autophagic precursors. Therefore, this study aims to study 

the participation of autophagy in the behavioral processes that are triggered by the 

treatment with cannabinoids in a social defeat stress model.  
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1 INTRODUÇÃO 

 

1.1 ESTRESSE E TRANSTORNOS PSIQUIÁTRICOS 

 

  O estresse pode ser definido como todo e qualquer estímulo, seja ele de ordem 

física ou psicológica, que provoca um desafio a homeostasia e que é necessária uma 

adaptação para que esta seja retomada (MCEWEN, 2012). Homeostasia é um termo 

cunhado por Walter Cannon em 1929 para descrever o equilíbrio ideal de vários 

fatores fisiológicos que o organismo mantém para seu funcionamento adequado. 

Cannon baseou-se no “milieu intérieur” (ambiente interno) descrito por Claude Bernard 

em 1878. Bernard desenvolveu o conceito de que o organismo mantinha uma 

constância dos fluídos que envolviam as células independente das condições 

externas. Essa constância era essencial para a manutenção da vida (CANNON, 

1929). Cannon propôs que, perante a uma ameaça a homeostasia, a medula adrenal 

e o sistema nervoso simpático seriam evocados para restaurar o equilíbrio 

(GOLDSTEIN; KOPIN, 2007). Entretanto, o próprio Cannon demonstrou que, em 

condições de temperatura e nutrientes controlados, os felinos eram capazes de 

sobreviver sem o sistema nervoso simpático intacto (CANNON, 1931). 

Hans Selye foi responsável por popularizar o termo “Estresse” em 1946,  ele o 

redefiniu como “uma resposta não específica do corpo a qualquer demanda, seja ela 

causada por, ou resultando, em condições favoráveis ou não favoráveis” (SELYE, 

1946). Selye propôs a Síndrome da Adaptação Geral (SAG), dividida em três estágios, 

que seria a maneira universal como o corpo lida com o estresse. O primeiro estágio 

consiste num estado de alerta, no qual o organismo se mobiliza para enfrentar o 

agente estressor. Esta resposta seria mediada pelo Sistema Nervoso Autônomo 

Simpático. O segundo estágio é uma fase de resistência, no qual as respostas 

http://f1000.com/work/citation?ids=866086&pre=&suf=&sa=0
http://f1000.com/work/citation?ids=4928320&pre=&suf=&sa=0
http://f1000.com/work/citation?ids=4928320&pre=&suf=&sa=0
http://f1000.com/work/citation?ids=4023312&pre=&suf=&sa=0
http://f1000.com/work/citation?ids=6966531&pre=&suf=&sa=0
http://f1000.com/work/citation?ids=6966580&pre=&suf=&sa=0
http://f1000.com/work/citation?ids=6966580&pre=&suf=&sa=0
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fisiológicas e comportamentais estão no seu auge para neutralizar o agente estressor 

e retomar a homeostase. Estas respostas seriam regidas pelo Eixo Hipotálamo-

Hipófise-Adrenal (HPA) através do hormônio esteróide cortisol. Por fim, o terceiro 

estágio consiste na exaustão dos sistemas caso estes falhem em neutralizar o agente 

estressor. Selye foi o pioneiro em associar o eixo-HPA a resposta do estresse e de 

considerar os efeitos prejudiciais da sobrecarga que essa resposta exacerbada teria 

(SELYE, 1946; SOUSA; SILVA; GALVÃO-COELHO, 2015).   

Posteriormente às idéias de Bernard, Cannon e Selye, a alostasia foi descrita 

por Peter Sterling e Jonhathan Eyer, de modo a refinar a homeostasia e a resposta ao 

estresse. Para eles, o processo dinâmico de adaptação tem o cérebro como principal 

órgão a perceber, ponderar e orquestrar diversos sistemas efetores para manutenção 

da homeostase (STERLING; EVER; DICARLO, 1988). Diante de uma situação 

estressante, um fator muito importante na determinação da resposta fisiológica seria 

como o indivíduo percebe e analisa a situação. O modelo de processamento de 

estresse e coping, descrito por Lazarus e Folkman em 1984, descreve que, ao se 

deparar com um evento estressor em potencial, o indivíduo faz uma avaliação primária 

que classifica o evento como “Irrelevante”, “Estressante” ou “Benigno”. Na situação de 

um evento “Estressante”, o indivíduo irá avaliar o prejuízo, o desafio e a ameaça do 

evento, baseado nos seus processos de cognição, expectativas e em experiências 

prévias. Com base nessa avaliação e em recursos pessoais de coping, que são 

definidos como estratégias pessoais para adaptação a circunstâncias adversas, o 

cérebro irá orquestrar uma série de respostas comportamentais e fisiológicas a fim de 

promover a alostasia e consequente retomada da homeostase (ANTONIAZZI; 

DELL’AGLIO; BANDEIRA, 1998; MCEWEN; STELLAR, 1993). 
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O sistema simpático e o eixo-HPA são as principais vias ativadas durante esse 

processo, embora também haja a participação do Sistema Imune (SI) na alostasia 

(SAPOLSKY, 2002). O sistema simpático libera catecolaminas que vão se ligar a 

receptores adrenérgicos e produzem mudanças fisiológicas como: aumento da 

frequência cardíaca, aumento da disponibilidade energética (glicogenólise e lipólise) 

e aumento da taxa metabólica basal. A ativação do eixo-HPA produz o hormônio 

liberador de corticotropina (CRH) e vasopressina pelo hipotálamo, que estimulam a 

secreção do hormônio adrenocorticotrófico (ACTH) pela pituitária e que, por fim, será 

responsável por induzir liberação de glicocorticóides pelo córtex adrenal 

(NEMEROFF, 1996). Os glicocorticóides possuem receptores em diversos sistemas e 

induzem respostas fisiológicas, como transdução de sinal, aumento catabólico e 

remodelamento estrutural, destinadas a promover adaptação do organismo (DE 

KLOET, 1998). Os próprios glicocorticóides estão envolvidos no seu feedback através 

de receptores glicocorticóides (GR), expressos no hipotálamo, hipófise e hipocampo, 

e receptores mineralocorticóides (MR) expressos no hipocampo. Em níveis basais, o 

feedback é controlado pelo hipocampo através dos receptores MR, que possuem alta 

afinidade pelo seu ligante. Em situações de estresse, o feedback é regido pelos GR, 

menos sensíveis aos glicocorticóides (DE KLOET, 1998). 

 Quando o estímulo estressor é persistente ou existe uma inabilidade de se 

desativar os sistemas de alostasia, os sistemas recrutados podem ser danificados 

pela exacerbação de sua atividade (MCEWEN, 1998). Este fenômeno é chamado 

sobrecarga alostática. Um efeito proeminente dos glicocorticóides no cérebro é o 

remodelamento estrutural do hipocampo, região sensível e com alto nível de 

plasticidade (MCEWEN, 2007; MCEWEN; GIANAROS, 2011).  
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 Foi demonstrado que o estresse crônico causa remodelamento e retração dos 

dendritos da região CA3 do hipocampo (MCEWEN, 1999; SOUSA et al., 2000) e, tanto 

o estresse crônico quanto o agudo, inibem a neurogênese de neurônios granulares na 

região do Giro Denteado (GD) (CHEN; HUANG; HSU, 2015). Quando o estresse é 

prolongado, as mudanças na estrutura hipocampal têm consequências na regulação 

do eixo-HPA. Danos ou redução da atividade do hipocampo causam deficiência na 

regulação do eixo-HPA, mais especificamente na terminação da resposta alostática, 

o que leva a um “snowball effect”, uma vez que a atividade do eixo-HPA não é cessada 

e os efeitos de longo prazo da carga alostérica são exacerbados (JURUENA, 2014; 

MCEWEN, 2007; MCEWEN; GIANAROS, 2011). 

 Por esse motivo, o surgimento de doenças neurodegenerativas e transtornos 

mentais são correlacionados ao estresse crônico não remediado. Estudos 

correlacionam o aumento da probabilidade do surgimento de transtorno de depressão 

maior (MDD), transtorno de ansiedade (AD), doença de Alzheimer (AD’s), doença de 

Parkinson (PD) com as condições deletérias do estresse crônico (CHROUSOS, 2009; 

JURUENA, 2014; SWAAB; BAO; LUCASSEN, 2005; VYAS et al., 2016). 

 

1.2 TRANSTORNOS PSIQUIÁTRICOS E O SISTEMA ENDOCANABINOIDE 

 

A humanidade tem usado a Cannabis sativa com intuitos terapêuticos e 

recreativos desde os tempos antigos (MECHOULAM; PARKER, 2013). No início dos 

anos 60, o grupo do Prof. Raphael Mechoulam isolou e determinou as estruturas 

químicas de mais de 60 compostos, chamados canabinóides, presentes na planta C. 

sativa (GAONI; MECHOULAM, 1964). Em seguida, foi demonstrado na década de 80 

que os efeitos dos medicamentos cannabimiméticos eram mediados por sua interação 

http://f1000.com/work/citation?ids=597268,6387970&pre=&pre=&suf=&suf=&sa=0,0
http://f1000.com/work/citation?ids=4300563&pre=&suf=&sa=0
http://f1000.com/work/citation?ids=486440,927900,5972060&pre=&pre=&pre=&suf=&suf=&suf=&sa=0,0,0
http://f1000.com/work/citation?ids=486440,927900,5972060&pre=&pre=&pre=&suf=&suf=&suf=&sa=0,0,0
http://f1000.com/work/citation?ids=5972060,5458649,270329,5958774&pre=&pre=&pre=&pre=&suf=&suf=&suf=&suf=&sa=0,0,0,0
http://f1000.com/work/citation?ids=5972060,5458649,270329,5958774&pre=&pre=&pre=&pre=&suf=&suf=&suf=&suf=&sa=0,0,0,0
http://f1000.com/work/citation?ids=2980844&pre=&suf=&sa=0
http://f1000.com/work/citation?ids=663774&pre=&suf=&sa=0


21 
 

com sítios específicos, que levam à ativação da proteína G inibitória, com 

consequente, redução da atividade da enzima adenilato ciclase (HOWLETT, 1985; 

HOWLETT; QUALY; KHACHATRIAN, 1986).  Mais tarde, em 1988, Devane e 

colaboradores (1988) identificaram um sítio de ligação específico para o Δ9-

tetrahidrocanabinol (THC), o principal composto psicotomimético da planta, no cérebro 

de ratos (DEVANE et al., 1992). No início de 1990, esse local de ligação foi clonado e 

denominado de receptor de canabinóide do tipo 1 (CB1) (MATSUDA, 1995). Alguns 

anos depois, um segundo receptor canabinóide, CB2, também foi descrito (MUNRO; 

THOMAS; ABU-SHAAR, 1993). Em conjunto, esses achados forneceram a base para 

a elucidação de um novo sistema endógeno completo: o sistema endocanabinóide 

(eCBS). Em paralelo com a descoberta dos dois receptores canabinóides, os 

primeiros ligantes endógenos foram também descritos, denominados 

endocanabinóides (eCB) (DEVANE et al., 1992; MECHOULAM et al., 1995). Até o 

momento, os eCBS mais estudados são os derivados dos fosfolipídios de membrana, 

particularmente a araquidonoil etanolamida ou anandamida (AEA) e 2-

araquidonoilglicerol (2-AG)  (MACCARRONE et al., 2014). Os endocanabinóides são 

reconhecidos como neuromoduladores sintetizados “sob demanda” após a 

despolarização celular ou estimulação do receptor (por exemplo, NMDA, mGlu5) por 

enzimas específicas (AEA: N-acil-fosfatidiletanolamina fosfolipase, D-NAPE-PLD; 2-

AG: α e β isoformas diacilglicerol (DAGL) (SAITO et al., 2010). A amido hidrolase de 

ácido graxo (FAAH) e monoacilglicerol lipase (MAGL) são as principais enzimas que 

metabolizam AEA e 2-AG, respectivamente, encerrando ações eCB (CRAVATT et al., 

1996; DINH; FREUND; PIOMELLI, 2002). 

Os receptores CB1 são amplamente distribuídos no Sistema Nervoso Central 

(SNC) e primariamente expressos em terminais pré-sinápticos, onde os eCBs podem 
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atuar como mensageiros retrógrados (MACCARRONE et al., 2014; WILSON; NICOLL, 

2001). No SNC, esse receptor acoplado Gi/0 é densamente expresso em neurônios. 

Uma vez ativado, ocorre a diminuição da probabilidade de liberação de 

neurotransmissores (GABA, glutamato, etc), via inibição dos canais de Ca2+ pré-

sinápticos e ativação de canais de K+ (KREITZER; REGEHR, 2001; MACKIE et al., 

1995). 

Os eCBs estão envolvidos em mecanismos de plasticidade de curto e longo 

prazo em várias estruturas cerebrais, como a amígdala (AZAD et al., 2004) (Azad, et 

al. 2004), núcleo accumbens (ROBBE et al., 2002), estriado (GERDEMAN; RONESI; 

LOVINGER, 2002) e hipocampo (IZUMI; ZORUMSKI, 2012; OHNO-SHOSAKU et al., 

2007; ZHU; LOVINGER, 2007). Apesar das vias de sinalização canônica, via 

receptores acoplados a Gi/0, estudos indicam a existência de receptores CB1 

acoplados a proteínas Gq no hipocampo (LAUCKNER; HILLE; MACKIE, 2005) e 

astrócitos (NAVARRETE; ARAQUE, 2010). Os eCBs liberados pelos neurônios 

podem se ligar aos receptores CB1 acoplados ao Gq presentes nos astrócitos, 

promovendo assim, a liberação de glutamato dessas células gliais (NAVARRETE; 

ARAQUE, 2010). 

Embora ainda em debate, alguns estudos também sugeriram a expressão 

neuronial dos receptores CB2 (BRUSCO et al., 2008a, 2008b; LI; KIM, 2016; 

STEMPEL et al., 2016). No entanto, outros  estudos relatam que a expressão do RNA 

mensageiro (mRNA) deste receptor canabinóide é insignificante (400 a 2000 vezes 

menor que o mRNA do receptor CB1) no SNC (MARCO et al., 2014). É bem aceito, no 

entanto, que o CB2 é expresso em células microgliais primárias (NÚÑEZ et al., 2004), 

influenciando os fenótipos da microglia polarizando essas células para o tipo M2 
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(alternativa / antiinflamatória)  (LI; KIM, 2017; MECHA et al., 2015) através da via do 

AMPc / PKA (TAO et al., 2016). 

A função fisiológica precisa dos eCBs permanece sob investigação. Evidências 

sugerem que as modificações negativas na modulação mediada por esses compostos 

estão associadas aos distúrbios neuropsiquiátricos, como transtornos depressivos 

maiores (MD), esquizofrenia e transtornos de ansiedade (HILLARD; WEINLANDER; 

STUHR, 2012; PACHER; KUNOS, 2013). Por exemplo, o rimonabant, um 

antagonista/agonista inverso do receptor CB1, que há anos era comercializado para o 

tratamento do abuso de tabaco, obesidade e distúrbios metabólicos associados, foi 

retirado do mercado devido aos seus severos efeitos adversos de ordem psiquiátrica 

(MOREIRA; CRIPPA, 2009). Além disso, situações estressantes induzem mudanças 

na sinalização de eCBs, aumentando a suscetibilidade e influenciando o aparecimento 

de transtornos psiquiátricos (HILL et al., 2010; HILLARD, 2014). 

Vários estudos sugerem que os eCBS reduzem a ativação do eixo-HPA e 

facilitam a recuperação homeostática ao estresse (BALSEVICH et al., 2017; PATEL, 

2004; PATEL et al., 2004, 2009). No entanto, o impacto de experiências estressantes 

nos eCBs parece ser bastante complexo, dependendo da intensidade, duração, 

natureza/tipo do estressor e região do cérebro investigada (CAMPOS et al., 2010; 

HILL et al., 2010; PATEL, 2004; PATEL et al., 2004; RUBINO et al., 2008). 

O estresse crônico produz mudanças comportamentais e neuroquímicas em 

roedores que se assemelham aos encontrados na depressão humana. No sistema 

endocanabinóide, o estresse crônico resulta em reduções nos níveis de AEA, 2-AG, 

CB1 e CB2 no hipocampo (GARCÍA-GUTIÉRREZ et al., 2010; HILL et al., 2008; HILL; 

GORZALKA, 2005; REICH; TAYLOR; MCCARTHY, 2009; ZHONG et al., 2014), 

juntamente com a expressão aumentada da proteína FAAH nesta região (REICH; 
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TAYLOR; MCCARTHY, 2009). Dessa forma, podemos pensar que a inibição da FAAH 

poderia ser um alvo terapêutico interessante em situações de estresse incontrolável.  

Não obstante, a ativação de receptores canabinóides pode levar ao 

recrutamento de várias vias intracelulares, que também estariam envolvidas nos 

transtornos psiquiátricos. Algumas delas, como a via da ERK1/2 e Akt/mTOR estão 

particularmente afetadas durante situações de estresse crônico (FOGAÇA et al., 

2014). 

 

1.3 TRANSTORNOS PSIQUIÁTRICOS E VIAS INTRACELULARES 

 

Estudos demonstram que o estresse crônico medeia efeitos na via de 

sinalização de mTOR (mechanistic target of rapamycin), via de sinalização que regula 

diversos fatores celulares relacionados a homeostasia como síntese protéica, 

manutenção e biogênese de organelas, metabolismo e sobrevivência celular. Um 

estudo realizado em 2013 revelou uma diminuição da sinalização de mTOR na 

amígdala de ratos submetidos ao paradigma de estresse crônico imprevisível (CUS, 

do inglês chronic unpredictable stress) com duração de oito semanas (CHANDRAN et 

al., 2013). Outro trabalho demonstrou que CUS de oito semanas e estresse crônico 

por derrota social (SDS) de 10 dias em camundongos C57BL/6 diminuiu a sinalização 

de mTOR no hipocampo (XU et al., 2017). Um estudo postmortem feito com cérebros 

de pacientes com MDD revelaram que havia uma deficiência da sinalização de mTOR 

no córtex pré-frontal em relação a pacientes que não apresentavam o transtorno 

(JERNIGAN et al., 2011). As regiões do cérebro como hipocampo, córtex pré-frontal 

e amígdala são regiões pertinentes a resposta do estresse e suscetíveis aos efeitos 

do estresse crônico, e a sinalização de mTOR se demonstra prejudicada nessas 
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regiões em situações prolongadas de estresse ou na presença de MDD (COSTA-

MATTIOLI; MONTEGGIA, 2013; JERNIGAN et al., 2011; RYSKALIN et al., 2018).  

Os antidepressivos são os primeiros fármacos de escolha para o tratamento de 

transtornos psiquiátricos como MDD e transtorno de ansiedade. O fármaco Ketamina, 

clinicamente utilizado como anestésico dissociativo, atua como antagonista dos 

receptores glutamatérgicos do tipo NMDA, interage com canais de cálcio, receptores 

muscarínicos, opióides e monoaminérgicos, e recentemente foi descrito efeito 

antidepressivo em sub doses (ABELAIRA et al., 2014). Um estudo feito por Li e 

colaboradores em 2011 demonstraram que a dose aguda de 10 mg/kg de Ketamina 

foi capaz de reverter os efeitos do paradigma de CUS de 21 dias em ratos. A dose 

aguda de Ketamina reverteu os efeitos comportamentais exercidos pelo CUS no Teste 

da Preferência pela Sacarose (SPT, do inglês sucrose preference test), teste preditivo 

para efeitos antidepressivos de drogas, e no Teste da Supressão da Alimentação pela 

Novidade (NSF, do inglês novelty suppressed feeding), que avalia comportamento do 

tipo ansioso induzido pelo estresse e sensível ao tratamento crônico com 

antidepressivos. O efeito da Ketamina era dependente da sinalização de mTOR, visto 

que uma dose concomitante de Rapamicina, um inibidor do complexo mTOR, reverteu 

os efeitos do tratamento com Ketamina. Além dos efeitos comportamentais, a 

Ketamina também reverteu os déficits causados na plasticidade sináptica (LI et al., 

2011). Outro trabalho demonstrou que os efeitos antidepressivos da Ketamina estão 

associados ao aumento da regulação do Fator Neurotrófico Derivado do Cérebro 

(BDNF) e mTOR por receptores glutamatérgicos do tipo AMPA. Neste estudo, foi feito 

o tratamento agudo com a dose de 10 mg/kg de Ketamina e concomitante uma dose 

de um antagonista de receptores AMPA (NBQX) ou uma dose de um agonista de 

receptores AMPA (CX546). Ratos submetidos ao Teste do Nado Forçado (FST), um 
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teste robusto para avaliação de efeitos antidepressivos de drogas, tiveram o tempo de 

imobilidade diminuído, em relação ao grupo veículo, quando tratados com Ketamina. 

Este efeito fora ainda mais proeminente quando os animais recebiam a dose de 

CX546 e o efeito era prejudicado quando administrada a dose de NBQX. O autor ainda 

demonstra que a Ketamina aumenta a expressão de mTOR fosforilado e BDNF nas 

regiões do hipocampo e córtex pré-frontal. Esta expressão é ainda mais proeminente 

nos animais tratados concomitantemente com CX546 e revertida quando tratados com 

NBQX (ZHOU et al., 2014). 

Outros antidepressivos também alteram a via de sinalização de mTOR. Um 

estudo por Park et al. (2014) demonstrou que o tratamento por quatro dias com os 

antidepressivos ketamina, escitalopram, paroxetina e tranicilpromina aumentaram a 

sinalização da via de mTOR em células hipocampais submetidas a um modelo de 

estresse celular (PARK et al., 2014). Esses fatos evidenciam que fatores como 

estresse crônico, transtornos psiquiátricos e seus respectivos tratamentos influenciam 

a via de sinalização de mTOR. 

 

1.4 VIA PI3K/AKT/mTOR 

 

A mTOR é uma proteína serina/treonina quinase da família fosfatidilinositol 3-

quinase (PI3K) que está expressa em células eucarióticas, incluindo neurônios, e atua 

em diversos processos biológicos (COSTA-MATTIOLI; MONTEGGIA, 2013). Dois 

complexos distintos contendo mTOR foram identificados, mTORC1 (Complexo mTOR 

1) e mTORC2 (Complexo mTOR 2). Ambos complexos mTOR possuem as proteínas 

mTOR, GβL e DEPTOR. Proteínas específicas a mTORC1 são Raptor, proteína 

http://f1000.com/work/citation?ids=2230225&pre=&suf=&sa=0
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essencial para funcionamento do complexo, e PRAS40. mTORC2 por sua vez possui 

Rictor, proteína similar a Raptor para mTORC2, e mSIN1 (LIPTON; SAHIN, 2014). 

A sinalização dos complexos mTOR está relacionada diversos processos da 

fisiologia neuronal como: Neurogênese e diferenciação celular (FISHWICK et al., 

2010; HAN et al., 2008); regeneração e brotamento de axônios (KIM et al., 2011, 2012; 

PARK et al., 2008); morte e sobrevivência neuronal (HARA et al., 2006; KOMATSU et 

al., 2006); e plasticidade sináptica via LTP-LTD (STOICA et al., 2011; TANG et al., 

2002). 

Sinais extracelulares que ativam a via de mTOR, com relevância para os 

neurônios, são: BDNF, insulina, fator de crescimento do tipo-insulina (IGF1), fator de 

crescimento do endotélio vascular (VEGF), fator neurotrófico ciliar (CNTF) e glutamato 

(LIPTON; SAHIN, 2014). 

mTORC1 é diretamente fosforilado, e ativado, por uma GTPase denominada 

Rheb (Homologo da Ras enriquecido no cérebro). Rheb, por sua vez, é inativada pelo 

complexo TSC1-TSC2 (Hamartina-Tuberina) (TSC) que converte Rheb-GTP ativa em 

Rheb-GDP desativada, inibindo a ativação de mTORC1. A função de TSC é regida 

principalmente por duas cascatas quinases, ERK1/2 e PI3K/PDK/Akt. A sinalização 

extracelular dos receptores ativa essas vias, que vão impedir a formação do complexo 

TSC e permitir a ativação de mTOR por Rheb (BOCKAERT; MARIN, 2015; LIPTON; 

SAHIN, 2014). 

 Akt também pode ativar diretamente mTORC1 via proteína PRAS40 acoplada 

ao complexo (LIPTON; SAHIN, 2014). Ainda é pouco elucidado os meios em que 

mTORC2 é ativado nos neurônios. Entretanto, evidências apontam que mTORC1 tem 

relevância na ativação e inibição do funcionamento de mTORC2 (BOCKAERT; 

MARIN, 2015). 
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 mTORC1 tem como principal função a sinalização da transcrição e síntese 

proteica através dos seus substratos P70S6K1/2 (proteína ribossomal S6 quinase 

beta-1) e 4E-BP1/2/3 (proteína ligante de eIF4E). A função de mTORC2 está implicada 

na sobrevivência celular, manutenção do citoesqueleto de actina da célula e regulação 

de mTORC1 via fosforilação de Akt (LIPTON; SAHIN, 2014). mTORC1 também 

participa nos processos de lipogênese, biogênese mitocondrial e regulação da via 

autofágica (LIPTON; SAHIN, 2014).   

 A autofagia é um processo catabólico celular de caráter evolutivo e conservado 

que sequestra e degrada componentes do citosol e organelas através da participação 

dos lisossomos (NIKOLETOPOULOU; PAPANDREOU; TAVERNARAKIS, 2015). A 

autofagia tem um tônus basal e pode ser aumentada ou diminuída em diferentes 

processos, o que promove a manutenção da homeostase, proteção e sobrevivência 

celular. Na situação de estresse metabólico (privação de nutrientes, depleção de 

fatores de crescimento e hipóxia), a autofagia catalisa moléculas fúteis ou danificadas, 

a fim de promover nutrientes e manter a homeostase celular (KUMA et al., 2004). 

Sequestra e destrói proteínas tóxicas ou malformadas que podem acumular e causar 

danos celulares (KOMATSU et al., 2006). Reduz estresse oxidativo, causado por 

espécies reativas de oxigênio (EROs), com a finalidade de evitar danos no DNA 

celular. Em casos extremos ocorre o sequestro e destruição das mitocôndrias 

defeituosas, principal fonte de EROs nas células, a fim de promover a homeostase 

celular (EISENBERG-LERNER; KIMCHI, 2012). A autofagia também tem um papel 

importante no desenvolvimento e sobrevivência de células neurais. A deficiência de 

fatores importantes para a regulação do processo autofágico está relacionada à morte 

prematura de neurônios e neurodegeneração (BOYA; MELLÉN; DE LA ROSA, 2008; 

KOMATSU et al., 2006; XI et al., 2016). 
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 mTORC1 é um regulador negativo da autofagia. A inibição da via autofágica 

acontece pela hiperfosforilação de Atg13, que impede a formação do complexo ULK1-

Atg13-Atg101-FIP200 responsável pela indução e início da autofagia 

(NIKOLETOPOULOU; PAPANDREOU; TAVERNARAKIS, 2015; YANG et al., 2005). 

Quando mTORC1 desfosforila o complexo ULK1, este recruta o complexo Beclin1-

PI3KC3 (Beclin1-Ambra1-PI3KC3-p150-Atg14), que inicia a nucleação do 

autofagossoma, endossomo que envolve os componentes a serem degradados 

(FILOMENI; DE ZIO; CECCONI, 2015; NAVARRO-YEPES et al., 2014). Subsequente 

a nucleação do autofagossoma, dois sistemas de conjugação ubiquitin-like são 

importantes para o alongamento e formação do autofagossoma, o complexo Atg12-

Atg5-Atg16L e LC3 (microtubule-associated protein light chain 3) (NAVARRO-YEPES 

et al., 2014; NIKOLETOPOULOU; PAPANDREOU; TAVERNARAKIS, 2015). 

Terminado o alongamento do autofagossoma, o complexo Atg-12-Atg5-Atg16L se 

dissocia e é liberado, no entanto, LC3 permanece ligado a fosfatidiletanolamina da 

membrana celular do autofagossoma, o que torna LC3 um marcador viável para uma 

noção de fluxo autofágico (YANG et al., 2005). Terminada a formação do 

autofagossoma, dineínas e cinesinas irão transportar o autofagossoma para as 

proximidades do lisossomo (NIKOLETOPOULOU; PAPANDREOU; TAVERNARAKIS, 

2015), estes irão se fundir e o conteúdo do autofagossoma será degradado. 

Estudos demonstram que existe uma deficiência dessa via em situações de 

estresse crônico, paradigma que está correlacionado ao aumento da probabilidade do 

surgimento de transtornos psiquiátricos. Outras evidências mostram que há um déficit 

da via de mTOR em pacientes que apresentavam MDD e que o tratamento 

farmacológico para estes transtornos, como, por exemplo, antidepressivos, leva a um 

aumento da sinalização dessa via (COSTA-MATTIOLI; MONTEGGIA, 2013; 
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JERNIGAN et al., 2011; RYSKALIN et al., 2018). Estes fatos apontam para a via de 

sinalização PI3K/Akt/mTOR como um possível alvo terapêutico para a intervenção 

farmacológica desses transtornos.  

 

1.5 CONTEXTUALIZAÇÃO E HIPÓTESE 

 

Atualmente os antidepressivos são a primeira linha de escolha para o 

tratamento de MDD e AD, mas essas drogas apresentam limitações clínicas.  A 

latência para que o tratamento tenha efeito, que demora entre 21 a 28 dias, e a alta 

incidência de efeitos colaterais influenciam a baixa adesão ao tratamento por parte 

dos pacientes. Dessa forma, tendo em vista todo o contexto descrito até aqui sobre o 

possível envolvimento do sistema endocanabinóide e de vias intracelulares na 

patofisiologia de transtornos psiquiátricos tais como a ansiedade e depressão maior, 

o presente trabalho tem como hipótese que a facilitação da sinalização 

endocanabinóide, mediada pela anandamida, pode atenuar os efeitos do estresse 

crônico via sinalização Akt/mTOR com possível envolvimento de mecanismos 

macroautofágicos. 
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2 OBJETIVOS 

 

2.1 OBJETIVO GERAL 

 

O estudo tem por finalidade avaliar a participação da via autofágica mediada 

pela Akt/mTOR nos efeitos comportamentais do URB597 em camundongos 

submetidos cronicamente ao estresse de derrota social. 

 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

● Avaliar se o tratamento crônico com URB597 atenua os efeitos do estresse 

crônico de derrota social; 

● Verificar se nos animais estressados, o tratamento com URB597 modifica a 

expressão das proteínas p-mTOR, mTOR, Raptor, Rictor, LC3B, GβL, p-

AKT Beclin-1;  

● Averiguar se os efeitos comportamentais gerados pelo URB597 poderiam 

ser atenuados pelo pré-tratamento com o facilitador da macroautofagia, a 

rapamicina; 

● Investigar o envolvimento dos receptores CB1 no processo de indução 

autofágica.  
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3 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

3.1 ANIMAIS 

 

 Foram utilizados camundongos C57BL/6J (provenientes do Biotério Central do 

Campus USP- Ribeirão Preto) machos com idade entre 10-12 semanas e peso entre 

25g e 30g. Os animais foram separados em grupos de três por caixa e assim mantidos 

por 4 semanas até o início dos protocolos de estresse.  

Para o estresse por derrota social, foram utilizados, como animais intrusos, 

camundongos machos (provedores de reprodução) da linhagem Swiss retirados do 

Biotério Central logo após o período de acasalamento e isolados até o procedimento 

de estresse.  

Durante todo o período em que os animais foram mantidos sob nossa 

responsabilidade eles foram alojados em ambiente com temperatura controlada, ciclo 

de luz 12h claro/12h escuro (o ciclo claro tem início às 06h00 e término às 18h00) e 

água e comida ad libitum. Estas condições satisfazem os regulamentos do Comitê de 

Ética Local, sendo o projeto aprovado sob o número de protocolo CEUA 144/2016. 

 

3.2 DROGAS E TRATAMENTO 

 

 Para o tratamento crônico dos animais as drogas utilizadas foram: URB597 

(Cayman Chemical, Michigan, Estados Unidos), um inibidor específico da amido 

hidrolase de ácido graxo (FAAH) enzima que degrada o endocanabinóide 

araquidonoiletanolamina (anandamida, AEA). Consequentemente, o efeito 

terapêutico dessa droga se dá pelo aumento indireto da disponibilidade sistêmica de 

AEA (BORTOLATO et al., 2007; SCHERMA et al., 2008); Rapamicina (LC 

http://f1000.com/work/citation?ids=6966498,4353634&pre=&pre=&suf=&suf=&sa=0,0
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Laboratories, Massachussets, Estados Unidos), um inibidor do complexo mTOR 

(Torc1); AM251 (Cayman Chemical), um agonista inverso/antagonista de receptores 

canabinoides do tipo 1.  

 A doses utilizadas foram: URB597 - 0,1 mg/kg, 0,3 mg/kg e 1,0 mg/kg 

(BORTOLATO et al., 2007); Rapamicina (5 mg/Kg) (LIMA et al., 2017) , AM251 (0,3 

mg/Kg) (FOGAÇA et al., 2018). As drogas foram diluídas em solução salina contendo 

Tween 80 a 2%V/V e preparadas todos de maneira estéril antes da sua administração. 

A administração foi feita por via intraperitonial (i.p.) no período das 08h00 às 10h00, 

diariamente durante sete dias. 

 

3.3 MODELO DE ESTRESSE CRÔNICO: ESTRESSE POR DERROTA SOCIAL 

(SDS) 

 

 A formação de hierarquia social entre animais é um fenômeno natural e de 

caráter evolutivo. É comum que pequenos grupos de camundongos estabeleçam um 

líder para sua estrutura hierárquica (POSHIVALOV, 1980). No modelo adaptado do 

SDS usado em nosso grupo de pesquisa, um animal intruso, no caso um camundongo 

Swiss, é introduzido na home cage dos animais durante duas horas, no período das 

14h00 às 16h00  (KRISHNAN et al., 2007).  

 A intrusão de um animal agressor maior e mais forte, que não pode ser 

derrotado, cria uma desarmonia na estrutura hierárquica dos camundongos. Além do 

estresse físico, decorrentes de agressões entre os animais na tentativa de defesa do 

território, um estresse de ordem psicossocial é causado no grupo de camundongos 

devido a desestruturação de sua hierarquia social.  
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3.4 SUPRESSÃO DA ALIMENTAÇÃO PELA NOVIDADE (NSF) 

 

O teste consiste em introduzir o animal a um ambiente novo, no caso uma caixa 

transparente de acrílico forrada com maravalha limpa, que possui uma plataforma 

central com iluminação aversiva (> 200 lux). Um pellet da ração a que os animais 

estão habituados é acomodada na plataforma central e o tempo de latência para que 

o animal se alimente é avaliado (CAMPOS et al., 2013b; SANTARELLI et al., 2003). 

 Nesse modelo o animal se encontra em conflito entre a tendência natural de se 

alimentar devido à privação de comida e a aversão a um ambiente novo, aberto e 

iluminado (CAMPOS et al., 2013a). Este teste é um modelo preditivo para drogas com 

potencial ansiolítico, visto que a administração crônica de antidepressivos, drogas 

comumente utilizadas para o tratamento de transtornos de ansiedade, leva à 

diminuição da latência para que o animal se alimente (DULAWA et al., 2004). 

 

3.5 TESTE DO NADO FORÇADO (TNF) 

 

Este teste foi realizado para a detecção de comportamentos relacionados ao 

enfrentamento passivo (imobilidade) e ativo (natação) elicitados por uma situação 

inescapável. Para o teste do nado forçado os animais foram colocados 

individualmente em um recipiente de vidro transparente preenchido com água até a 

altura de 10 cm, a uma temperatura de 23-25ºC, segundo descrito por Porsolt e 

colaboradores (1978) (PORSOLT et al., 1978). 24h após o último tratamento com 

diferentes doses de URB597, os camundongos foram submetidos a uma sessão de 6 

minutos de natação, sendo o tempo de imobilidade de cada animal medido nos últimos 

4 minutos da sessão. 
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3.6 PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS 

 

Os experimentos foram divididos de acordo com o tratamento recebido e testes 

comportamentais realizados. Grupos independentes de animais foram submetidos a: 

 

3.6.1 Experimento I 

 

Os animais foram distribuídos em seis grupos experimentais com três 

camundongos por caixa. Metade dos grupos foram submetidos ao regime de estresse 

crônico por SDS. Os grupos experimentais foram: Controle/Estresse – Veículo, 

Controle/Estresse – Dose I (URB597), Controle/Estresse – Dose II (URB597), 

Controle/Estresse - Dose III (URB597). As administrações da droga foram feitas das 

08h00 às 10h00 durante um período de sete dias. As doses de URB597 foram 

0,1mg/kg, 0,3mg/kg e 1,0mg/kg. O estresse foi realizado diariamente entre as 14h00 

e 16h00, com duração igual à do tratamento. 

  

3.6.2 Experimento II 

 

Similar ao experimento I, mas os animais foram submetidos ao teste do nado 

forçado. 

 

3.6.3 Experimento III 

 

Tendo por base a dose efetiva de URB597 determinada no experimento I em 

animais estressados, avaliamos se os efeitos comportamentais promovidos pelo 
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URB597 prevaleciam no NSF, na presença do tratamento prévio (1h hora antes) com 

Rapamicina (FOGAÇA et al., 2018). 

 

3.6.4 Experimento IV 

 

Similar ao experimento I; No entanto, verificamos se os efeitos do URB597 

seriam modificados pela administração prévia (1h antes) do agonista 

inverso/antagonista de receptores CB1, AM251. 

 

 Logo após os testes comportamentais (experimentos I-IV) os animais foram 

anestesiados com uma sobredose de Ketamina + Xilazina (375mg/kg + 25mg/kg) 

diluídos em salina, via i.p e sacrificados por decapitação. O cérebro de cada animal 

foi então retirado e o córtex pré-frontal e o hipocampo foram dissecados e 

imediatamente congelados em gelo seco para análises moleculares de Western blot. 

No caso da análise por imuno-histoquímica (provenientes do experimento II), os 

animais foram anestesiados profundamente e perfundidos por via transcardíaca com 

PBS seguido de paraformaldeído (PFA) 4%. Posteriormente os cérebros foram 

retirados, pós-fixados em PFA 4%, crioprotegidos em sacarose 30%, congelados em 

atmosfera de gelo seco e cortados com espessura de 30 µm em criostato (Leica, 

Wetzlar, Alemanha). 

 

3.7  ANÁLISE DE EXPRESSÃO PROTEICA POR WESTERN BLOT 
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 Para o estudo do papel da via PI3K/Akt/mTOR e de suas vias efetoras, foram 

quantificadas as proteínas mTOR, p-mTOR, LC3-I, LC3-II e Beclin 1 utilizando a 

técnica de Western Blot. 

 Os hipocampos foram homogeneizados, tomando cuidado com elevações de 

temperatura, em tampão de lise contendo inibidores de proteases (Pirofosfato de 

sódio 2,5mM; Ortovanadato de sódio 1mM; Molibdato de sódio 5mM; Coquetel Inibidor 

de Proteases, Sigma, Missouri, Estados Unidos) a fim de evitar proteólise. 

Foi feita a quantificação proteica dos homogenatos utilizando a técnica de 

Bradford, que se baseia na interação das proteínas com o Coomassie Brilliant Blue G-

250, e subsequente leitura de absorbância para determinação da concentração 

proteica a partir de uma curva padrão com concentrações conhecidas de albumina de 

soro bovino (BRADFORD, 1976).  

Os homogenatos foram preparados em tampão de Laemmli (Tris-HCl; glicerol; 

dodecil sulfato de sódio (SDS) e a concentração proteica foi ajustada para 2ug/uL. Foi 

utilizada a técnica de eletroforese em gel de poliacrilamida-SDS para a separação das 

proteínas pelo seu peso molecular no sistema Novex (Invitrogen, Califórnia, Estados 

Unidos). No total foram carregados 40ug de proteínas em cada poço do gel e foi feita 

a corrida em uma voltagem de 150V. Após este procedimento as proteínas foram 

transferidas por método úmido em tampão carbonato para uma membrana de 

nitrocelulose (0.2um, GE, Massachusets, Estados Unidos).  

Após a transferência as membranas foram bloqueadas com 10% de leite 

desnatado (Biorad, California, Estados Unidos) em Tampão Tris-salina contendo 0.1% 

de Tween 20 (TBST) por duas horas. Em seguida a membrana foi lavada três vezes 

com TBST por cinco minutos e incubada com anticorpo primário (anti p-mTOR 1:1000; 

anti mTOR 1:1000; anti Beclin-1 1:1000; anti LC3B 1:1000; anti Rictor 1:1000; anti 

http://f1000.com/work/citation?ids=59740&pre=&suf=&sa=0
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Raptor 1:1000; anti GβL 1:100, anti p-AKT 1:100, anti Alfa-Tubulina 1:10000, Cell 

Signaling Massachusets, Estados Unidos) overnight, à temperatura de 4ºC. 

Após a incubação, a membrana foi lavada três vezes com TBST durante cinco 

a dez minutos e em seguida incubada com anticorpo secundário (anti Rabbit IgG 

1:10000; anti Mouse IgG 1:10000, GE, Massachusets, Estados Unidos) por duas 

horas. Novamente a membrana foi lavada três vezes com TBST durante cinco a dez 

minutos e as proteínas foram reveladas pelo método de quimioluminescência 

aumentada (ECL prime, GE) e escaneada para posterior análise densitométrica da 

membrana. A quantificação foi feita utilizando programa Image Studio™ Lite (Li-COR 

Bioscence, Nebraska, Estados Unidos). A marcação para alfa-tubulina foi utilizada 

como controle de carga dos géis. 

 

3.8 DETERMINAÇÃO DE CÉLULAS DOUBLECORTIN (DCX) POSITIVAS NO 

GIRO DENTEADO DO HIPOCAMPO 

 

Brevemente, os cortes contendo o giro dentado do hipocampo (-1,92 a -4,08 mm 

a partir do bregma, Paxinos e Frankin, 2007) receberam 3 lavagens em PBS, e foram 

bloqueados durante 2h em solução de BSA 1%. Em seguida os cortes foram 

incubados durante a noite com o anticorpo primário (anti-DCX 1:200, Santa Cruz 

Biotecnology, Texas, Estados Unidos) e posteriormente incubados com o respectivo 

anticorpo secundário do kit Vectastin (Vector Labs, California, Estados Unidos) e a 

coloração foi revelada por 3,3-diaminobenzidina (DAB). Ao término dos procedimentos 

de imuno-histoquímica, os cortes foram montados em lâmina/lamínula com auxílio do 

meio de montagem Entelan (Merck, EUA) e analisadas em microscópio de luz no 

aumento de 20X com auxílio do Image Pro Plus (Media Cybernetics, Cambridge, 
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Reino Unido). Foram quantificados 12 cortes por animal representativos do intervalo 

apontado acima (CAMPOS et al., 2013b) observando o número de células DCX 

positivas e a posição dessas células nas camadas do giro denteado (subgranular ou 

granular). Células positivas com os corpos celulares localizados na camada granular, 

forma consideradas em fase de migração (FOGAÇA et al., 2018). 

 

3.9  ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

Os dados estão representados como média ± erro padrão da média (EPM) e 

exceções estão especificadas nas legendas e descrições dos dados correspondentes. 

A normalidade dos dados foi avaliada por meio do teste de Kolmogorov-Smirnov e a 

homogeneidade de variâncias através do teste de Levene. Os dados foram analisados 

por ANOVA de uma ou duas vias seguida do teste de Duncan para comparações 

múltiplas ou teste t de amostras independentes para análises entre 2 grupos. Foram 

considerados significativos valores de p ≤ 0,05. 

  

http://f1000.com/work/citation?ids=550567&pre=&suf=&sa=0
http://f1000.com/work/citation?ids=6900761&pre=&suf=&sa=0
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4 RESULTADOS 

 

4.1 O TRATAMENTO COM URB597 INDUZ EFEITOS COMPORTAMENTAIS NO 

NSF, MAS NÃO NO NADO FORÇADO, DE MANEIRA DOSE DEPENDENTE 

E DEPENDENDO DE EXPERIÊNCIA PRÉVIA AO SDS. 

 

Após o último dia (7º dia) de estresse por derrota social e tratamento, os 

animais foram submetidos ao teste de NSF (Figura 1). No bloco tratado com URB597, 

os animais submetidos ao paradigma de estresse por derrota social, que receberam 

veículo, apresentaram um aumento o tempo de latência para se alimentarem no 

ambiente novo quando comparados aos animais controle (Test t, t(11,61)=3,9, p< 0.01). 

A análise de ANOVA de duas vias nos sugere um efeito do tratamento (F(3,2)=2,5, 

p=0.06), uma tendência a interação stress tratamento (Two-way ANOVA, interação 

stresse vs tratamento F(3,60) = 2.33. p = 0,08), mas não fica claro o efeito do estresse 

(F(1,60) = 1.5, p=0.22).  O tratamento com URB, em doses diferentes, produziu um 

efeito dependente da condição. Os animais controle que receberam a dose de 1,0 

mg/kg de URB597 tiveram um aumento no tempo de latência quando comparados 

com os animais controle tratados com veículo (F(3,28) = 4,3; p < 0,05; One Way ANOVA, 

seguido pelo pós-teste de Duncan). Já nos animais estressados, o tratamento com a 

dose 0,3mg/kg de URB597 demonstrou uma tendência em prevenir os efeitos 

causados pelo estresse, diminuindo o tempo de latência quando comparados com os 

animais estressados tratados com veículo (F(3,32) = 1,846, p = 0,073; Pós-teste de 

Duncan).  
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Figura 1.  Tempo de latência no Teste da Supressão da Alimentação pela Novidade: Animais submetidos ao SDS 

tratados com veículo demonstram uma tendência no aumento da latência em relação ao seu grupo controle, 

embora não tenha significância estatística. O efeito do tratamento com URB597 é dependente de dose e 

experiência prévia, visto que a dose de 0,3mg/kg previne os efeitos causados pelo SDS nos animais 

estressados quando comparados com seu grupo veículo e a dose de 1mg/kg aumenta a latência em animais 

controle quando comparado com seu grupo veículo. As barras representam a média +/- erro padrão da 

média. *p < 0,05 Veic-controle vs Veic-SDS (teste-t), # p<0.01 (One-Way ANOVA- controles), & p= 0.073 

(One-Way ANOVA- SDS). N= 8,8,8,8,9,9,9,9, respectivamente. 

 

No teste do nado forçado, não observamos o efeito do estresse ou do tratamento 

repetido com URB597, nas doses de 0,3 ou 1 mg/Kg (figura 2). 
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Figura 2. Tempo de imobilidade no teste do nado forçado. Animais controles ou submetidos ao SDS e tratados com 

veículo com diferentes doses de URB597. As barras representam a média +/- erro padrão da média.  N= 

9,9,9,12,12,12 respectivamente. 

 

4.2 OS EFEITOS COMPORTAMENTAIS DO URB597 EM ANIMAIS 

ESTRESSADOS SÃO ATENUADOS PELO TRATAMENTO PRÉVIO COM A 

RAPAMICINA. 

 

Na figura 3, observamos o efeito do tratamento prévio da Rapamicina (5mg/Kg) 

sobre os efeitos comportamentais do URB597 em camundongos que passaram ou 

não pelo SDS e foram submetidos ao teste de NSF. Análise de ANOVA de duas vias 

sugere que houve um efeito do tratamento (F (3,64) = 10, p< 0,01) que não foi 

acompanhado pelo efeito da condição (controle vs estresse, F (1,64) = 0,18, p= ns) ou 

da interação entre os fatores (condição vs tratamento, F(3,64)= 0,256, p= ns). 

Analisando os efeitos dos fármacos em cada uma das condições, observamos que o 

tratamento com a Rapamicina aumenta a latência dos animais controle para se 

alimentar no ambiente novo (F (3,32)= 7,6, p<0.01) e também nos animais que 

passaram pelo SDS (F (3,32)= 3,73, p<0.01). No caso dos animais estressados, o 

URB597 promoveu efeito ansiolítico que não foi observado após o tratamento prévio 

com a Rapamicina.  
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Figura 3. Tempo de latência no teste do NSF em animais que receberam rapamicina previamente ao tratamento 

de veículo ou URB597 nas condições controle ou de SDS crônico.  As barras representam a média +/- 

erro padrão da média. *p < 0,01 Rapamicina-Veic e Rapamicina-URB  Veic-Veic e Veic-URB (Duncan-

controles), & p< 0.05, Veic-URB  Rapamicina-Veic e Rapamicina-URB (Duncan- SDS). N= 9 por grupo 

respectivamente. 

 

4.3 O PAPEL DO RECEPTOR CB1 NOS EFEITOS COMPORTAMENTAIS DO 

URB597 NÃO FOI ELUCIDADO EM ANIMAIS QUE FORAM SUBMETIDOS A 

MUDANÇA NA QUALIDADE DA RAÇÃO NOS BIOTÉRIOS DO CAMPUS DA 

USP RIBEIRÃO PRETO. 

 

Embora representado na Figura 4, o experimento com o composto AM251 foi 

conduzido em animais que receberam a ração agromix no ano de 2018. Os resultados 

mostram como a modificação do alimento oferecido a todos os animais experimentais 

do campus de Ribeirão Preto afetou as respostas comportamentais de fármacos. 

Optamos por inserir os resultados nessa dissertação para deixar registrado o impacto 

negativo da qualidade da alimentação em animais de laboratório. No entanto, 

nenhuma conclusão sobre a participação dos receptores CB1 nos efeitos do SDS e do 

tratamento com o URB597 pode ser elaborada. 
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Figura 4. Animais controles ou submetidos ao SDS e tratados com veículo com diferentes doses de URB597 e   

testados no NSF. As barras representam a média +/- erro padrão da média.  N= 3/grupo. 

 

4.4 O URB597 PROMOVE O AUMENTO NO NÚMERO ABSOLUTO E DE 

MIGRATÓRIAS DE NEURÔNIOS IMATUROS DOUBLECORTIN POSITIVOS 

NO GIRO DENTEADO DO HIPOCAMPO. 

 

Os efeitos do SDS e do tratamento com doses crescentes de URB597 sobre a 

população de neurônios imaturos Doublecortin positivos podem ser vistos na Figura 

5. A análise ANOVA de duas vias sugere que o protocolo de SDS reduz o número de 

células DCX positivas (F(1,21)= 3,4, p<0.01), mas não sua migração no giro denteado 

do hipocampo (F(1,21)= 1,2, p= ns). Da mesma forma, a ANOVA de duas vias indicou 

que existe efeito dos tratamentos tanto no número (F(1,21)= 3,42 p=0.05) como na 

migração (F(1,21)= 3,7, p<0.05) de células DCX no giro denteado. Não foi detectado em 

nenhum dos parâmetros o efeito da interação entre os fatores. A análise dos grupos 

na condição de estresse, sugere que o tratamento com a dose de 1mg/Kg de URB597 

é capaz de aumentar o número de células DCX positivas no hipocampo (F (2,15)= 6,5, 

p<0.01- ANOVA uma via), enquanto as duas doses testadas de URB597 são capazes 
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de, nos animais submetidos ao SDS, de aumentar o número e células migrando no 

giro denteado do hipocampo (F(2,15)= 8,3, p<0.01). 

 

 

Figura 5. Quantificação do número total e das células em migração no giro denteado do hipocampo de 

camundongos submetidos ou não ao SDS e tratados com veículo ou doses crescentes de URB597. 

Painel superior esquerdo, número total de células DCX positivas; inferior esquerdo, células migrando e 

com corpos celulares na camada granular do giro denteado. Painel direito figuras representativas da 

imunomarcação por DAB de células DCX positivas no giro denteado do hipocampo. Setas indicam 

células em processo de migração. Fotografias tirados no aumento de 100X em microscópio Olympus. 

Barra escala 50µm. As barras representam a média +/- erro padrão da média. * indicam diferença dos 

grupos SDS-veículos e # indicam diferença do grupo controle-veículo. N=2,4,3,6,6,6 respectivamente. 

 

4.5 O SDS E O TRATAMENTO COM URB597 INDUZEM MODIFICAÇÕES NA VIA 

AKT/mTOR E NA EXPRESSÃO DO FLUXO AUTOFÁGICO. 

 

Na Figura 6  observamos o padrão de expressão de proteínas da via Akt/mTOR  

e da proteína LC3b. Observamos que embora o estresse ou os tratamentos não 

# 

# 
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tenham alterado o sítio de fosforilação Ser2448, sítio da Rapamicina, o tratamento 

com URB597 na dose de 0.3 mg/Kg foi capaz de aumentar a expressão da subunidade 

regulatória mTORC1, Raptor (F(3,17)= 4.1, p<0.05). Nenhum efeito foi observado na 

expressão de Rictor, o modulador mTORC2 ou no regulador positivo da via sensível 

a Rapamicina. O tratamento com a dose de URB597 também foi capaz de aumentar 

a fosforilação no resíduo de serina 473 (F(2,6) = 6,2, p< 0,05). No caso da proteína 

marcadora de fluxo autofágico, LC3b, o regime de SDS foi capaz de reduzir o fluxo 

autofágico, efeito não resgatado por nenhuma das doses de URB597 (F(3,17)= 3,9, p< 

0.05). 
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Figura 6. Análise da expressão proteica por WB da via Akt/mTOR e do fluxo autofágico. Painel esquerdo: superior, 

expressão da isoforma fosforilada de mTOR no resíduo Ser 2448; intermediário, Raptor, inferior Rictor. 

Painel direito: superior LC3b, intermediário, GL e, inferior, pAKT. Os dados foram normalizados por 

beta- actina ou pelas formas totais de mTOR e AKT. As barras representam a média +/- erro padrão da 

média. * indicam diferença do grupo Veic-controle. N= 6,6,6 e 3 respectivamente. Para os dados da Akt 

n= 3/grupo. Imagens das membranas no ANEXO I.  
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 5  DISCUSSÃO 

 

Os resultados do teste NSF sugerem que, como observado por outros grupos, 

o paradigma de estresse crônico por derrota social (SDS) induz efeitos do tipo 

ansiogênico em camundongos C57BL/6, visto que animais submetidos ao paradigma 

demonstram um aumento da latência para se alimentar no ambiente novo (VENZALA 

et al., 2012). Entretanto, no trabalho de Venzala e colaboradores (2012) os autores 

sugerem que o SDS exerce efeitos ansiogênicos nos animais submetidos ao teste 

NSF. Porém, é importante ressaltar que foi aferida apenas a latência da primeira 

aproximação do animal a zona que a comida está exposta e o tempo que o animal 

permanece na área. Os animais que passaram pelo SDS apresentaram um aumento 

na latência para a primeira aproximação à comida quando comparados aos animais 

não estressados, apresentando ainda uma diminuição do tempo de permanência na 

área quando comparado com os animais não estressados. Esse mesmo grupo 

também corroborou os efeitos no comportamento do tipo ansioso no Teste do Labirinto 

em Cruz Elevado (LCE), um teste comportamental robusto para ansiedade baseado 

na etiologia dos roedores que evitam locais abertos e elevados. O SDS diminuiu o 

tempo que os animais permaneceram nos braços abertos do LCE quando 

comparados aos animais não estressados. Iñiguez e colaboradores (2014) também 

reportou uma diminuição do tempo que os animais, submetidos ao SDS, 

permaneceram nos braços abertos do LCE quando comparados aos animais não 

estressados (IÑIGUEZ et al., 2014). Porém, o autor utilizou animais com 5-6 semanas 

de idade, enquanto no presente trabalho e Venzala e colaboradores (2012) foram 

utilizados animais com 10-12 semanas de idade (VENZALA et al., 2012, 2013).  

http://f1000.com/work/citation?ids=6966588&pre=&suf=&sa=0
http://f1000.com/work/citation?ids=6966588&pre=&suf=&sa=0
http://f1000.com/work/citation?ids=5234129&pre=&suf=&sa=0
http://f1000.com/work/citation?ids=5009270,6966588&pre=&pre=&suf=&suf=&sa=0,0
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O modelo de SDS apresenta um problema quando se trata da susceptibilidade 

do animal frente ao estresse, visto que nossos resultados sugerem que a intensidade 

do efeito comportamental do tipo ansioso, exercida pelo paradigma, é diferente entre 

os blocos (Figura 1). Brachman e colaboradores (2016) utilizaram o SDS como modelo 

de estresse crônico e não encontraram diferença no tempo de latência no NSF entre 

animais estressados e não estressados (BRACHMAN et al., 2016). Han e 

colaboradores (2014) reportaram que a resiliência ao SDS está correlacionada a uma 

maior interação social entre membros da mesma espécie e que até as condições 

climáticas têm influência, visto que o grupo observou que os animais são menos 

suscetíveis aos efeitos do SDS no verão (HAN et al., 2014). Portanto, é de grande 

valia estabelecer critérios, como a divisão de animais resilientes e não resilientes, para 

um melhor refinamento do nosso modelo de SDS e assim, garantir que as respostas 

comportamentais relacionadas ao estresse sejam mais consistentes entre os 

experimentos. Embora em nossas condições, devido ao sistema de distribuição dos 

animais em Ribeirão Preto, é improvável que os testes de interação social utilizados 

para determinar resiliência sejam robustos. Isso porque experiências prévias 

estressoras, tais como o cuidado materno ou as relações na caixa-viveiro (em nossas 

condições machos de diferentes ninhadas são colocados juntos na mesma caixa-

viveiro com mudanças constantes no número de animais na caixa) não são registradas 

no biotério do qual os animais são provenientes. 

Nas condições de nosso SDS, o tratamento com URB597 (0,3 mg/kg) preveniu 

os efeitos comportamentais causados pelo SDS, visto que a latência para o animal se 

alimentar no NSF diminuiu quando comparados ao grupo estressado controle. 

Entretanto, a dose de 1mg/kg de URB597 exerceu efeito contrário nos animais não 

estressados, aumentando o tempo de latência comparado com o grupo veículo não 

http://f1000.com/work/citation?ids=5062293&pre=&suf=&sa=0
http://f1000.com/work/citation?ids=6966554&pre=&suf=&sa=0
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estressado. Por outro lado, não observamos nenhum efeito no teste do nado forçado, 

sugerindo que em nosso protocolo o tratamento repetido com o URB597 produz 

efeitos ansiolíticos, mas não antidepressivos. 

Os endocanabinoides participam da regulação da resposta ao estresse e 

também dos efeitos exercidos pelo mesmo no comportamento como, por exemplo, do 

tipo ansioso (MORENA et al., 2016). Estudos prévios sugerem que a deleção gênica 

da FAAH em camundongos C57BL6J, enzima responsável pela hidrólise da 

anandamida, aumenta o tempo despendido pelos animais nos braços abertos no LCE 

e esse efeito é revertido pelo tratamento com rimonabant, um antagonista de 

receptores CB1 (BAMBICO et al., 2010; MOREIRA; CRIPPA, 2009; MOREIRA; 

GRIEB; LUTZ, 2009). Quando tratados com Rimonabant os animais FAAH-/- 

apresentaram um aumento no tempo de latência no teste NSF quando comparados 

aos animais FAAH-/- não tratados. Bambico e colaboradores (2014) reportaram que, 

tanto o tratamento agudo quanto crônico com o inibidor da FAAH, o URB597, foi capaz 

de induzir efeitos ansiolíticos. Quando tratados com uma dose aguda de 0,3 mg/kg de 

URB597 os animais despenderam mais tempo nos braços abertos do LCE em 

comparação aos animais controle. Ainda, tanto a dose aguda quanto a crônica, de 0,1 

mg/kg de URB597, reduziram o tempo de latência dos animais no NSF. Entretanto, os 

efeitos do URB597 em animais submetidos a estressores crônicos foram pouco 

explorados (SCARANTE et al., 2017). Um trabalho publicado por Zhong e 

colaboradores (2014) verificou que o tratamento por quatro semanas com JZL184 (8 

mg/kg) previne os efeitos causados pelo Estresse Crônico Imprevisível (CUS) de cinco 

semanas, visto que o tratamento diminuiu a latência que os animais levam para se 

alimentar no NSF quando comparados com o grupo controle (ZHONG et al., 2014). 

Campos e colaboradores (2013) demonstraram que o tratamento de duas semanas 

http://f1000.com/work/citation?ids=1115377&pre=&suf=&sa=0
http://f1000.com/work/citation?ids=374922,254855,1801521&pre=&pre=&pre=&suf=&suf=&suf=&sa=0,0,0
http://f1000.com/work/citation?ids=374922,254855,1801521&pre=&pre=&pre=&suf=&suf=&suf=&sa=0,0,0
http://f1000.com/work/citation?ids=1801784&pre=&suf=&sa=0
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com CBD 30 mg/kg reverteu os efeitos comportamentais causados pelo CUS da 

mesma duração, pois a latência dos animais tratados submetidos ao CUS diminuiu 

quando comparados aos animais estressados tratados com veículo. Este efeito foi 

revertido pelo tratamento com AM251, um antagonista dos receptores CB1. No caso 

dos efeitos ansiolíticos do CBD em animais submetidos ao CUS, foi observado um 

aumento nas concentrações de AEA no hipocampo dos animais tratados 

cronicamente com CBD (CAMPOS et al., 2013b). Isso sugere que, talvez em animais 

estressados cronicamente, facilitar a neuromodulação da AEA pode prevenir os 

efeitos do estresse. Entretanto, quando o tema é estresse e canabinoides o efeito 

parece depender do tipo de estressores (SCARANTE et al., 2017). 

Existem diferenças entre protocolos de estresse crônico homotípico (ou seja, 

protocolos baseados na exposição diária ao mesmo estímulo estressor, como o SDS) 

e de estresse crônico heterotípico (ou seja, protocolos baseados na exposição a 

diferentes estímulos estressores a cada dia, como o CUS) (COSTA-FERREIRA et al., 

2016; KOPP; WICK; HERMAN, 2013). A principal diferença entre esses protocolos de 

estresse é a adaptabilidade. A exposição a estímulos homotípicos diariamente pode 

levar a um fenômeno de habituação, com redução da ativação do eixo HPA (GIROTTI 

et al., 2006). Por outro lado, alterações somáticas e neuroendócrinas parecem ser 

mais proeminentes após exposição a estímulos heterotípicos (DUARTE; PLANETA; 

CRESTANI, 2015). Trabalhos prévios de nosso laboratório, sugerem uma diferença 

entre os protocolos de SDS e CUS quanto à responsividade ao tratamento com 

URB597. Em animais submetidos ao SDS o tratamento por 7 dias com URB597, na 

dose de 0,1 mg/kg, foi capaz de reduzir significativamente a resposta de hipofagia 

induzida por neofobia no teste de NSF. No entanto, em camundongos submetidos ao 

protocolo de CUS, a mesma dose de URB597 não foi capaz de alterar 

http://f1000.com/work/citation?ids=550567&pre=&suf=&sa=0
http://f1000.com/work/citation?ids=6967305,6967308&pre=&pre=&suf=&suf=&sa=0,0
http://f1000.com/work/citation?ids=6967305,6967308&pre=&pre=&suf=&suf=&sa=0,0
http://f1000.com/work/citation?ids=3475489&pre=&suf=&sa=0
http://f1000.com/work/citation?ids=3475489&pre=&suf=&sa=0
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significativamente a resposta de animais estressados após 7 dias de tratamento 

(SCARANTE et al., 2018). Essa discrepância dos efeitos do URB597 pode estar 

relacionada à diferença entre os efeitos de estresses homo ou heterotípicos, no que 

diz respeito a sinalização endocanabinoide. Hill e colaboradores (2010) mostraram 

que ratos submetidos ao estresse repetido de restrição por 9 dias apresentaram níveis 

de AEA significativamente reduzidos no hipocampo e córtex pré-frontal. Essa redução 

nos níveis de AEA é, inclusive, importante para o fenômeno de habituação do eixo 

HPA (HILL et al., 2010; PATEL; HILLARD, 2008). Em protocolos de estresse 

heterotípico, entretanto, estudos indicam que não há uma alteração dos níveis de AEA 

nessas mesmas regiões cerebrais (BORTOLATO et al., 2007; LOMAZZO et al., 2015).  

A facilitação das ações da AEA também parece ser importante para controlar 

os efeitos de longo prazo promovidas por situações “traumáticas” em animais de 

laboratório. Morena e colaboradores (2018) sugerem que o URB597 (0.1 mg/kg) 

induziu a melhora da performance na tarefa de extinção de memórias aversivas, 

restaurando o comportamento social desses animais via ação indireta nos receptores 

CB1 (MORENA et al., 2018).  Na mesma direção, o grupo liderado pelo Professor 

Akirav, sugere que facilitar as ações da AEA em circuitos cerebrais envolvendo o 

córtex pré-frontal e a amígdala basolateral, melhorando as consequências do estresse 

nas performances dos animais em testes preditivos de atividade ansiolítica 

(FIDELMAN et al., 2018; SEGEV et al., 2018). 

Os estudos relacionados com os possíveis mecanismos envolvidos nos efeitos 

do URB597, em animais submetidos aos SDS, apresentados no presente trabalho são 

inconclusivos. No caso da participação dos receptores CB1, um problema com a troca 

da ração dos animais no ano de 2018, no Campus USP de Ribeirão Preto, afetou 

todas as respostas comportamentais dos animais. A ração apresentada aos animais 

http://f1000.com/work/citation?ids=374914,6967326&pre=&pre=&suf=&suf=&sa=0,0
http://f1000.com/work/citation?ids=6966498,6967337&pre=&pre=&suf=&suf=&sa=0,0
http://f1000.com/work/citation?ids=4660738&pre=&suf=&sa=0
http://f1000.com/work/citation?ids=6157761,5898787&pre=&pre=&suf=&suf=&sa=0,0
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durante esse período apresentava uma deficiência em vitaminas e ácidos graxos, 

afetando sobremaneira, entre outros sistemas de neurotransmissores e 

neuromoduladores, o sistema endocanabinoide (MACCARRONE et al., 2010). O teste 

utilizado em nosso estudo para avaliar os efeitos do estresse também é influenciado 

pelo estado nutricional dos animais. Em condições de redução de alimento, roedores 

como poupadores de energia, possuem performance reduzida de busca de alimentos 

no NSF (MOSIENKO et al., 2012). Optamos por não suprimir a apresentação dos 

dados para fomentar a discussão sobre como a padronização e caracterização dos 

animais de laboratório podem modificar completamente as respostas 

comportamentais dos animais e, como consequência, os efeitos de fármacos. 

No caso dos efeitos da rapamicina em atenuar os efeitos ansiolíticos do 

URB597, em animais submetidos ao SDS, temos algumas hipóteses que 

permanecem a ser testadas. A dose escolhida da rapamicina foi baseada em trabalhos 

prévios que a utilizaram em tratamentos agudos (LIMA et al., 2017) ou repetidos 

(FOGAÇA, 2016). Entretanto, no modelo do SDS, a mesma dose promoveu efeitos 

ansiogênicos em condições controle ou de SDS. Dessa forma, embora tenhamos 

observado a ausência de efeitos do URB597 no SDS quando os animais eram tratados 

previamente com rapamicina, fica difícil dizer se este efeito é realmente farmacológico.  

Os nossos dados sobre a expressão de proteínas relacionadas a via Akt/mTOR 

reforçam a ideia de que, os efeitos do URB597 antagonizados pela rapamicina (pelo 

mesmo mecanismo) sejam realmente inconclusivos. A rapamicina é um inibidor de um 

dos sítios de fosforilação (Serina 2448) da mTOR. Nossos resultados de western blot 

sugerem que, nos animais SDS, o URB597 não altera a fosforilação do sítio ser2448 

(da Rapamicina). Entretanto, nossos dados com a expressão de pAkt e Raptor nos 

sugere que talvez o URB597 esteja atuando em outros sítios de fosforilação da mTOR, 
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diferente do da Rapamicina, tais como o ser1261 (ACOSTA-JAQUEZ et al., 2009). 

Essa hipótese aplicaria-se apenas ao hipocampo, tendo em vista que não avaliamos 

outras áreas cerebrais. 

No caso do fluxo autofágico, nossos dados sugerem que o SDS reduz a 

autofagia (evidenciada pela redução dos níveis de LC3b no hipocampo). A autofagia 

é um processo catabólico celular que, no sistema nervoso central, tem sido 

relacionado com o aumento da sobrevivência celular. Em doenças 

neurodegenerativas, como a Doença de Huntington, os processos autofágicos estão 

diminuídos e a hipótese é de que isso contribua para os processos 

neurodegenerativos (FUJIKAKE; SHIN; SHIMIZU, 2018; MENZIES et al., 2017). 

Dados ainda não publicados de nosso laboratório sugerem que, em animais 

submetidos ao CUS, a redução dos níveis de LC3b seja revertido pelo tratamento com 

o CBD (FOGAÇA, 2016). O mesmo parece não ser verdade para o URB597. Isso 

pode ser devido aos mecanismos distintos do CBD e URB597, ou ainda porque o 

paradigma de estresse influencie a via autofágica. Essa possibilidade permanece por 

ser testada. 

Por fim, nossos dados sugerem que o tratamento com URB597 previne os 

efeitos do estresse sobre o número e a migração de neurônios imaturos no giro 

denteado do hipocampo. A doublecortina (DCX) é uma proteína associada a 

microtúbulos que é essencial para a migração de neurônios na fase embrionária, mas 

também nos nichos neurogênicos do cérebro adulto (AYANLAJA et al., 2017).  

Neurônios imaturos que expressam DCX possuem baixo limiar de LTP quando 

comparados a neurônios maduros granulares do giro denteado (KEMPERMANN et 

al., 2018). Nesse sentido, podemos especular que em um contexto de aumento de 

expressão de neurônios DCX positivos, a plasticidade hipocampal poderia ser 

http://f1000.com/work/citation?ids=5351422&pre=&suf=&sa=0
http://f1000.com/work/citation?ids=3320236,6282009&pre=&pre=&suf=&suf=&sa=0,0
http://f1000.com/work/citation?ids=4560839&pre=&suf=&sa=0
http://f1000.com/work/citation?ids=5148494&pre=&suf=&sa=0
http://f1000.com/work/citation?ids=5148494&pre=&suf=&sa=0


55 
 

facilitada. Trabalhos de outros grupos e de nosso grupo sugerem que o estresse reduz 

o número de células DCX no hipocampo (CAMPOS et al., 2013b; GOULD et al., 1998). 

Diversos trabalhos sugerem que os canabinoides podem modular a neurogênese 

adulta e embrionária (DE OLIVEIRA et al., 2019). A deleção gênica da enzima FAAH 

resulta na facilitação de processos neurogênicos (AGUADO et al., 2005, 2007). Ainda, 

o aumento das concentrações de AEA no hipocampo são correlacionados com os 

efeitos pró-neurogênicos do CBD. Embora somente a marcação para DCX seja 

suficiente para inferir que o URB597 esteja facilitando ou prevenindo os efeitos do 

estresse em animais submetidos ao SDS, podemos hipotetizar que o tratamento 

esteja restaurando a capacidade dessa estrutura. Curiosamente, observamos que a 

dose de 1mg/Kg de URB597, que não promoveu efeito ansiolítico no modelo do NSF, 

foi mais efetiva em promover as ações sobre a expressão e a migração de células 

DCX positivas. Isso pode sugerir que no modelo do SDS a clássica associação entre 

o aumento da neurogênese hipocampal e os efeitos antidepressivos ansiolíticos, 

geralmente observados no modelo do CUS (SANTARELLI et al., 2003), possam ser 

dicotomizados.  
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6 CONCLUSÃO 

 

Os resultados encontrados no presente estudo indicaram que no modelo do 

SDS o URB597, de maneira dose e condição dependente, induz efeitos ansiolíticos, 

mas não antidepressivos. Esse efeito parece ser atenuado pela rapamicina, mas 

independente de mecanismos autofágicos. 

Embora evidenciado neste trabalho, a participação da via Akt/mTOR e de 

mecanismos neurogênicos necessitam ser melhor investigados. Além disso, a 

generalidade dessa resposta com outros testes e modelos comportamentais 

permanece por ser testada. 
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Abstract

In the field of neuroscience, several animal models and behavioral tests is proposed to

modeling depressive disorders and the neurobiology and endogenous systems affected by

mental disorder. One of the main animal models used in this context is the social defeat

stress, a model that induces some features to psychosocial stress in rodents, like reduced

sociability. In major depressive patients, reduced social skills and isolation amplifies

stress response and serves a worsen factor of the symptoms. Oxytocin is a peptide

neurotransmitter that synthesized in the supraoptic and paraventricular nuclei of the

hypothalamus. Several pieces of the literature suggest that this hormone peptide promotes

positive social behavior and stress regulation, which indicates a potential implication in

several psychiatric disorders such as Major depressive Disorder. Psychosocial stress

may induce dysregulation of the oxytocinergic system. Therefore, in the present we

revised the main lines of evidences that suggested how studies conducted in rodents

submitted to social defeated stress that indicates Oxytocin-mediated neurotransmission

as a putative target for novel treatment approaches for Major Depressive Disorders.

Key words:Major depressive disorder, animal models, social defeat stress, oxytocin
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1.0- Introduction

Depression is a heterogeneous and complex disease which etiology varies between

individuals. Factors such as social environment and genetics might contribute to an

increased risk to develop Major Depressive Disorder (MDD) (Otte et al, 2016). There

are several theories for the pathophysiology of depression (Dean and Keshavan, 2017). A

single theory is hardly able to explain all MDD aspects, specially considering its

heterogeneous etiology. Therefore, it is difficult to fully elucidate the neural substrates of

depression and to develop effective therapeutic approaches (Dean and Keshavan, 2017).

One of the main environmental factors recognized to be able to potentially precipitate

depressive symptoms is stress. Stressful events (divorce, death of a relative, childhood

maltreatment, unemployment, poverty, racial discrimination etc) increase the risk of

MDD manifestation in susceptible individuals (Vinkers et al, 2014; McLaughlin et al,

2010; Britt-Spells et al, 2018).

Pre-clinical research has been a valuable tool for better understanding the neural

substrates of depression in order to seek for therapies that would be more effective.

Although it seems difficult to find a robust animal model of depression, the Social Defeat

Stress (SDS) displays an adequate validity for MDD modeling. SDS is an ethological-

based model, which uses social conflict to induce emotional and psychological stress

(Hollis and Kabbaj, 2014). Using the resident/intruder paradigm, a rodent exposed to an

older, more aggressive conspecific is submitted to social subordination after several

attempts of conflict (Kudryavtseva et al, 1990). The face validity of SDS relies on the

observation that defeated animals manifest behaviors related to a depressive-like
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phenotype, e.g. anhedonia, social withdrawn and diminished sexual and reward seeking

behavior. Neurochemical and neurobiological markers relevant to depression are also

found in the SDS model, such as HPA axis hyperactivity, increased activity of the

immune system, altered monoaminergic function and diminished neurogenesis and

synaptic plasticity (Hammels et al, 2015; Iñiguez et al, 2014; Iñiguez et al, 2016; Bondar

et al, 2018; Watt et al, 2009). This model also seems to have a good predictive validity,

since chronic antidepressant treatment is able to revert the depressive-like phenotype

induced by SDS (Krishnan et al, 2007; Venzala et al, 2012; Van Bekhoven et al, 2011;

Gottschalk et al, 2018).

For the past 50 years, antidepressants are the first-line treatment, alongside other non-

pharmacological interventions, such as psychotherapy (Hillhouse and Porter, 2015).

However, antidepressant treatment is not effective for every patient. It is estimated that

about 30% of the patients do not report an improvement of depressive symptoms after

antidepressant treatment (Al-Harbi et al, 2012). Therefore, new and more effective

options are urgently needed.

In the last years, several groups around the world have tried to find a new drugable target

to treat MDD outside of the monoaminergic hypothesis of mood disorders. In this context,

a neuropeptide that seems to modulate active coping behaviors and sociability has call

attention of the many scientists: oxytocin.

Oxytocin was discovered by Henry Dale in 1906, when he observed an “extract” that was

able to contract the uterus of pregnant cats. Dale named the substance oxytocin, term

derived from the greek that means “fast burning”. In 1953, this substance was the first



5

peptide hormone to be sequenced and synthetized by Vincent Du Vigneaud, discovery

that rendered him the Nobel Prize two years later (Du Vigneaud, 1956 ; Viero et al.,

2010). In the Central Nervous System (CNS), oxytocin is synthetized in both the

Paraventricular Nucleus (PVN) and the Supraoptic Nucleus (SON) of the hypothalamus.

Magnocellular neurons constitute the major source of this neuropeptide. Oxytocin is

released by parvocellular neurons, located in the PVN that project to other brain areas

(Neumann, 2007), where it can be stored and delivered in the blood to promote its actions

in the periphery, such as controlling breast milk ejection and childbirth induction.

According to Landgraf & Neumann (2004), oxytocin receptors are distributed throughout

several brain areas, including hypothalamus and amygdala and limbic regions (Huber et

al. 2005; Dacome & Garcia, 2008). The distribution of oxytocin varies according to the

different stages of brain development, and is indirectly regulated by sexual steroids,

especially estrogen (for review, see Gimpl e Fahrenholz, 2001).

Oxytocin a key modulator of maternal behavior (Galbally et al., 2011; Poindron, 2005),

food and sodium intake (Valassi et al., 2008; Stricker and Verbalis, 1996), sexual

behavior (Insel et al., 1993), and of particular importance for this review, positive social

interactions (Meyer-Linderberg et al. 2011, Heinrichs et al., 2002; Insel e Young, 2001;

Young et al., 2001) modulation of stress coping (Yamagata et al., 1997) and social

memory (Ferguson, 2000).

In the case of social behaviors, oxytocin increase self-confidence, decrease amygdala

activation in response to fear and enhance social signals in human volunteers (Kirsch et al.

2005; Guastella et al. 2008). Oxytocin deficits are correlated with emotional suffering
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(Gordon et al. 2008) and worse prognostic of severe depressive disorder (Scantamburlo et

al., 2007).

As aforementioned, psychosocial stress may induce dysregulation of the oxytocinergic

system, which could serve as a good model to determine the putative antidepressive

effects of oxytocin. Therefore, in the present review we tried to summarize the main finds

supporting the effects of social defeat stress on oxytocinergic neurotrasnmission and its

possible implications for MDD.
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2.0- Methodology

To collect the studies presented in this review, we conducted research in data based

following The The guidelines of the Preferred Reporting Items for Systematic Reviews

and Meta-Analyses (PRISMA—Moher et al., 2009). Articles included here were selected

based on the results found in electronic databases (PubMed, Scielo and Scopus), without

limitations in terms of time, publication date but only articles written in English were

selected; last search conducted on 10/09/2018. The terms used for the search were “social

defeat” and “oxytocin”. Articles that evaluated the oxytocinergic neurotransmission in

regard to the social defeat paradigm in rodents were included, however, articles that used

any other model of stress were selected as exclusion criteria. The quality of the methods

used in the selected studies was evaluated using the following criterias: procedure and

number of social defeat stress; sex and species of the animals; measurement of

oxytocinergic related neurotransmission such as receptor expression, neuronal expression

or peptide levels; treatments that involve the oxytocinergic neurotransmission like

exogenous OXT or OXT receptor antagonists. Also were excluded abstracts, letters to

editors, reviews and case studies. Figure 1 illustrates the schematic diagram showing the

steps and criteria of inclusion and exclusion as well as the number of articles found in

each step of our analysis (based on Moher et al., 2009).
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Figure 1. PRISMA Chart Dataflow. Research results including search terms, number of records
found, number of excluded records, inclusion and exclusion criteria and number of includied
studies for the review.
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3- Results

A total of 32 articles were found, and 9 articles were selected after applying the inclusion

and exclusion criteria (see Figure 1). In the table 1 and 2, the main characteristics of the

included studies are represented.
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Oxitocinergic neurotransmission-related measure

Author Year Animal SDS Measure Outcome after SDS

Ebner K. 2005 ♂ Wistar Rat Acute Plasma Samples No OT difference

Engelmann M. 1999 ♂ Wistar Rat Acute
Plasma Samples No OT difference

Mycrodialysis - SON ↑ OT

Engelmann M. 2000 ♂ Wistar Rat Acute

Plasma Samples No OT difference

Mycrodialysis - SON ↑ OT

Mycrodialysis - mLS ↑ OT

Wotjak C. 1996 ♂ Wistar Rat Acute
Plasma Samples No OT difference

Mycrodialysis - PVN No OT difference

Litvin Y. 2011 ♂ Swiss-Webster
Mouse

10
Days OTR mRNA - MeA ↑ OTR expression

Nasanbuyan N. 2018 ♂ C57BL/6J Mice 3
Days

OTN Activity - BNST, SON, PVN ↑ OTN activity

OTR Activity - CoA, MeA, IC, LS,
TLM, vVMH, vPAG ↑ OTR activity

Duque-
Wilkens N. 2017

♂ California Mice 3
days OTR Expression - NAcdl, NAc shell ↓ OTR expression

♀ California Mice

Steinman M. 2015

♂ California Mice
Acute OTN Activity - Rostral PVN,

Caudal PVN ↑ OTN activity

3
days

OTN Activity - Rostral PVN,
Caudal PVN, BNSTmv ↑ OTN activity

♀ California Mice

Acute OTN Activity - Rostral PVN,
Caudal PVN

No OTN activity
difference

3
days

OTN Activity - Rostral PVN,
Caudal PVN ↑ OTN activity

OTN Activity - BNSTmv, Rostral
PVN

↑ OTN activity 2
weeks after SDS

OTN Activity - BNSTmv ↑ OTN activity 10
weeks after SDS

Table 1. Compiled data from analysed studies regarding oxytocinergic neurotransmission after SDS. Abbreviations: SDS - Social
Defeat Stress; OT - Oxytocin; SON - Supraoptic Nucleus; mLS - Medio-lateral Septum PVN - Paraventricular Nucleus; MeA - Medial
Amygdala; OTR - Oxytocin Receptor; OTN - Oxytocin Neuron; BNST - Bed Nucleus of Stria Terminalis; CoA - Cortical Amygdala; IC -
Insular Cortex; LS - Lateral Septum; TLM - Thalamus; vVMH - Ventrolateral Ventromedial Hyphotalamaus; vPAG - Ventrolateral
Periaqueductal Grey; NACdl - Dorsolateral Nucleus Accumbens; NAc shell - Nucleus Accumbens shell; BNSTmv - Medioventral Bed
Nucleus of Stria Terminalis; i.p. - intraperitonial
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Oxitocinergic treatment-related measure

Author Year Animal SDS
Behavioral outcome

after SDS
Treatment

Behaviroral

outcome after

treatment

Duque-
Wilkens

N.
2017

♂ California
Mice

3
Days

No difference in SI
1mg/kg OTA (i.p.)

No difference in SI
in control or

defeated animals

5mg/kg OTA (i.p.) ↓ interaction in SI
in control animals

♀ California
Mice ↓ interaction in SI

1mg/kg OTA (i.p.)
No difference in SI

in control or
defeated animals

5mg/kg OTA (i.p.) ↑ interaction in SI
in defeated animals

ICV OTA BNSTam
(Dose not specified)

↑ interaction in SI
in defeated animals

ICV OTA NAcdl
(Dose not specified) No difference in SI

Steinman
M. 2015

♂ California
Mice 3

Days

No difference in SI
0,8IU/kg OT (i.n.)

Trend to ↑
interaction in SI in
defeated animals

♀ California
Mice No difference in SI ↓ interaction in SI

in control animals

Wang L. 2018 ♀ Mandarim
Prairie Vole

14
days ↓ interaction in SI

ICV 1ngOT
NAcshell

↑ interaction in SI
in defeated animals

ICV
1ngOT/10ngOTA

NAcshell

Prevented OT
effects in defeated

animals
ICV

1ngOT/100ngOTA
NAcshell

Prevented OT
effects in defeated

animals
Table 2. Compiled data from analysed studies regarding oxytocinergic related treatments after SDS. Abbreviations: SDS - Social
Defeat Stress; OTA - Oxytocin Receptor Antagonist; SI - Social Investigation Test; ICV - Intracerebroventricular Injection; BNSTam -
Anteromedial Bed Nucleus of Stria Terminalis; NAcdl - Dorsolateral Nucleus Accumbens; OT - Oxytocin; i.p. - intraperitonial
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3.1 - SDS induces oxytocinergic system activity

Research carried by Wotjak et al used SDS paradigm to induce emotional stress

in male Wistar rats. Rats were implanted with microdyalisis probes in the right

paraventricular nucleus of hyphothalamus (PVN) or supraoptic nucleus of hyphothalamus

(SON) to assess measures in these areas. Also, rats were implanted with jugular catheters

for blood sample analysis. For the SDS paradigm, animals were exposed to contact with

another dominant male rat housed together with a female rat, after the first physical

encounter animals were separated by a mesh wire were remained for 30min. SDS did not

induced any changes to circulating peripherical OT or in PVN after SDS (Wotjak et al,

1996). Similar works by the same group (Engelmann et al, 1999, 2000) used the same

paradigm approach to investigate OT in socially defeated rats. Again no plasma OT

differences were found, but a increased OT in SON were foun in both studies

(Engelmann et al, 1999, 2000). Interestingly, in the study by Engelmann et al in 2000,

also found an increase of OT in the mediolateral septum (mLS) of the brain, which was

not found when another kind of stressor is used, forced swim test (FST) in case, leading

the investigators to hypothesize that the anxiolitic effects of SDS could be related to OT

in this particular area (Engelmann et al, 2000). Another study published in 2005 by Ebner

et al., also member of the previous studies, demonstrated no OT changes in surum levels

of defeated animals or stressors (Ebner et al, 2005). Litvin et al used adult male Swiss-

Webster mice as subjects. SDS was elicited by 10 minutes of physcal contact with

conspecific dominant stressor and housed together 24h separated by a perforated partition,

which allowed sensory contact. Measured by quantitative real-time PCR, defeated
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animals showed increased oxytocin receptor (OTR) mRNA expression in the medial

amygdala (MeA). (Litvin et al, 2011).

In the study conducted by Steinman et al, used another rodent species,

Peromyscus species, the California mice, for their experiments. This monogamous animal

is different from common used laboratory rodents because female animal display an

angressive outcome and can be used in the resident-intruder paradigm to elicit social

defeat. In the studies by Steinman et al, SDS paradigm was different from other studies in

order to normalize agressions between males and females. Mice assigned to social defeat

were placed in the home cage of a agressive conspecific for 7-10 min or until the animal

were exposed to 7-10 offensive attacks. This procedure was made on a single exposure or

for three consecutive days. What they found, using OT/c-fos immunostaining, is that an

acute exposure to SDS elicits different outcomes in male and female. Male mice exposed

to a single SDS exhibit increased oxytocin neurons (OTN) activity in rostral and caudal

PVN, whilst female mice not. However, when exposed to three days of SDS, both male

and female mice display increased OTN activity in rostral and caudal PVN. Male mice

also have an increase activity in medioventral bed nucleus of stria terminalis (BNSTmv)

while females do not. But, another appealing fact is that SDS effects are long-lasting in

female California mice. Female animals exposed to SDS and permitted to rest for two

weeks still exhibit increased OTN activity in BNSTmv and rostral PVN. And when the

rest period is of 10 weeks, only in the BNSTmv the effects remain. These long lasting

effects of SDS do not occur in male mice. Showing that there is a difference of how

psychosocial stress permish and differently affects male and female mice (Steinman et al,



14

2015). Another work of the same group by Duke-Wilkens et al demonstrated that male

and female California mice have diminished expression of oxytocin receptor (OTR) in

the dorsolateral nucleus accumbens (NAcdl) and nucleus accumbens shell (NAcshell), an

important region for social reward and pair bond formation (Duke-Wilkens et al, 2017).

In a recent research by Nasanbuyan et al, adult male C57BL/6J mice were

submitted to the SDS paradigm to investigate SDS effects on the oxytocin system. C57

mice were exposed to 10 minutes of physical contact with agressive CD1 mice and 100

minutes of sensorial contact. Immunocytochemical detection of c-Fos showed increased

OTN activity in the BNST, PVN and SON of defeated animals. Also SDS increases OTR

activity in several brain regions, such as lateral septum (LS), cortical amygdala (CoA),

medial amygdala (MeA), thalamus (TLM), ventrolateral ventromedial hyphotalamus

(vVHM) and ventrolateral PAG (vPAG).

Overall, results indicate that SDS paradigm activates the oxytocin system.

3.2 - SDS generate social avoidance in female mice and exogenous OT-related treatment

outcomes are sex-specific.

Social withdrawl is one of the commonly know symptoms of depression. In social

species, such as rodents, social interactions are a fundamental adaptive component

(Kaidanovich-Beilin et al, 2011). To assess social avoidance in rodents the Social

Interaction Test is used (SI). SI consists of a large open box field with a perforated cage.

After habituation of the focal animal in the environment, a uknown conspecific is put in

the cage and time spent by the focal animal near the cage is measured.
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Steinman et al did not found differences in SI between control and defeated male

or female California mice. However, intranasal administration of oxytocin (0,8IU/kg) in

female California mice decreased interaction in SI in control female animals. Male

defeated California mice displayed a trend do increase interaction in SI (Steinman et al,

2015). Another work of the same group by Duque-Wilkens et al, found that SDS

decreases interaction in defeated female California mice, while this effect does not appear

in male animals. Intraperitonial (i.p.) administration of 5mg/kg of an oxytocin receptor

antagonist (OTA) reversed the effects of SDS in SI of female California mice, increasing

interaction time. On the other hand, treatment effect was sex dependent, as in control

male California mice the same dosage led to a decreased interaction time in SI. Also,

intracerebroventricular injection (ICV) of OTA (dose not specified by the author) in

BNSTm prevents the effects of SDS in female defeated mice, whilst ICV of OTA in

NAcdl does not. (Duque-Wilkens et al, 2017)’’’’

Wang et al used adult female mandarin voles (Microtus mandarinus) for studying

the effects of SDS in social behaviors and OT neurotransmission. Female mandarin voles

show spontaneous aggressive behavior towards conspecifics, which allows the

opportunity to assess the effects of SDS in female animals. To induce social defeat, adult

female mandarin voles were exposed to a pre-selected agressivel older conspecific for 10

minutes. After the physical encounter, animals were separated by a perforated glass and

left undisturbed for 24h of sensorial contact. This was carried out for 14 days. Defeated

females mandarin voles displayed a reduced interaction in SI. Effects of the SDS were

reverted by a ICV of 1ng OT in the NAcshell, leading to a increased interaction in SI.
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Effects of ICV OT treatment were prevented when co-administered with ICV of 10ng or

100ng of OTA

4-Discussion

In summary, results of studies reviewed by this work suggest an implication of the

oxytocinergic neurotransmission in the social defeat paradigm that is sex dependent. OT

is produced in PVN and SON of the hyphothalamus and released by parvocellular

neurons, located in the PVN that project to other brain areas and throughout the body

(Neumann, 2007). OT axons and OTR can be found in many regions in rodent brain such

as, NAc, BNST, LS, MeA, PAG, Ventral Tegmental Area (VTA), Hippocampus (HIP)

(Nasanbuyan et al, 2018; Grinevish et al, 2015). Results show strong evidence that

exposure to SDS evokes oxytocinergic activity in brain areas like SON, PVN, BNST

(Engelmann et al, 1999, 2000; Steinman et al, 2015). In literature it is widely stabilished

from clinical and preclinical studies that stress exposure plays a role in etiology of MDD

(Bartolomuci and Leopardi, 2009). OT inhibits stress induced HPA axis activity

(Neumann et al, 2000) and control corticotropin releasing hormone (CRH) release by

PVN, since oxytocin KO mice display a increased CRH release when compared to wild

type mice beneath a stressor (Nomura et al, 2003). Rapid release of OT observed in

studies by Engelmann et al could be in due to the stressful social nature of the confront,

in order to increase pro social behaviors, regulate the HPA axis and restore homeostasis.

Intranasal OT administration, along social support, dampens cortisol release and anxiety

during a psychosocial stress exposure in healthy men (Heinrichs et al, 2003).
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Studies by Steinman et al and Duque-Wilkens et al. used a different species than

commonly used laboratory rodents. The California mouse is a monogamous rodent and

female subjects of this species are agressive against conspecifics in the resident/intruder

paradigm. Epidemiology surveys indicate that women experience depression two to three

times more than men. (World Health Organization, 2017). Despite this fact, preclinical

neuroscience research has a ratio of 5.5:1 male to female subjects (McCarthy, 2015).

Indeed, sex differences could bias results due to physiological and endocrine parameters,

and some animal models of stress cannot be applied to female subjest, such is the case of

SDS due to non agression of female conspecifics. Still, data relevance of female subjects

is unparalleled, even more for depression and stress resilience models, such as the SDS.
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