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RESUMO

O estresse é capaz de afetar varios processos fisioldgicos e, portanto, €
considerado como determinante no desenvolvimento de diversas
patologias. A exposi¢do a estimulos estressores é responsavel por
alteracBes na regulagdo do eixo hipotadlamo-pituitaria-adrenal (HPA)
que, por sua vez, sdo capazes de induzir uma elevacdo na secrecdo de
glicocorticdides, hormdnios esses reconhecidos como marcadores
bioldgicos de grande importancia na resposta ao estresse. O objetivo do
presente estudo foi avaliar os efeitos do modelo proposto de estresse por
instabilidade social (I1S) e valida-lo como modelo indutor de estresse.
Para tanto, camundongos machos suigos presenciaram, a curta distancia
e sem contato fisico direto, lutas entre animais mais velhos. Os
episddios de luta foram promovidos por 30 minutos e aplicados por um
ou quatro dias consecutivos. O nivel de estresse, apds a exposicdo ao
modelo de instabilidade social, foi mensurado pelas andlises da
concentracao plasmatica dos horménios, adrenocorticotropico (ACTH) e
corticosterona, da atividade da enzima glutationa redutase (GR) e a
expressdo do comportamento do tipo ansiedade. Os resultados
mostraram que o modelo de estresse por IS gerou reacles tipicas de
estresse com ativacdo do eixo HPA e alteracGes na atividade da enzima
GR. Observou-se que as exposicoes repetidas (quatro) ao modelo de IS
foram capazes de induzir um efeito cumulativo que se refletiu sobre os
niveis elevados de ACTH e corticosterona, sobretudo quando
comparados com 0s niveis desses horm6nios em uma Gnica exposicao a
IS. Em adicéo, verificou-se que a exposi¢do a um estimulo heterotipico,
apés a aplicagdo do modelo de IS, foi responsavel pela reducdo da
atividade exacerbada do eixo HPA e da atividade da enzima GR,
observada anteriormente pela exposicdo ao estresse de IS. Em
conjuncdo, os dados do presente estudo indicam que o protocolo de
instabilidade social proposto ¢ um modelo valido e eficaz para a inducédo
de estresse de natureza psicossocial.

Palavras-chave: estresse, estresse social, corticosterona, eixo HPA,
estresse oxidativo, glutationa redutase.






ABSTRACT

Stress can affect various physiological processes and thus is considered
a key factor in the development of several pathologies. The exposure to
stressful stimuli is responsible for alterations in the regulation of the
hypothalamic-pituitary-adrenal (HPA) which, in turn, are capable of
inducing an increase in the secretion of glucocorticoids, recognized as
biological markers of great importance in response to stress. The aim of
this study was to evaluate the effects of the proposed model of social
instability stress (IS) and validate it as a model of stress inducer.
Therefore, male Swiss mice witnessed fights between older animals in a
short distance, without direct physical contact. The fighting episodes
were promoted for 30 minutes and applied in one or four consecutive
days. After exposure to the model of social instability, the stress level
was measured by analysis of plasma concentrations of
adrenocorticotropic hormone (ACTH) and corticosterone, Glutathion
Reductase (GR) enzyme activity and expression of anxiety-like
behavior. The results showed that the model of IS generated typical
reactions to stress with HPA axis activation and changes in the activity
of the enzyme GR. It was observed that repeated exposure (four) to IS
model was able to induce a cumulative effect which was reflected on
high levels of both hormones, especially when compared with the levels
of these hormones in a single exposure to IS. In addition, the exposure
to a stimulus heterotypic, after applying the model IS, was responsible
for reducing the heightened activity of the HPA axis and GR enzyme
activity, previously observed by exposure to stress IS. In conjunction,
the data of this study indicate that the protocol of social instability stress
is a valid and effective model for the induction of psychosocial stress.

Keywords: stress, social stress, social instability, corticosterone, HPA
axis, oxidative stress, gluthatione.
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1 INTRODUCAO

1.1 NEUROBIOLOGIA DO ESTRESSE

Estimulos estressores estdo presentes na vida humana desde a
antiguidade, tempos em que se lutava por comida e sobrevivéncia. As
respostas comportamentais ou fisioldgicas a estas situagbes sdo
requeridas no dia-a-dia, permitindo que os seres humanos e outros
animais sobrevivam, dentro de limites dindmicos aos frequentes desafios
do ambiente (MARGIS et al., 2003; SOREL & SAPOLSKY, 2007,
SAPOLSKY, 2010).

O fisiologista canadense, Hans Selye, foi quem introduziu o
conceito classico de estresse no meio médico e cientifico. O principal
trabalho para elaboracdo de sua teoria sobre o estresse foi publicado pela
revista Nature em 1936, em que o termo estresse foi utilizado para
descrever uma ameaga real ou potencial a homeostasia. Os estudos de
Selye realizados em ratos mostraram uma série de alteracBes
fisioldgicas, como o aumento do tamanho da adrenal, ulceracdo
gastrointestinal e involugdo do timo e tecidos linfoides, provocadas por
uma variedade de fatores estressantes (SELYE, 1936). Para Selye, o
eixo hipotdlamo-pituitaria-adrenal (eixo HPA) representa a chave
efetora da resposta ao estresse, onde o cortex da glandula adrenal atua
como 6rgdo de integracdo entre os processos fisioldgicos e patoldgicos
(SELYE, 1951). Em 1976, Selye propds que a maioria dos fatores
estressantes induzem dois tipos de respostas em roedores: uma resposta
de estresse geral que é comum a todos os estimulos estressores e
envolve a liberacdo de Hormdnio Adrenocorticotréfico (ACTH) e
corticosterona; e respostas individuais ao estresse, mediadas por ‘fatores
condicionantes’ como a predisposi¢do genética (SELYE, 1976).

Estimulos  estressores sdo perturbadores do equilibrio
homeostasico do organismo, e a resposta ao estresse é o0 conjunto de
reacOes fisiologicas destinadas a restabelecer a homeostase (TSIGOS e
CHROUSOS, 2002; SAPOLSKY, 2010). Os estressores comumente
estudados sdo os estressores fisicos ou quimicos, como por exemplo, o
calor, frio, radiacdo, substancias toxicas; estressores psicoldgicos
responsaveis por alteracdes comportamentais e processos emocionais
(ansiedade, medo); estressores sociais (brigas, disputas sociais, ambiente
hostil) e estressores que afetam a homeostase vegetativa (hiperglicemia
e exercicios fisicos) (SAPOLSKY, 2000; BLANCHARD,
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MCKITTIRICK, BLANCHARD, 2001; CIZZA, 2003; GONCALVES,
2008; HAYASHIDA et al, 2010).

O estresse € um potente estimulo para o eixo HPA (CHROUSOS
e GOLD, 1992; SOREL & SAPOLSKY, 2007, FOLEY e
KIRSCHBAUM, 2010; ENGERT et al., 2012). Estudos mostram que
diferentes estressores como o nado forcado (ARMARIO et al., 1991;
RYGULA et al, 2005), estresse psicossocial (BLANCHARD,
MCKITTIRICK, BLANCHARD, 2001; BARTOLOMUCCI, 2007),
contencdo fisica (CIZZA, 1993; LEE et al., 2006), nado em &gua fria,
entre outros, sdo capazes de estimular a secre¢do do ACTH
(JORGENSEN et al., 1998; KLENEROVA et al., 2003; FOLEY e
KIRSCHBAUM, 2010).

A ativagdo do eixo HPA induz os neurbnios do ndcleo
paraventricular do hipotadlamo a secretar o Hormdnio Liberador de
Corticotrofina (CRH). O CRH age na adeno-hipdfise promovendo a
liberacdo do hormodnio ACTH. Como consequéncia, observa-se a
libercdo de corticosterdides a partir do cortex adrenal. Verifica-se um
aumento desse hormdnio na corrente sanguinea, minutos apds o evento
estressante (CHROUSOS e GOLD, 1992; SORRELS e SAPOLSKY,
2007; SAPOLSKY, 2010). Estudos corroboram e afirmam que a
resposta aguda ao estimulo estressor é caracterizada pela liberacdo de
mediadores do estresse, incluindo liberacdo de CRH, ACTH,
glicocorticdides (GCs) e as catecolaminas, adrenalina e noradrenalina
(MCCARTY, KVETNANSKY e KOPIN, 1981; TSIGOS e
CHROUSOS, 2002; SOREL e SAPOLSKY, 2007, SAPOLSKY, 2010).
Arginina-vasopressina também liberada a partir da ativacdo do eixo
HPA atua sinergicamente ao CRH, estimulando a secrecdo de ACTH
(TSIGOS e CHROUSOS, 2002).

Essa liberagcdo de GCs é importante ndo s6 como hormonio do
estresse, mas também na regulagcdo do funcionamento de organismos
ndo estressados (SAPOLSKY, ROMERO, MUNK, 2000). Em
condicdes basais, 0s GCs tém efeito importante no balango energético,
metabolismo e manutencdo dos niveis normais de CRH (DALLMAN,
2002; FOLEY e KIRSCHBAUM, 2010). As acdes do cortisol liberado
em resposta aos estressores recorrentes (exposicdo cronica) tém
importantes efeitos fisioldgicos em tecidos alvos e em todo o corpo,
incluindo o Sistema Nervoso Central (SNC) e o sistema imunitario.

O estresse cronico estd associado com a producdo de estresse
oxidativo e disfungcdes mitocondriais (MCINTOSH e SAPOLSKY,
1996; MANOLI et al., 2000). Evidéncias mostram a a¢do dos GCs sobre
a geracdo de Espécies Reativas de Oxigénio (EROs) (LEE et al., 2006) e
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sobre o0 sistema de protecdo antioxidante no SNC (MADRIGAL et al.,
2001) e niveis elevados de GCs podem gerar EROs e 0 estresse tem
demonstrado ser efetivo em aumentar indicadores de peroxidagédo
lipidica, gerar alteracdo na atividade enzimatica antioxidante e nos
niveis de glutationa (GONCALVES et al., 2008).

As EROs sdo constantemente produzidas e o0s sistemas
antioxidantes ajudam a defender o organismo contra as suas agdes. As
mitocOndrias tém papel vital na homeostase celular, mas sdo nelas que
ocorrem 0s processos indutores do estresse oxidativo (MANOLI et al.,
2007). A instalagdo do processo oxidativo decorre de um desequilibrio
entre compostos oxidantes e antioxidantes, em favor da geragdo
excessiva de radicais livres. Evidéncias mostram que as EROs estdo
envolvidas com dano tecidual, como resultado de uma grande variedade
de insultos (BAINS e SHAW, 1997; SORRELS e SAPOLSKY, 2007).
A exposicao de ratos ao estresse por imobilizagao crénica, por seis horas
durante vinte e um dias consecutivos, mostrou que esse estressor leva a
deplecdo da glutationa, aumento da peroxidacdo lipidica e a disfuncéo
mitocondrial (MADRIGAL et al., 2001).

A glutationa é um tripeptideo importante na prote¢do das células
contra os danos provocados pelos radicais livres. A Glutationa Reduzida
(GSH) desempenha vérias fungdes no sistema nervoso incluindo
captador de radicais livres, modulador da atividade redox do receptor
ionotrdpico e do neurotransmissor glutamato. A redugdo nos niveis de
glutationa bem como aumento na taxa de Glutationa Oxidada (GSSG) /
GSH tém sido proposta como um indice sensivel de estresse oxidativo.
A deplecdo de GSH pode aumentar o estresse oxidativo e 0s niveis de
moléculas excitotoxicas; ambas as a¢es podem iniciar a morte celular
em diferentes populacBes neuronais (BAINS e SHAW, 1997; SILVA,
2004).

Estudos ainda fortalecem e complementam as afirmativas sobre
as consequéncias dos estimulos estressantes, sugerindo que o eixo HPA
é¢ um elo comum entre os transtornos depressivos e transtornos de
ansiedade, apresentando-se alterado em ambas as condigdes
(ANISMAN e ZACHARKO, 1982; ROTH et al, 2012) com
implicacGes na etiologia da depressdo e transtornos de ansiedade
(BROWN et al., 1995; TURNER e LLOYD, 1999).

1.2 MODELOS DE ESTRESSE

A resposta ao estresse € modulada por varios fatores como: o tipo
de agente estressor, o tempo, a previsibilidade e intensidade. Estressores
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comumente usados em ratos e camundongos incluem estresse por
contencdo (DAL-ZOTTO, MARTI, ARMARIO, 2003; LEE et al.,
2006), choques elétricos, nado forcado (DAL-ZOTTO, MARTI,
ARMARIO, 2000) e exposicdo seqiiencial a diferentes estressores
(WILLNER, 1991; HAYASHIDA et al., 2010). Apesar de Uteis e
eficazes, alguns estimulos estressores sdo potencialmente dolorosos e
oferece validade pouco compardvel aos estressores psicologicos e
sociais, isso porque estimulos fisicos acionam mecanismos neurais,
comportamentais, endocrinos e imunoldgicos que nem sempre sdo 0s
mesmos provocados pelo estresse psicossocial.

Embora a dor e os traumatismos fisicos possam provocar estresse,
os estressores de natureza psicolégica sdao os que melhor contribuem
para o desenvolvimento e expressdo de transtornos de humor,
transtornos de ansiedade, traumas, fobias e crises de panico (RUIS et al.,
1999).

1.2.1 Estresse Psicossocial

Os estressores mais comuns vivenciados pelos seres humanos séo
de natureza psicolégica ou social. A busca pela compreensdo da
complexa rede de alteracGes fisioldgicas provocadas por esses estimulos
tem sido um desafio para muitos pesquisadores.

Um modelo animal amplamente utilizado como um paradigma
social para simular uma perda de controle social, € 0 modelo de derrota
social, que também é conhecido como interacdo intruso-residente. O
modelo de derrota social crénico tem sido proposto como um modelo de
estresse social que produz um padrdo comportamental associado a
depressdo, com sinais de anedonia e prejuizos na interagdo social
(KOOHLAAS et al., 1997).

As alteragfes decorrentes da derrota social sdo consideradas
como fatores importantes no desenvolvimento de patologias associadas
ao estresse. Em roedores, o modelo de derrota social é considerado um
estressor natural, responsavel por mudancas fisiologicas e
comportamentais que sdo, por vezes, de longa duracdo (BLANCHARD
e BLANCHARD, 1990; KOOLHAAS et al., 1997; RUIS et al., 1999;
RYGULA et al., 2005). Dentre as alteragdes, incluem-se o aumento do
comportamento de submissdo e ansiedade (RUIS et al.,, 1999),
diminuicdo da atividade locomotora e exploratéria (RYGULA et al.,
2005). Esses efeitos sdo associados a diminuicdo do peso corporal e
aumento do peso da glandula adrenal (SAPOLSKY, ROMERO,
MUNCK, 2000; RYGULA et al., 2005).
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Nos animais, os efeitos de longa duracdo provocados pela
exposicao ao estresse de derrota social sdo caracterizados por aumento
no comportamento do tipo ansiedade, reducdo da mobilidade no teste de
nado forcado, aumento da atividade de eixo HPA, alteracBes da
frequencia cardiaca e alteracBes na temperatura corporal (RUIS, et al.,
1999). Fisologicamente, os animais derrotados socialmente apresentam
aumento de ACTH e glicocorticoides e funcdo imunoldgica reduzida
(RYGULA et al., 2005).

RUIS et al. (1999) demonstraram que a duracdo e gravidade dos
efeitos fisiol6gicos e comportamentais decorrentes de uma derrota social
apresentaram relacdo com o tipo de acondicionamento dos animais apos
a aplicagdo do modelo de derrota social. Duas formas de alojamento
foram avaliadas: o individual e em grupo. Os autores mostraram que
animais  alojados individualmente permaneceram um  tempo
significativamente menor no braco aberto do Labirinto em Cruz Elevado
(LCE), um tempo de imobilidade maior no teste do campo aberto e
niveis significativamente maiores de ACTH e de corticosterona quando
comparados aos animais alojados em grupo (RUIS et al., 1999).

Os modelos de superlotagdo sdo Uteis para o estudo do estresse
social. Esses modelos consistem no alojamento de animais em grupos
em uma mesma caixa, ou em alojamentos alternados entre a
superlotacéo e o isolamento. BROWN e GRUNBERG (1995) avaliaram
0s niveis plasmaticos de corticosterona em ratos machos e fémeas
guando expostos a diferentes condigdes de alojamento. A exposicédo a
um ambiente de superlotacdo induziu um aumento nos niveis de
corticosterona significativamente maior em machos do que em fémeas.
Por sua vez, a condigdo de isolamento resultou em fémeas um aumento
significativo nos niveis de corticosterona, em contraste com os machos.
Esses dados levaram os autores concluirem que as diferentes condi¢des
de alojamento afetaram diferentemente as respostas dos animais a esses
estressores, sendo o fator género determinante nas diferengas
fisioldgicas observadas.

Modelos de estresse tém sido propostos para a compreensao das
reacOes fisiologicas decorrentes da exposicdo a diferentes estimulos
estressores. Os estudos que envolvem modelos animais, cujo contexto
psicosocial é abordado, melhor contribuem para a compreensdo das
consequencias da exposicdo a estressores observada na sociedade
humana.

Por essa razdo, a hipotese do presente estudo com modelo de
estresse por instabilidade social (IS) é bastante valida. O nosso modelo
de IS consiste na avalicdo dos camundongos machos sui¢os que
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presenciam lutas entre animais mais velhos a curta distdncia e sem
contato fisico direto. Os episddios de luta possuem duracdo de 30
minutos e sdo aplicados por um ou quatro dias consecutivos.

Dados ndo publicados realizados em nosso Laboratério de
Neurobiologia do Estresse (UFSC) demonstraram que estressor por IS e
bioldgicos (hemacias de carneiro e lipopolissacarideo extraido de
Escherichia coli) interferem no sistema de defesa antioxidante e no
comportamento do tipo ansiedade.

Em outro estudo, também realizado em nosso laboratério,
estressores de natureza psicossocial afetaram a atividade de enzimas
antioxidantes no SNC que foram correlacionadas com alteracOes
induzidas no comportamento do tipo ansiedade (GONCALVES et al.,
2008).

As relagBes entre salde, estresse e instabilidade no ambiente
social sdo de extrema importancia, pois essas interferem no bem estar,
na salde e modulam importantes fungdes neuroenddcrinas e
comportamentais. Nas sociedades humanas as pressfes sociais,
econbmicas e interpessoais relacionam-se fortemente com a incidéncia
de disfuncdes cardiovasculares, cancer, infeccGes, artrite, fibromialgia e
desordens mentais (SALVADOR & COSTA, 2009). Por essa razdo, 0s
conflitos sociais que constituem estressores relevantes entre membros de
uma mesma espécie, mostram um potencial para reproduzir de forma
eficiente a rotina estressante de nossa sociedade.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Validar um novo modelo de estresse por instabilidade social em
camundongos suicos machos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Analisar os efeitos do protocolo de estresse por instabilidade
social na acdo neuroenddcrina, pela dosagem dos niveis
plasméticos de corticosterona e ACTH;

e Analisar os possiveis efeitos do protocolo de estresse por
instabilidade social sobre 0 comportamento tipo ansiedade;

e Auvaliar o comprometimento do cortex pré-frontal e hipocampo
decorrente do estresse oxidativo nos animais expostos ao
protocolo de instabilidade social.
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3 MATERIAIS E METODOS
3.1 ACASALAMENTO E CRIACAO

Para o acasalamento foram utilizados oito casais de camundongos
suicos fornecidos pelo Biotério Central da Universidade Federal de
Santa Catarina. Os animais reprodutores apresentando, em média,
sessenta e cinco dias de vida, foram recebidos pelo Laboratério de
Neurobiologia do Estresse e mantidos em gaiolas individuais no
Biotério de Manutencdo do referido Laboratério em torno de quinze
dias. Apos a selecdo aleatoria dos casais para a reproducdo, esses foram
mantidos em gaiolas individualizadas permanecendo por dez dias.

Apds o nascimento, os filhotes foram mantidos com suas maes
até o desmame (vinte dias), quando foram separados (apenas os machos)
em caixas individuais para ambientacdo nas salas designadas para cada
grupo experimental. Com trinta dias de idade, esses animais foram
desverminados com Ivermectina (Ivomec® 1%) por gavagem. A
concentracdo de Ivermectina utilizada foi de 1mL/10kg de massa
corporal.

Os grupos experimentais foram mantidos em salas diferentes,
com dimensdes e iluminagdo semelhantes e climatizagdo comum.

3.2 ANIMAIS

Foram utilizados cinguenta e nove camundongos sui¢cos machos,
da espécie mus muscullus, com idade de quarenta e cinco dias,
provenientes do cruzamento de casais fornecidos pelo Biotério Central
da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC). Os animais
experimentais foram mantidos em gaiolas de polipropileno (19 cm de
altura X 30 cm de comprimento X 13 cm de profundidade) com
cobertura gradeada de ago. A forragdo das gaiolas foi feita com
serragem de Pinus esterilizada.

Os animais permaneceram isolados individualmente durante todo
o periodo de experimentacdo, sem contato visual direto com os outros
animais, exceto durante a aplicacdo do modelo de estresse por
instabilidade social. Nesta ocasido, 0s animais experimentais
presenciaram as lutas entre dupla de camundongos, a curta distancia,
mas sem contato direto com os animais em interacéo.
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3.3 MANUTENGCAO DOS ANIMAIS

As salas de manutengdo dos animais foram mantidas com
temperatura a 21 +/- 2°C e iluminacdo controlada. O ciclo claro/escuro
de 12:00 horas foi respeitado, sendo as luzes acesas as 6:00 horas.

A alimentacdo dos animais foi constituida de dgua e racdo para
roedores Biobase da marca Biotec oferecidos “ad libitum”. A troca de
serragem era realizada uma vez por semana.

Os protocolos experimentais do presente estudo foram aprovados
pelo Comité de Etica para Uso de Animais (CEUA) (N° PP00701) com
aprovacdo encaminhada pelo Oficio nimero 21/CEUA/PRPE/2012 e
estavam de acordo com as Diretrizes de Cuidados com Animais de
Laboratério dos Institutos Nacionais de Salde dos Estados Unidos da
América.

3.4 PROTOCOLO DE INSTABILIDADE SOCIAL

Ao completar quarenta e cinco dias de idade, os animais
experimentais foram expostos ao estresse por instabilidade social (IS).
Para a indugdo do estresse por instabilidade social, os animais
experimentais (n=5) foram colocados em gaiolas com dimensdes de (19
cm de altura X 15 cm de comprimento X 13 cm de profundidade). A
face frontal das gaiolas era constituida de tela de arame e voltada para
uma arena central de 25 cm de diametro (Figura 01). No centro da arena
era colocada uma dupla de camundongos machos com idade de sessenta
dias, no periodo pos-reprodutivo. As interacdes agonisticas ocorreram
por um periodo de trinta minutos, em um Unico dia ou em quatro dias
consecutivos. Durante as interagcbes, observou-se luta pelo
estabelecimento da hierarquia social. Os animais que participaram das
interacdes agonisticas e que reagiram de forma muito violenta, gerando
ferimentos nos conspecificos, foram substituidos por animais que
desferiram ataques moderados ao longo do periodo de pareamento.

O protocolo de instabilidade social foi aplicado na primeira
metade do ciclo claro do dia. Finalizado o tempo de interacdo social,
tanto os animais que presenciaram as lutas, como aqueles que
interagiram agonisticamente, retornaram as suas respectivas gaiolas de
manutencao.
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Figura 1: Modelo de estresse por instabilidade social
3.5 GRUPOS EXPERIMENTAIS

Os animais experimentais foram expostos ao protocolo de
instabilidade social Unico (exposicdo ao estressor por um dia) ou
recorrente (exposicdo ao estressor por quatro dias consecutivos). Apds
os episodios de estresse por IS, coletaram-se em diferentes intervalos de
tempo, amostras de plasma para dosagem de ACTH e corticosterona. Do
mesmo modo, amostras de cortex e hipocampo foram retiradas para
analise da atividade da enzima GR.
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Esquema 01: Grupos experimentais

Identificagéo

dos Grupos /
n = ndmero
de animais

Protocolo Experimental

CT1/n=5

Animais submetidos ao mesmo ambiente na arena porém, ndo
expostos ao estresse por IS. Andlise de corticosterona, ACTH
e atividade da GR. Amostras coletadas no dia 1.

IS 1/0, 25h:
n=5

Animais expostos ao protocolo de estresse por IS. Analise de
corticosterona, ACTH e atividade da GR. Amostras coletadas
15 minutos ap0ds a exposi¢ao ao estresse de IS.

IS 1/3h: n=5

Animais expostos ao protocolo de estresse por IS. Analise de
corticosterona, ACTH e atividade da GR. Amostras coletadas
na terceira hora ap0s a exposicao ao estresse de IS.

IS 1/24h: n=5

Animais expostos ao protocolo de estresse por IS. Andlise de
corticosterona, ACTH e atividade da GR. Amostras coletadas
24 horas apds a exposi¢do ao estresse de IS.

IS 4/0,25h:
n=5

Animais expostos ao estresse por IS por quatro dias
consecutivos. Anélise de corticosterona, ACTH e atividade da
GR. Amostras coletadas no quarto dia, 15 minutos ap0s a
exposicao ao estresse de IS.

IS 4/3h: n=5

Animais expostos ao estresse por IS por quatro dias
consecutivos Analise de corticosterona, ACTH e atividade da
GR. Amostras coletadas no quarto dia, 3 horas ap6s a
exposicao ao estresse de IS.

IS 4/24h: n=5

Animais expostos ao estresse por IS por quatro dias
consecutivos. Anélise de corticosterona, ACTH e atividade da
GR. Amostras coletadas no quarto dia, 24 horas apds a
exposicao ao estresse de IS.

CT/ LCE 1:
n=8

Animais Animais submetidos ao mesmo ambiente na arena
porém, ndo expostos ao estresse de IS. Expostos ao LCE.
Andlise de corticosterona, ACTH e atividade da GR.
Amostras coletadas logo ap6s a finalizagdo do teste no LCE.

IS1/LCE 24h:
n=8

Animais expostos um episodio de estresse por IS. Expostos ao
LCE 24h apds a exposicdo ao estresse de IS. Andlise de
corticosterona, ACTH e atividade da GR. Amostras coletadas
logo apos a finalizagdo do teste no LCE.

1S4/ LCE 24h:
n=8

Animais expostos ao estresse por IS por quatro dias
consecutivos. Expostos ao LCE 24h apés a exposicdo ao
estresse de IS. Anélise de corticosterona, ACTH e atividade
da GR. Amostras coletadas logo apds a finalizagdo do teste no
LCE.
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3.6 DOSAGENS DE ACTH E CORTICOSTERONA

As amostras de sangue dos animais experimentais foram
coletadas por pungdo cardiaca, sob efeito de anestesia por inalagéo de
isoflurano. Essas amostras coletadas com anticoagulante (heparina)
foram depositadas em tubos Eppendorf e imediatamente submetidas a
centrifugacdo a 4.000 rotagdes por minuto (rpm) por 10 minutos. O
sobrenadante contendo o plasma foi coletado e armazenado em freezer a
-20°C.

Para a analise do resultado de ACTH foi utilizado o método de
quimioluminiscéncia (IMMULITE® 2000 ACTH, Siemens Healthcare),
Llanberis, United Kingdom com valor de referécia inferior a 46 pg/mL,
segundo dados do fornecedor.

Os niveis plasméticos de corticosterona foi mensurado por
quimioluminescécia (Cortisol Immulite 2000 DPC, Los Angeles, CA,
EUA) coeficiente de variacdo inter ensaio < 10 e limite de detec¢do de
5ug/dL.

3.7,ANALISE DA ATIVIDADE DA ENZIMA GR NO CORTEX
PRE-FRONTAL E HIPOCAMPO

O hipocampo e cortex frontal de cada animal foram coletados e
homogeneizados em 300ulL de tampao HEPES (20mM, pH 7,0). Em
seguida, as amostras foram centrifugadas a 20.000 de forga centrifuga
relativa (rcf) a 4°C e o sobrenadante coletado para as dosagens da
enzima glutationa redutase (GR).

A atividade da GR foi determinada pelo método descrito por
CARLSBERG & MANNERVIK (1985) que mensura 0 consumo de
NADPH em virtude da reducédo da glutationa oxidada (GSSH). A leitura
foi realizada em um comprimento de onda de 340nm no
espectrofotdmetro Ageland®.

O meio da reagdo foi composto por 10mL de tampédo fosfato
0,25M, 9,94mL de 4gua destilada e 53,3ul. de NADHPH (100mM).
Para a determinacdo do valor padrdo das amostras no espectofotdmetro
adicionou-se a cubeta 400uL do meio de reagdo, 55uL de agua destilada
¢ 200uL da amostra. Uma vez determinado o valor basal mediante o uso
de um comprimento de onda de 340nm, adicionou-se 25uL do substrato
GSSG para possibilitar o consumo de NADPH na reacdo por cinco
minutos. Do decaimento por minuto obtido foi descontado o consumo
inespecifico de NADPH. O valor obtido foi dividido pelo coeficiente de
extingdo molar do NADPH (g = 6.220 M-1 cm-1) e multiplicado pelas
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diluicBes. O valor foi expresso em unidades/mg de proteina. Uma
unidade corresponde a 1pumol/mL/min.

Para a andlise da atividade da GR, o contetdo de proteinas totais
do cortex e hipocampo foi quantificado pelo método de BRADFORD
(1976). A absorbancia foi lida em espectrofotdmetro a 595 nm usando a
Albumina de Soro Bovino (BSA, do inglés bovine serum albumin)
como padrdo. Esses ensaios bioquimicos foram conduzidos no
Laboratorio de Defesas Celulares, coordenado pelo Prof. Alcir Luiz
Dafré, vinculado ao Departamento de Bioquimica do Centro de
Ciencias Bioldgicos da Universidade Federal de Santa Catarina.

3.8 ANALISE COMPORTAMENTAL

O teste no LCE foi realizado em um labirinto adaptado para
camundongos em sessdo Unica de 5 minutos para cada animal
experimental (LISTER, 1987).

O labirinto feito de PVC foi colocado a uma altura de 40 cm do
chdo. A estrutura do labirnto era composta por quatro bracos, cada um
medindo 15 cm de comprimento e 5 cm de largura. Dois desses bragos
eram abertos e os outros dois fechados, ou seja, protegidos por paredes
laterais com 15 cm de altura (Figura 02).

Trés dos grupos experimentais foram avalidos no LCE, o grupo
controle (CT/LCE), o grupo de animais expostos a um Unico episédio
de estresse por IS (ISL/LCE) e o grupo de animais expostos a quatro
episddios consecutivos de estresse por IS (IS4/LCE). Os animais
experimentais foram colocados no centro do labirinto com a cabeca
voltada para um dos bragos fechados.

Os niveis do comportamento do tipo ansiedade foram
determinados apds avaliacdo da ambulagdo que é o somat6rio de
entradas nos bracos abertos e nos bragos fechados, da porcentagem de
tempo de permanéncia no braco aberto (%TBA), nimero de animais
que permaneceram no braco fechado (NBF) e porcentagem de tempo
em avaliacdo de risco (% TAR).

Os animais experimentais foram submetidos ao LCE 24h ap6s a
exposicdo ao estresse de IS. Os testes ocorreram por um periodo de
cinco minutos, na auséncia de luz e foi usada uma videocAmera com
iluminacdo de infravermelho para gravacdo do comportamento em uma
camara escura.

Os registros foram armazenados em VHS e analisados
posteriormente por meio do software Etholog, disponivel no endereco:
http://www.geocities.com/CapeCanaveral/Lab /2727/ethohome.html.
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Figura 2: Labirinto em cruz elevado.
3.9 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram submetidos a uma anélise ANOVA de 1-via
seguido por teste Pos Hoc Dunnett que permitiu a comparagdo entre 0s
Varios grupos experimentais com o grupo controle. Os dados foram
representados com base na média e erro padrdo da média.

A anéalise ANOVA de 2-vias seguido por teste de Tukey foi
realizado na comparacdo dos grupos experimentais ndo submetidos ao
LCE com os grupos experimentais submetidos ao LCE. Para analise de
correlagdo entre os parametros bioquimicos e/ou comportamentais foi
utilizado o coeficiente de Pearson. O teste de Fischer foi utilizado na
analise da proporcéo do tempo de permanencia dos animais nos bracos
abertos no LCE. Significancia superior a 1% (p<0,01) foi representada
por “**’ ¢ maior do que 5% (p<0,05) foram representadas por “*’.
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4 RESULTADOS

4.1 ANALISE DAS CONCENTRACOES PLASMATICAS DE ACTH
E CORTICOSTERONA

O estresse por instabilidade social induziu um aumento nos
niveis plasmaticos de ACTH (F(6,26) = 88,614, p < 0.0001) (Figura 03)
e de corticosterona (F(6,26) = 166,83, p < 0.001) (Figura 04). Uma
ativacdo do eixo HPA foi observada nos dois grupos experimentais, 1S1
e 1S4, ap6s 3 e 24 horas da Ultima exposi¢do ao protocolo de IS. Um
aumento significativamente maior foi notado nos niveis plasmaticos de
ACTH e corticosterona em animais expostos por quatro dias
consecutivos ao estresse de instabilidade social (p<0,01).

Com excegdo do grupo 1S1/0.25, os niveis de ACTH e
corticosterona mostraram-se significativamente elevados nos grupos
experimentais quando comparados com o grupo controle (grupo 1S1/24
para corticosterona (p < 0,05); p < 0,01 em todas as outras
comparagdes). O maior aumento nos niveis de ACTH e corticosterona
foi observado na terceira hora apds o episddio de estresse por IS (grupo
1S4/3).
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Figura 3: Niveis plasmaticos de ACTH. Efeito do estresse por instabilidade
social de uma exposicdo (IS1) ou quatro exposicdes repetidas (I1S4) nos niveis
plasmaticos de ACTH nos diferentes grupos experimentais comparados com o
grupo controle. CT = grupo controle; IS1 = animais estressados por um dia; 1S4
= animais estressados em 4 dias consecutivos; /0,25 = coleta de sangue quinze
minutos apds o episddio de estresse; /3 = coleta de sangue trés horas ap6s o
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episodio de estresse; /24 = coleta de sangue vinte e quatro horas ap6s o episodio
de estresse. Os valores representam a média +/- erro padrdo da média. Os
asteriscos sobre as barras indicam os niveis de significancia estatistica, onde **
=p<0,01
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Figura 4: Niveis plasmaticos de corticosterona. Efeito do estresse por
instabilidade social de uma exposicdo (IS1) ou quatro exposicdes repetidas
(IS4) nos niveis plasmaticos de corticosterona nos diferentes grupos
experimentais comparados com o grupo controle. CT = grupo controle; IS1 =
animais estressados por um dia; 1S4 = animais expostos a quatro exposicoes de
IS por quatro dias consecutivos; /0,25 = coleta de sangue quinze minutos apds o
episodio de estresse; /3 = coleta de sangue trés horas apds o episédio de
estresse; /24 = coleta de sangue vinte equatro horas apds o episddio de estresse.
Os valores representam a média +/- erro padrdo da média. Os asteriscos sobre
as barras indicam os niveis de significancia estatistica, onde * = p < 0,05 e ** =
p <0,01.

42 ANALISE DA ATIVIDADE DA ENZIMA GLUTATIONA
REDUTASE

Os dados da Figura 05 mostram os niveis de atividade da enzima
GR no cortex pré- frontal, onde a sua elevacdo frente a exposicdo aos
protocolos de IS foi significante (F(6,28) = 4.5232, p <0.01), embora na
analise no Pos Hoc somente o grupo 1S4/3 apresentou uma elevacdo
marginalmente significante em relagdo ao grupo controle, CT (p <
0,056).
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Figura 5: Atividade da enzima GR no cortex pré-frontal. CT = grupo
controle, IS1 = animais expostos a uma Unica sessdo no protocolo de estresse
por instabilidade social, e 1S4 = animais expostos a quatro exposi¢Ges ao
protocolo de IS por quatro dias consecutivos no protocolo de IS; /0,25 = coleta
de sangue quinze minutos apds o episédio de estresse; /3 = coleta de sangue trés
horas apds o episodio de estresse; /24 = coleta de sangue vinte e quatro horas
apos o episodio de estresse. Os valores representam a média +/- erro padrdo da
média.

No hipocampo (Figura 06), a atividade da enzima GR foi similar
entre 0s grupos e ndo se observou alteracBes significantes pela
exposicao ao protocolo de IS.
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Figura 6: Atividade da enzima GR no hipocampo. CT = grupo controle, 1S1
= animais expostos a uma Unica sessdo no protocolo de estresse por
instabilidade social, e 1S4 = animais expostos a quatro dias consecutivos no
protocolo de IS; /0.25 = coleta de sangue quinze minutos apds o episddio de
estresse; /3 = coleta de sangue trés horas ap6s o episodio de estresse; /24 =
coleta de sangue vinte equatro horas apds o episédio de estresse. Os valores
representam a média +/- erro padrdo da média.

4.3 ANALISE COMPORTAMENTAL NO TESTE DO LCE

Os resultados obtidos pela andlise do comportamento do tipo
ansiedade no LCE mostraram uma reducdo da % TBA superior a 50%
quando comparado ao grupo controle (Figura 07). Todavia, essa
diferenca observada na %TBA ndo foi estatisticamente significante
(F(2,19) = 1,6815, p = 0,21263).
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Figura 7: Porcentagem de tempo no brago aberto. CT = grupo controle; 1S1
= grupo submetido a uma Unica sessdo de instabilidade social; 1S4 = grupo
submetido a quatro sessbes consecutivas de instabilidade social. Os valores
representam a média +/- erro padréo da média.

A andlise do percentual de animais que permaneceram no brago
fechado (Figura 08) pelo Teste Fischer ndo mostrou diferenca
estatisticamente significante entre o grupo CT e 0s grupos estressados
IS1ou IS4 (CT X IS1, p=0,20e CT X 1S4, p = 0,09).
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Figura 8: Porcentagem de animais que permaneceram no braco fechado.
Uma grande porcentagem de animais permaneceu nos bragos fechado dos LCE.
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CT = grupo controle do LCE; IS1 = grupo submetido a uma Unica sessdo de
instabilidade social; 1S4 = grupo submetido a quatro consecutivas sessdes de
instabilidade social.

Os resultados obtidos com a mensuragdo da ambulagdo no LCE
(Figura 09) ndo mostraram significancia estatistica, tanto pela
exposicao ao protocolo de 1S1 ou 1S4 (F(2,19) = 0.48503, p = 0.62309).
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Figura 9: Namero de vezes que 0s animais cruzaram de um braco para o
outro. CT = grupo controle do LCE; IS1 = grupo submetido a uma Unica sessdo
de instabilidade social; 1S4 = grupo submetido a quatro sessdes consecutivas de
instabilidade social. Os valores representam a média +/- erro padréo da média.

Nos animais submetidos ao teste no LCE, os protocolos de I1S1 e 1S4
interferiram de forma significativa nos niveis plasmaticos de ACTH
(F(2,19) = 30,075, p < 0,00001) e corticosterona (F(2,19) = 24,229, p=
0,0001), Figuras 10 e 11 respectivamente. Cada grupo experimental
diferiu significativamente do grupo CT na analise de Pos Hoc (p < 0,01
para todas as comparagdes).
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Figura 10: Niveis plasméticos de ACTH ap6s teste no LCE. Vinte e quatro
horas apds a exposicdo a Ultima sessdo dos protocolos 1S1 ou 1S4, os animais
experimentais foram submetidos ao teste comportamental no LCE e o sangue
foi coletado 5 minutos ap6s a exposi¢cdo ao mesmo. ** = p < 0,01, comparado
ao grupo CT. Os valores representam a média +/- erro padréo da média.
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Figura 11: Niveis plasmaticos de corticosterona apés LCE. Vinte e quatro
horas ap6s a exposicdo a Gltima sessdo dos protocolos IS1 ou 1S4, os animais
experimentais foram submetidos ao teste comportamental no LCE e o sangue
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foi coletado 5 minutos ap6s a exposi¢cdo ao mesmo. ** = p < 0,01, comparado
ao grupo CT. Os valores representam a média +/- erro padrdo da média.

Nos animais submetidos ao teste no LCE, a atividade da enzima
GR obtida nos grupos experimentais submetidos aos protocolos 1S1 ou
IS4 ndo sofreu alteragdo, no cortex (F(2,20) = 1.0793, p = 0,35881)
(Figura 12) e no hipocampo (F(2,20) = 0.38316, p = 0,68660) (Figura
13).
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Figura 12: Atividade da enzima GR no cértex pré-frontal apos o teste no
LCE. Atividade da enzima GR obtida no cortex dos animais experimentais
submetidos ao teste comportamental no LCE apds a exposicdo aos protocolos
IS1 e 1S4. CT = grupo controle; IS1 = grupo submetido a uma Unica sessdo de
instabilidade social; 1S4 = grupo submetido a quatro sessdes consecutivas de
instabilidade social. /LCE = teste comportamental no labirinto em cruz elelvado
24 horas apés a Ultima sessdo de IS. Os valores representam a média +/- erro
padrdo da média.
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Figura 13: Atividade da enzima GR no hipocampo ap6s o teste no LCE.
Atividade da enzima GR obtida no hipocampo dos animais experimentais
submetidos ao teste comportamental no LCE ap0s a exposi¢do aos protocolos
IS1 e IS4. CT = grupo controle; 1S1 = grupo submetido a uma Unica sessao de
instabilidade social; 1S4 = grupo submetido a quatro sessdes consecutivas de
instabilidade social. /LCE = teste comportamental no labirinto em cruz elelvado
24 horas apés a Ultima sessdo de IS. Os valores representam a média +/- erro

padrdo da média.

Os dados da aplicacdo do teste de correlagdo encontram-se
sumarizados na Tabela 01. A atividade da enzima GR apresentou
correlagdes com os niveis plasmaticos de ACTH ou de corticosterona.
As correlagdes foram constatadas nos grupos de animais 1S1/24h e
I1S4/24h em situacdo de repouso, ou seja, 24 horas apds o protocolo de
estresse por IS. Observou-se uma correlacdo negativa nos grupos CT
(GR no cortex X ACTH) (Figura 14) e 1S1/24 (GR no hipocampo X
ACTH) (Figura 15) ou corticosterona e IS 1/24 (GR no cértex X
corticosterona) (tabela 01).
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Figura 14: Correlagdo dos niveis plasmaticos de ACTH com a atividade da
enzima GR no cortex pré-frontal de animais do grupo CT. O parénquima
cortical e o sangue foram coletados cinco minutos ap6s 0s animais serem
testados no LCE.
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Figura 15: Correlagéo dos niveis plasmaticos de ACTH com a atividade da
enzima GR no hipocampo. Parénquima cortical e sangue coletado de
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camundongos expostos ao protocolo IS1 e testados no LCE. A coleta foi
iniciada cinco minutos apds o teste no LCE.

O Unico parametro comportamental que apresentou a correlagéo
com um parametro fisioldgico foi a ambulagdo. No grupo CT/LCE
observou-se uma correlacdo positiva entre a ambulacdo e a atividade da
GR no cortex (Coeficiente de Pearson) (Tabela 02). Uma correlagdo
negativa entre a atividade da enzima GR no coértex pré-frontal e os
niveis de ACTH plasmaticos foi observada no grupo IS1/LCE (Tabela
02, Figura 16). Em adicdo, os testes de correlagdo mostraram uma
correlacdo positiva no grupo CT/LCE entre a atividade da enzima GR
no cortex e os niveis de corticosterona plasmaticos (Figura 17).

120

us o ©
110
105
100

95

GR cortex (mU/min)

90
85

80 ©

7590 92 94 96 98 100 102 104 106 108

ACTH (pg/mL) "0.95% confidence
Figura 16: Correlacdo entre a atividade da GR com os niveis plasmaticos
de ACTH de camundongos expostos a unico protocolo de estresse por IS e
testados no LCE. As amostras do cortex, hipocampo e o sangue foram
coletados cinco minutos ap6s o teste no LCE.
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Figura 17: Correlacdo entre a atividade da GR com os niveis plasmaticos
de corticosterona de camundongos controle testados no LCE. As amostras
do cértex, hipocampo e o sangue foram coletados cinco minutos ap6s o teste no
LCE.

A comparagdo da atividade do eixo HPA e da enzima GR nos
animais que foram testados ou ndo ao LCE (LCE e nLCE,
respectivamente) foi realizada com a finalidade de avaliar os efeitos de
um estimulo heterotipico. Os efeitos da aplicacdo dos protocolos de IS e
da exposicdo ao LCE interagiram de forma significativa sobre a
producdo de ACTH (F(2, 49) = 16,638, p < 0,00001) e corticosterona
(F(2, 30) = 32,668, p = 0,00001), Figuras 18 e 19, respectivamente. A
elevacdo da producdo de ACTH e corticosterona observada pela
exposicao ao protocolo IS1 ndo foi afetada pela exposicao ao teste LCE;
todavia, houve uma redugéo substancial da producdo desses horménios
com a aplicacdo do estimulo heterotipico no grupo 1S4 (p < 0,01 em
todas as comparacdes).

A exposicao ao estimulo heterotipico interagiu com a aplicacdo
dos protocolos de IS na atividade da GR no cortex (F(2, 33) = 8,8261, p
< 0,001) e no hipocampo (F(1, 33) = 5,3505, p = 0,02709). No cértex
(Figura 20), a exposicdo ao LCE foi capaz de induzir uma reducdo da
atividade da GR no grupo 1S4 (p < 0,01). No hipocampo (Figura 21), a
reducdo da atividade da GR induzida pelos protocolos de IS foi
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aparentemente cancelada pela aplicacdo do teste no LCE sem, no
entanto, gerar aumentos significativos nas comparacgdes entre 0s grupos.
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Figura 18: Efeitos da exposicdo ao teste no LCE nos niveis de ACTH. O
teste no LCE foi aplicado 24h ap6s a exposi¢do ao protocolo de estressse por
IS. nLCE = grupos ndo submetidos ao teste no LCE; LCE = grupo submetido
ao teste no LCE. ** = p < 0,01 comparados ao grupo CT; ## = p < 0,01
comparados com camundongos do mesmo grupo submetidos ao teste no LCE;
1M = p < 0,01 comparados com camundongos expostos a uma Unica sessdo do
protocolo de IS.
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Figura 19: Efeitos da exposicdo ao teste no LCE nos niveis de
corticosterona. O teste no LCE foi aplicado 24h ap6s a exposi¢éo ao protocolo
de estressse por 1S. nLCE = grupo ndo submetido ao teste no LCE; LCE =
grupo submetido ao teste no LCE. ** = p < 0,01 comparados ao grupo CT; ## =
p < 0,01 comparados com camundongos do mesmo grupo submetidos ou ndo
ao teste no LCE; 1\4 = p < 0,01 comparados com camundongos expostos a uma
Unica sessao do protocolo de IS.
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Figura 20: Efeitos da exposi¢do ao teste no LCE ap6s protocolo de IS na
atividade da enzima GR no cértex. O teste no LCE foi aplicado 24h apés a
exposicdo ao protocolo de estressse por IS. nLCE = grupo ndo submetido ao
teste no LCE; LCE = grupo submetido ao teste no LCE. ** = p < 0,01
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comparados ao grupo CT; ## = p < 0,01 comparados com camundongos do
mesmo grupo submetidos ou nédo ao teste no LCE; 1\4 = p < 0,01 comparados
com camundongos expostos a uma Unica sessdo do protocolo de IS.
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Figura 21: Efeitos da exposi¢do ao teste no LCE ap6s protocolo de IS na
atividade da GR no hipocampo. O teste no LCE foi aplicado 24h apés a
exposicdo ao protocolo de estressse por IS. nLCE = grupo ndo submetido ao
teste no LCE; LCE = grupo submetido ao teste no LCE. ** = p < 0,01
comparados ao grupo CT; ## = p < 0,01 comparados com camundongos do
mesmo grupo submetidos ou nédo ao teste no LCE; 1\4 = p < 0,01 comparados
com camundongos expostos a uma Unica sesséo do protocolo de IS.
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Tabela 1: Correlacéo (Coeficiente de Person) da atividade da enzima GR (mU/min) com os niveis plasméaticos de ACTH
(pg/mL) ou corticosterona (pg/mL). Significancia representada por * para p < 0,05 e marginalmente significante apresentados
sem marcagéo.

Grupos Parametro 1 Parametro 2 r(x.Y) r P N Significancia
CT GR cortex ACTH -0.975 0.952 0.024 4 *

1S1/24h GR cortex Corticosterona  -0.864 0.747  0.058 5

1S1/24h GR hipocampo ACTH -0.929 0.864 0.022 5 *

1S1/24h GR hipocampo  Corticosterona  -0.895 0.801  0.040 5 *

1S4/24h GR hipocampo  Corticosterona  0.914  0.836 0.029 5 *

Tabela 2: Atividade da enzima GR (mU/min) no coértex frontal em correlagdo com ACTH (pg/mL), corticosterona

(pg/mL), ou ambulagéo no teste LCE. Significancia representada por * para p < 0,05.

Grupos Pardmetrol Parametro2 r(X,Y) r? P N Significancia
CT/LCE  GRcortex  Corticosterona 0.764 0.583  0.045 7 *
IS1/LCE GR cortex ACTH -0.854 0.730 0.014 7 *
CT/LCE  GR cortex Ambulacéo 0.765 0.583  0.045 7 *
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5 DISCUSSAO

A proposicdo de um novo modelo de IS foi baseada no
pressuposto de que um ambiente socialmente instavel, gerado pela
ocorréncia de lutas possa deflagrar reacOes tipicas ao estresse, mesmo
gue ndo haja envolvimento direto dos sujeitos nessas lutas.

O protocolo proposto de estresse por IS foi capaz de induzir
ativacéo do eixo HPA, com aumento nos niveis plasmaticos de ACTH e
de corticosterona. Uma potencializacdo da ativagdo do eixo HPA foi
observada nos animais expostos as sucessivas exposigdes ao estresse de
IS.

No presente estudo, o aumento na concentracdo de ACTH e
corticosterona foi mais expressivo na terceira hora apés a aplicagéo do
protocolo de IS, e se manteve elevado na 242 hora. Entre os marcadores
tipicos das reacBes ao estresse tém-se as alteragcBes no eixo HPA
(RODJERS e COLE, 1993; ver revisdo KOOLHAAS , 1997; KEENEY,
2001; CARROBREZ, 2002), danos no sistema nervoso central, como
por exemplo, falha no mecanismo antioxidante (BAINS e SHAW, 1997;
MCINTOSH e SAPOLSKY, 1998; MADRIGAL et al, 2001,
SORRELS e SAPOLSKY, 2007) e mudangas comportamentais
(GEORGE, 1989; BLANCHARD, BLANCHARD e RODGERS, 1991;
BARANYI, BAKOS e HALLER, 2005; SAAVEDRA-RODRIGUES e
FEIG, 2013).

Experimentos realizados por KEENEY (2001) mostraram que
camundongos machos submetidos a interacdo social crbnica (quatro
dias consecutivos) e que apresentaram um comportamento de derrota
social, exibiram concentracbes significativamente elevadas de
corticosterona plasmatica quando comparadas com animais submetidos
a interacdo social aguda.

No cérebro, o excesso de GCs est envolvido com dano neuronal
(MCINTOSH, HONG e SAPOLSKY, 1998; SAPOLSKY, 1999;
KANARIK, et al, 2011), e reducdo na capacidade do sistema de defesa
antioxidante do cérebro. Em estudos anteriores de nosso laboratério
observou-se que 0s animais submetidos aos estressores de natureza
psicossocial e biologica apresentaram diminuicdo na atividade da
enzima GR no hipocampo, comprovando o efeito destes estimulos no
sistema antioxidante deste tecido (GONCALVES et al, 2008).

No presente estudo, a exposi¢do ao protocolo de IS induziu
alteracdes na atividade da GR apenas no cortex pré-frontal, embora na
comparagdo com o grupo CT, apenas o grupo IS4/3 mostrou um
aumento em um nivel marginalmente significante. Esse resultado, a
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principio, ndo era esperado, uma vez que 0 hipocampo tem alta
densidade de receptores mineralocorticoides (MR) ou GCs (HAN, et al.,
2005) e, portanto, € muito sensivel ao estresse.

As correlag@es entre a atividade do eixo HPA e da GR merecem
uma analise cautelosa e estudos adicionais, uma vez que, entre as
combinacdes possiveis, apenas algumas correlagdes foram encontradas.
No entanto, quando existentes, as correlagdes entre os grupos foram
observadas em animais no repouso, ou seja, 24 horas ap6s a Ultima
exposicdo ao protocolo de 1IS. As correlagbes observadas foram
predominantes no grupo IS1, e também no grupo CT. Esse achado pode
significar que a capacidade de resposta da atividade da enzima GR
frente a ativacdo do eixo HPA nestes grupos esta distante dos niveis de
saturacdo da atividade da enzaima, portanto as variagdes sdo
observaveis. Ainda, e talvez, mais importante, nenhuma correlacéo foi
encontrada nos animais expostos a instabilidade social recorrente (1S4)
porque a resposta do eixo HPA pode estar proxima do seu nivel de
saturacao.

O protocolo experimental que associa a IS e o teste no LCE
podem ser avaliados de duas formas: 1) que analisa a influéncia do
estresse por IS na expressdo do comportamento tipo ansidade; e 2) que
considera a exposi¢do ao LCE como um estressor heterotipico, portanto,
com a possibilidade de induzir respostas tipicas de estresse, assim como
interferir nas respostas decorrentes da exposi¢cdo ao protocolo por
instabilidade social.

Na analise do comportamento do tipo ansiedade obteve-se uma
reducdo maior do que 50% na %TBA nos grupos expostos ao protocolo
de IS quando comparados ao grupo CT. Porém, a auséncia de
significancia estatistica pode estar relacionada ao fato de muitos animais
experimentais permaneceram no braco fechado ou ainda, o nimero de
animais experimentais (n = 8) talvez tenha sido baixo para esse tipo de
analise. Se por um lado a andlise da %TBA foi prejudicada pela
permanéncia de animais no braco fechado, o numero crescente de
animais nessa condicdo no grupo 1S4 reforca um efeito ansiogénico
promovido pela exposicdo ao protocolo de IS. Dessa maneira, a
possibilidade de um efeito da exposi¢cdo do protocolo de IS sobre a
expressdo do comportamento tipo ansiedade no teste LCE deve ser
investigada. Essa hipotese é reforcada por dados obtidos e ndo
publicados pelo Laboratério de Neurobiologia do Estresse, coordenado
pelo Professor Odival Cezar Gasparotto, em que a reducdo da %TBA
induzida por exposicao a 1S4 mostrou-se estatisticamente significante.
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Como um fator heterotipico, o LCE reduziu a ativagdo do eixo
HPA decorrente da exposicdo ao protocolo 1S4. Esse resultado €
reforcado por dados obtidos com a aplicacdo de estresse cronico
seguido de exposicdo a um estressor heterotipico agudo, resultando na
sensibilizacdo do eixo HPA (BELDA et al, 2012; USCHOLD-
SCHMIDT, 2012). A diminuicdo simultanea no ACTH e corticosterona,
apés uma exposicdo ao estressor heterotipico, pode representar uma
diminuicgdo ou uma mudanca na liberacdo de secretagogos
hipotalamicos de corticotropina. A propor¢do de VP e CRH determina a
sensibilidade da resposta do estresse sobre o do eixo HPA
(AGUILERA, 1994). As exposic¢des ao teste de LCE podem representar
um novo estimulo que ativa uma via neuronal diferente, levando a
diminuigdo da resposta. No entanto, € intrigante qudo rapido o efeito
inibitério da exposicdo ao LCE sobre a atividade do eixo HPA é
estabelecida. Sabemos que diferentes paradigmas de estresse levam a
diferentes respostas. A resposta de cada individuo a um estimulo
estressor ndo € a mesma e pode ser de grande variabilidade. Um
estimulo estressor pode provocar em um individuo grandes mudancas
comportamentais e fisioldgicas, e em outro individuo, pode causar uma
resposta reduzida (LEONARD, 2005), o que pode justificar a
variabilidade de resultados obtidos com protocolos diferentes.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

O desenvolvimento desse modelo de instabilidade social induziu
reacOes tipicas de estresse, com ativacdo do eixo HPA e alteragdes na
atividade da enzima GR. A elevada ativacdo do eixo HPA pbde ser
observada em praticamente todos 0s grupos experimentais quando
comparados ao grupo controle, efeito esse caracteristico e indicativo de
estresse, 0 que torna o protocolo em questdo como um modelo valido de
estresse social. Em organismos estressados, a ativagdo do eixo HPA é o
biomarcador mais importante de estresse psicossocial (FOLEY e
KIRSCHBAUM, 2010; ENGERT et al., 2012).

A expressdao do comportamento tipo ansiedade no teste LCE
precisa ser investigada, pois mesmo com a analise do comportamento de
tipo ansiedade prejudicada pela permanéncia de animais no brago
fechado, o nimero crescente de animais nessa condi¢do no grupo 1S4
reforca um efeito ansiogénico promovido pela exposi¢cdo ao modelo de
IS.

Vantagens adicionais que o modelo de IS proposto apresenta
incluem: mimetiza de forma bastante semelhante o estresse vivenciado
pela sociedade humana, em que presenciar e observar situacGes de
disputas sdo corriqueiras; permite a exposicdo de um nimero razoavel
de animais na mesma faixa de experimentacdo; o estimulo gerado é
muito semelhante entre os animais que testemunham a luta e descarta as
interferéncias de possiveis processos inflamatérios decorrentes de
ferimentos contraidos durante as lutas entre os animais em interacao
social, assim como as respostas decorrentes da exposicdo a estimulos
dolorosos.
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