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RESUMO

As alterac6es fisiologicas e comportamentais decorrentes dos processos que envolvem
a resposta ao estresse podem promover efeitos deletérios ao organismo. O estresse estad
relacionado a disfuncdes associadas ao sistema imune, oxidativo, processos de morte e
proliferacdo celular, déficits cognitivos e mneménicos, além da participacdo em diversas
patologias. O estresse de natureza psicossocial ou bioldgica é responsavel por alteracfes em
marcadores de estresse oxidativo e na ativacdo do sistema de defesa antioxidante. Dados
obtidos em nosso grupo de pesquisa demonstraram correlagcbes entre a resposta imune
humoral e a atividade de enzimas antioxidantes. O objetivo deste estudo foi avaliar a
influéncia da exposicdo de camundongos suicos ao estresse de natureza psicossocial e
biolégica na ativacdo da resposta imune humoral, na inducdo de estresse oxidativo e nos
processos de apoptose e neurogénese no hipocampo e cortex frontal. O comportamento tipo-
ansioso e a memoria emocional também foram analisados. Os animais experimentais foram
injetados com Hemacias de Carneiro (HC), com Lipopolissacarideo extraido de Escherichia
coli (LPS) ou solucdo veiculo (PBS). Outro grupo foi exposto ao estresse de instabilidade
social por quatro dias consecutivos. No quinto dia os animais foram expostos ao teste do
Labirinto em Cruz elevado (LCE) por dois dias consecutivos. Amostras de soro destes
animais foram obtidas para as dosagens de producdo de anticorpos anti-HC e anti-LPS. O
parénquima cerebral foi retirado para analise da atividade da enzima Glutationa Redutase
(GR) e as possiveis alteracdes nos tecidos foram avaliadas por métodos imunohistoquimicos:
anti-fosfo histona H3 (marcador de células em divisdo) e anti-Bcl2 (proteina presente na via
apoptética) assim como o método de marcagdo com TUNEL (marcacdo de fragmentacdo do
DNA). A exposicdo aos estressores psicossociais e bioldgicos promoveu alteragdes no
comportamento tipo-ansiedade. No hipocampo dos animais estressados foi observada uma
reducdo na atividade da enzima GR. No cortex frontal a atividade foi mais estavel, ocorrendo
uma elevacdo apenas no grupo injetado com HC. Através dos estudos histoldgicos
preliminares realizados neste trabalho ndo se observou a presenca de alteracGes nos processos
de proliferacdo ou apoptose nos tecidos avaliados. Desta forma, nossos resultados
demonstraram que estressores psicossociais e biologicos interferem no sistema de defesa
antioxidante e no comportamento tipo-ansioso, contudo, ap6s um periodo de cinco dias de
estresse ndo se observa indicios de agressdo celular no hipocampo e no cortex frontal.
Entretanto, estudos adicionais precisam ser conduzidos no sentido de elucidar os mecanismos
associados as relacbes entre a resposta ao estresse e o0s sistemas imune, antioxidante e as
consequéncias celulares e comportamentais associadas.

Palavras-chave: estresse psicossocial, estresse oxidativo, estresse bioldgico, sistema imune,
ansiedade, memoria.



ABSTRACT

The physiological and behavioral changes resulting from processes involving the stress
response may promote deleterious effects to the organism. The stress is related to disorders
associated with the immune system, oxidative stress, processes of cell proliferation and death,
mnemonic and cognitive deficits, in addition to participation in various diseases. The stress of
a psychosocial or biological nature is responsible for changes in markers of oxidative stress
and activation of antioxidant defense system. Data obtained in our research group showed
correlations between the humoral immune response and activity of antioxidant enzymes. The
aim of this study was to evaluate the influence of exposure of Swiss mice to the stress of a
psychosocial and biological activation of the humoral immune response, in the induction of
oxidative stress and the processes of apoptosis and neurogenesis in the hippocampus and pre-
frontal cortex. The emotional memory and anxiety-type behavior were also examined. The
animals were injected with sheep red blood cells (SRBC), with bacterial endotoxin
lipopolysaccharide (LPS) or vehicle solution (PBS). Another group was exposed to the stress
of social instability for four consecutive days. On the fifth day the animals were exposed to
the test of the elevated plus-maze for two consecutive days. Serum samples from these
animals were obtained for the measurements of production of anti-SRBC titres and production
of antibodies anti-LPS. The brain parenchyma was removed for analysis of the activity of the
enzyme glutathione reductase (GR) and the possible changes in the tissues were evaluated by
immunohistochemical methods: anti-phospho-Histone H3 (marker of cell division) and anti-
Bcl2 (protein in the apoptotic pathway) and the method of marking with TUNEL (DNA
fragmentation marking). Exposure to psychosocial and biological stressors promoted changes
in anxiety-type behavior. In the hippocampus of the stressed animals was a reduction in
activity of the GR enzyme. In the pre-frontal cortex, activity was more stable, with an
increase only in the group injected with SRBC. Through histological studies in this
preliminary work has not observed the presence of changes in the processes of proliferation or
apoptosis in the tissues evaluated. Thus, our results demonstrated that biological and
psychosocial stressors interfere with antioxidant defense system and anxiety-type behavior,
however, after five days of stress there is no evidence of cellular injury in the hippocampus
and pre-frontal cortex. However, additional studies must be conducted to elucidate the
mechanisms associated with the relationship between the stress response and immune
systems, and antioxidant and cell behavior associated consequences.

Keywords: psychosocial stress, oxidative stress, biological stress, immune system, anxiety,
memory.
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1. INTRODUCAO

1.1. Neurobiologia do Estresse

Os organismos buscam manter-se em um constante equilibrio dindmico denominado
homeostasia. Segundo o conceito classico de estresse (SELYE, 1956), estimulos fisicos e/ou
psicologicos, reais ou imaginarios que interfiram neste equilibrio constituem desafios que
evocam respostas compensatdrias envolvidas em processos adaptativos. Esses processos
levam a uma série de alteragles fisiologicas que constituem a “resposta ao estresse”

(SORRELS & SAPOLSKY, 2007).

Em humanos e outros vertebrados, a resposta ao estresse envolve principalmente a
ativacdo do Sistema Nervoso Auténomo (SNA) com a liberagédo de adrenalina e noradrenalina
e do Sistema Hipotalamico-Hipofise-Adrenal (HPA). Com a ativacdo do eixo HPA, o
Horménio Liberador de Corticotrofina (CRH) e a vasopressina produzidos pelo hipotalamo
agem na glandula hipéfise promovendo a liberacdo do horménio adrenocorticotréfico
(ACTH) na circulacdo. Este, por sua vez, ird atuar nas adrenais resultando na liberacdo de
glicocorticéides (GCs) (SORRELS & SAPOLSKY, 2007).

Os GCs agem em seus receptores em multiplos tecidos alvos, incluindo os que formam o
eixo HPA, estruturas responsaveis pela inibicdo retroativa da secre¢do de ACTH e CRH. Dois
tipos de receptores corticosterdides foram identificados no cérebro: os receptores
mineralocorticdides (RMs) de alta finidade, altamente expressos em areas limbicas e no
hipocampo e os receptores glucocorticoides (RGs), distribuidos de forma mais difusa e com
uma afinidade dez vezes menor aos GCs (KLOET et al., 2005).

O hipocampo, estrutura chave nos processos emocionais, de aprendizado e memoria,
apresenta elevada concentracdo de receptores GCs e exerce efeitos inibitorios sobre o eixo
HPA modulando a liberagdo de GC (FUCHS et al., 2001). Desta forma, constitui uma das

estruturas mais importantes na mediacgéo e integracdo da resposta ao estresse.

Por influenciar a transcri¢do génica e alterar a atividade elétrica de células excitaveis, 0s
GCs sdo potentes moduladores da fisiologia celular e do comportamento, capazes de alterar o
metabolismo energético e promover estados de alerta no organismo (SAPOLSKY et al.,

2000). No inicio do século XX, a descri¢do de Hans Selye e Walter Cannon sobre a resposta
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ao estresse como uma reagdo de “luta ou fuga” destaca as acgOes das catecolaminas e
corticoides no organismo. Estes hormonios sdo capazes de promover aumento da frequéncia
cardiovascular e respiratoria, mobilizar o oxigénio e glicose de células adiposas e hepaticas
aos musculos, de modo a preparar o organismo para uma possivel reacdo de luta ou fuga.
Como consequéncia observa-se uma diminuigcdo na digestdo, crescimento, reprodugéo e na
ativacdo imunolégica (SORRELS & SAPOLSKY, 2007).

Enquanto as alteracbes fisioldgicas em resposta a breves exposices a estressores
promovem a restauragdo da homeostasia e, portanto, beneficiam a sobrevivéncia do
organismo, a exposicdo repetida a eventos estressantes altera gradualmente caracteristicas
como a morfologia e a capacidade proliferativa das células, mesmo ap0s a auséncia do evento,

tornando ainda as celulas vulneraveis a outras situagdes adversas (FUCHS et al., 2001).

O estresse estd associado com a geracdo de estresse oxidativo, alteracdo dos processos de
morte e proliferacdo celular e disfun¢des mitocondriais (MCINTOSH & SAPOLSKY, 1996;
MANOLI et al., 2000; SAHIN & GUMUSLU, 2004). Estas alteracdes estdo relacionadas a
patologias cardiacas, gastrointestinais e imunoldgicas, desordens psiquiadtricas como
ansiedade e depressdo, doencas neurodegenerativas, além de afetar processos cognitivos e
mnemonicos (MADRIGAL et al., 2001).

Similarmente ao hipocampo, o cdrtex pré-frontal (CPF) desempenha importante papel na
integracdo de informagdes cognitivas e emocionais. Estas estruturas formam uma interface
entre estruturas limbicas e corticais, regulam a atividade do eixo HPA na vigéncia de
estimulos estressores e estdo associadas ao processamento da informacdo espacial
(CERQUEIRA et al., 2005).

O grau de ativacdo do SNA e do eixo HPA durante a resposta ao estresse depende de
varios fatores como o tipo, intensidade e duracdo do estressor. Além disso, sabe-se que
diferengas individuais associadas a genética e a historia de vida podem alterar a resposta
individual ao estresse (JOELS et al., 2006).
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1.2. Estresse Psicossocial

A sociedade moderna marcada por pressGes sociais, econémicas e interpessoais tem
presenciado crescente incidéncia de disfungbes associadas ao estresse. Doencas
cardiovasculares, cancer, infecgOes, artrite, fiboromialgia e desordens mentais sdo exemplos
dessas disfuncdes (SALVADOR & COSTA, 2009).

O estresse social € comum em muitas espécies animais e geralmente resulta da competicdo
por recursos como espacgo, acesso a um parceiro reprodutivo, agua ou alimento. Modelos
animais tém sido desenvolvidos para simular a tendéncia natural de diferentes espécies em
formar hierarquias sociais quando mantidas em grupo (ELY et al., 1978; TAMASHIRO et al.,
2005). Estes modelos buscam esclarecer os mecanismos fisiolégicos e comportamentais
causados pela exposicdo ao estresse que resultam em distdrbios, assim como objetivam

auxiliar o desenvolvimento adequado de terapias e tratamentos.

Modelos que utilizam estimulos fisicos, como o modelo do estresse de restricdo
(EJCHEL-COHEN, 2006), resultam em respostas distintas daquelas obtidas com a exposicao
a estressores de natureza social ou psicolégica (TAMASHIRO et al., 2005). Estes ultimos,
por sua vez, simulam de forma mais eficiente os desafios encontrados pelos animais em seu
ambiente natural, fornecendo informacgdes mais precisas dos mecanismos envolvidos nessas
situacOes. Os modelos associados a conflitos sociais podem fornecer ferramentas importantes
para o estudo de alteracdes decorrentes de desordens psiquiatricas como depressdo maior,
ansiedade, desordem de estresse pos-traumatico, abuso de drogas e disturbios de alimentagédo
(HUHMAN, 2006).

O modelo de estresse social utilizando camundongos machos conspecificos baseia-se na
interacdo entre os animais, onde a necessidade de dominio territorial e a definicdo hierarquica
geram conflitos e geralmente a definicdo de comportamento submisso ou dominante
(BLANCHARD & BLANCHARD, 1990).

GASPAROTTO et al. (2002) demonstraram que a interagdo social exerce efeitos distintos
sobre a atividade imunolégica de animais que assumem posi¢Ges hierdrquicas sociais
distintas. Neste estudo, camundongos suicos foram expostos & interagdo agonistica por
quatorze dias e posteriormente injetados com hemacias de carneiro (HC). O grupo de animais

classificados como submissos apresentaram titulos de anticorpos anti-HC significativamente
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mais baixos comparado aos outros grupos, indicando que o impacto do estresse de interacdo
social sobre a resposta imune humoral foi maior nos animais que assumiram a postura de

submissao.

1.3. Estresse e Memoéria

As memorias sdo formadas por modificacdes sindpticas em distintas vias que incluem o
hipocampo e suas conexdes. As alteracdes das redes que compdem cada memoria determinam

a resposta dos individuos aos diversos estimulos e sua interagdo com 0 meio.

A memoria de trabalho, que mantém alguns segundos ou minutos a informacao que esta
sendo processada, sem armazena-la é processada fundamentalmente pelo CPF em associacao
com outras areas corticais e 0 hipocampo. A memdria de trabalho, ao receber uma informacéo
analisa se esta € nova e o contexto em que esta inserida. Desta forma, determina a necessidade
de armazenéa-la e, para tanto, tem acesso as memdarias pré-existentes através de conexdes com
0 hipocampo (IZQUIERDO, 2002).

O CPF recebe aferéncias axonais procedentes de regides vinculadas a regulacdo de
estados emocionais, niveis de consciéncia e animo, o que explica o fato de estados emocionais

serem capazes de influenciar a memdria de trabalho (IZQUIERDO, 2002).

As memdrias podem ser classificadas em memorias de curta duracdo e de longa duracéo.
A memodria de curta duracdo se mantém por poucas horas. A formacdo de uma memoria de
longa duracdo envolve uma série de processos no hipocampo e outras estruturas, e
compreende diversas fases que requerem entre trés e oito horas até sua consolidacdo
(IZQUIERDO E MEDINA, 1997). Acredita-se que 0os mecanismos de consolidacdo envolvam
o mecanismo celular de Potenciacdo de Longa Duracdo (LTP, do inglés: Long-Term
Potentiation). Neste mecanismo, estimulacdes elétricas de alta frequéncia em axénios pré-
sinapticos durante alguns segundos produzem aumento na magnitude da resposta poés-
sinaptica. Este processo envolve a transmissdo glutamatérgica, sensibilizacdo de receptores,

sintese de proteinas e culmina com a formag&o de novas sinapses (IZQUIERDO, 2002).

O periodo de aquisi¢do e consolidacdo de memoria é suscetivel a interferéncia por véarios
fatores como traumatismos, drogas, ocorréncia de outras memorias € hormonios do estresse
(MCGAUGH, 2000; IZQUIERDO, 1989).
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Os hormonios do estresse exercem papel crucial na consolidagdo de memdrias
permanentes. Adrenalina e corticosterona, embora afetem funcdes cerebrais por diferentes
mecanismos e vias convergem na regulacdo da consolidacdo da memdria por influenciar
mecanismos noradrenérgicos centrais (MCGAUGH & ROOZENDAAL, 2002).

Embora o estresse facilite e até seja indispensavel ao aprendizado e a memoria, a
hiperatividade dos sistemas associados & resposta ao estresse pode prejudicar funcgdes
cognitivas como a retencdo da memoria e o aprendizado (JOELS et al., 2006). Um dos fatores
associados a esses efeitos deletérios esta relacionado aos danos hipocampais decorrentes da
constante hiperatividade do eixo HPA e elevacdo crbnica de GCs, que podem promover
alteracOes estruturais e funcionais nesta estrutura e, consequentemente, comprometer 0S

mecanismos regulatérios da resposta ao estresse (FUCHS et al., 2001).

Regifes como a amigdala que apresentam funcdo reguladora dos estados de animo e
emocdes exercem papel modulador na formacéo e evocacdo das memorias. A amigdala recebe
influéncia de corticdides e adrenalina liberados durante o estresse, estando portanto, associada
ao efeito do estresse na formacdo das memorias e estados de humor (MCGAUGH &
ROOZENDAAL, 2002). Os horménios do estresse liberados durante a experiéncia emocional
ativam a neurotransmissdo noradrenérgica na amigdala, podendo resultar em facilitacdo da
memoria. Desta forma, em alguns casos, a memdria emocional pode ser exacerbada em
situacOes de estresse (MCGAUGH, 2000).

1.4. Labirinto em Cruz Elevado (LCE)

O LCE é um teste comportamental amplamente aceito no estudo do comportamento de
ansiedade em roedores (HANDLEY & MITHANI, 1984). Além da ampla utilizacdo na
avaliacdo do efeito de drogas ansioliticas, atualmente este modelo tem sido util ao
entendimento das bases bioldgicas da emocionalidade como aprendizado e memoria, dor e
desordens de ansiedade. Adicionalmente, o LCE tem sido utilizado na definicdo de areas
cerebrais associadas ao medo e ansiedade (CAROBREZ & BERTOGLIO, 2005).

Incorporagfes ao modelo do LCE, como o paradigma da segunda exposicao,
possibilitaram a avaliacdo dos processos de aprendizado e memoria (TREIT et al., 1993). O
aumento da esquiva dos bracos abertos durante a reexposicdo do animal ao LCE deve-se ao
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aprendizado ocorrido na primeira exposi¢édo ao teste. As abordagens baseadas em aspectos da
aprendizagem/memoria e ansiedade constituem uma ferramenta experimental na investigacao
das relacOes entre emocdo e cognicao, que geralmente sdo integradas e contribuem juntas com
0 comportamento (STERN et al., 2008).

A andlise do comportamento de avaliacdo de risco (AR) constitui uma medida
comportamental relacionada a ansiedade e medo j& que s&o observadas posturas associadas a
estratégias comportamentais utilizadas em potenciais situaces de perigo (BLANCHARD et
al., 1991). Demonstrou-se que este padrdo defensivo pode ser inclusive mais sensivel a
modulacdo de drogas ansioliticas em comparacdo as medidas de esquiva, uma vez que
roedores continuam a demonstrar aumento de comportamentos de AR, mesmo apds cessar a
esquiva em areas desprotegidas (CAROBREZ & BERTOGLIO, 2005). Além da anélise do
tempo e do numero de acessos de risco, a duracdo dos episddios de acesso de risco,
caracterizada pela relacdo entre o tempo e o numero de acesso de risco (T/N), fornece dados
adicionais aos indices de ansiedade em que episodios de risco mais curtos indicam
comportamento tipico de ansiedade (BLANCHARD et al., 1991).

A eficiéncia da AR, como medida do comportamento ansiolitico, se confirma pelas
correlagcbes em que o tempo de permanéncia nos bragos abertos do labirinto é inversamente
correlacionado ao tempo de AR. Desta forma, um indicativo de comportamento tipico de
ansiedade no animal caracteriza-se pela diminuicdo de tempo despendido nos bracos abertos e
concomitante aumento do comportamento de AR (GASPAROTTO et al., 2005).

1.5. Estresse Oxidativo

O processo de oxidacdo, fundamental em processos metabdlicos como producdo de
energia, fagocitose, regulacdo do crescimento celular e sintese de substancias gera espécies
reativas ao oxigénio (ERO), moléculas com radicais de &tomos de oxigénio contendo elétrons
desemparelhados e capazes de reagir com outras moléculas. O excesso de EROs promove
efeitos deletérios ao organismo como a peroxidacéo lipidica, agressdo as proteinas e danos ao
DNA e RNA. Dessa forma, encontra-se relacionado a doencas neurodegenerativas como

Alzheimer, Parkinson e disfungbes cognitivas, além de patologias como artrite, cancer e
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AIDS, podendo ser a causa ou o fator agravante do quadro destas desordens (MANOLLI et al.,
2000; SCHULZ et al., 2000).

As células apresentam mecanismos de prote¢do a toxicidade causada pela reatividade do
oxigénio. Entretanto, nos casos em que as defesas celulares séo insuficientes em manter os
niveis de EROs abaixo do limiar de toxicidade, instala-se a condicdo de estresse oxidativo.
Isto pode ocorrer atraves de producdo excessiva de EROs, perda de defesas antioxidantes ou o
conjunto dessas duas situa¢es (SCHULZ et al., 2000).

As proteces do organismo contra as EROs abrangem protecdo enzimatica e néo-
enzimatica. As principais enzimas incluem CuZn superdxido dismutase (CuzZn SOD), Mn
superéxido dismutase (Mn SOD), glutationa peroxidase e catalase (BARREIROS et al.,
2006). A glutationa (GSH) constitui uma defesa ndo-enzimatica que catalisa a dismutacdo do
peroxido de hidrogénio em &gua e oxigénio, operando em ciclos entre sua forma reduzida
(GSH) e oxidada (GSSG). Nesse sistema, a GSH reduz o H,0O, a H,O pela a¢do da enzima
glutationa peroxidade (GPx) e, em seguida, a GSH é regenerada através da enzima glutationa
redutase (GR) (Fig. 1).

ADPH

(http://www.unifesp.br/dneuro/nexp/riboflavina/d.htm)

Figura 1. Acdo da glutationa no sistema antioxidante. A atividade da cadeia transportadora de elétrons
leva a formagédo do anion superoxido (-O,°) que sob a a¢do da enzima superdxido dismutase (SOD)
origina o peroxido de hidrogénio (H,0,). O H,0O, é convertido em agua pela acdo da enzima glutationa
peroxidase (GPx). Esta reacdo consome duas moléculas de glutationa que sdo oxidadas (GSSG). Em
seguida, a GSH é regenerada através da enzima glutationa redutase (GR) que reduz GSSG a GSH.

A glutationa participa de importantes fungdes fisiologicas. No SNC, além se sua acao
antioxidante esta relacionada a processos como memdria e aprendizado, desenvolvimento
neuronal e doengas neurodegenerativas, pois pode interferir na neurotransmisséo

glutamatérgica. Adicionalmente, demonstrou-se que a deplecdo dos niveis de GSH no cortex
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de camundongos ap6s exposicdo a estresse foi revertida com uso de antidepressivos. Estes
dados sugerem um papel fisiolégico na modulacdo do humor desempenhado pela GSH
(ROSA, 2005).

O cérebro que constitui apenas 2% do peso corporal e consome cerca de 20% do oxigénio
utilizado pelo organismo gera altas concentracdes de EROs. Tal condi¢do requer mecanismos
antioxidantes eficientes, onde o metabolismo da glutationa desempenha papel relevante
(DRINGEN, 2000). Além disso, o tecido cerebral apresenta alta sensibilidade as condicdes
degenerativas induzidas pelo estresse oxidativo. Isto se deve a alguns fatores que o torna
particularmente vulneravel: o SNC gera alta quantidade de EROs durante os processos de
fosforilacdo oxidativa. Muitas areas do cérebro possuem alta concentracdo de ferro que
podem catalisar a geracdo de EROs. O cérebro é rico em &cidos graxos insaturados, que séo
alvos da peroxidacgdo lipidica e apresenta baixa atividade das enzimas antioxidantes quando
comparado a outros 6rgdos (DRINGEN, 2000; SAHIN & GUMUSLU, 2004).

Alteracbes em parametros pro e antioxidantes estdo associadas a resposta ao estresse nas
células do SNC. Insultos gerados pela acdo de GCs, que incluem alteracdo no metabolismo
energético celular, na homeostase do célcio e ativagdo de cascatas de aminoacidos excitatorios
tém sido associados ao aumento da geracdo de EROs no SNC (MCINTOSH & SAPOLSKY,
1996). Adicionalmente, a exposicao ao estresse agudo e cronico pode promover peroxidacao
lipidica, reducdo na atividade enzimatica antioxidante e nos niveis de glutationa (SILVA et
al., 2004).

A resposta antioxidante depende do tipo de estresse a que 0s animais sdo submetidos
(SAHIN & GUMUSLU, 2004) bem como a duracio da exposicdo aos estressores
(MADRIGAL et al., 2001).

A resposta celular ao estresse envolve mudangas na concentracdo de GSH, que é
consumida durante a remocdo de compostos deletérios e posteriormente restaurada
(GHIZONI et al, 2005). Foi demonstrado em camundongos que o estresse cronico de restri¢do
¢ capaz de promover danos oxidativos em diversas regides hipocampais, através da
diminuigéo da expresséo de glutationa S-transferase, causando danos estruturais e funcionais
nestas estruturas (EJCHEL-COHEN, 2006). Em alguns casos, embora os GCs por si ndo
induzam morte celular, a exposi¢do prévia a esses hormonios seguidos de estresse oxidativo €

efetivo em causar morte neuronal (BEHL, 1998).
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No Laboratdrio de Neurobiologia do Estresse (UFSC), estudos anteriores demonstraram
que a atividade de enzimas antioxidantes no SNC foi afetada por estressores de natureza
psicossocial e bioldgica, bem como evidéncias da correlacdo dessas alteragdes na inducao de
comportamento tipo-ansioso. Estas alteracbes sdo tempo-dependentes e resultam em
correlacBes entre os tratamentos com o estimulo imunoldgico e a atividade das enzimas
antioxidantes (GONCALVES, 2007). A relagdo entre o estresse oxidativo e ansiedade foi
abordada em estudos anteriores que demonstraram a participacdo dos genes glioxalase 1 e
glutationa redutase 1, ambos associados ao metabolismo da glutationa, na génese da
ansiedade (HOVATTA, 2005; KROMER et al., 2005).

1.6. Estresse e AlteracGes Neuronais

Uma das primeiras observacdes celulares ap0s exposicdo cronica aos GCs foi a perda
neuronal por apoptose em regides hipocampais. Houve perda e alteracbes morfoldgicas em
neurbnios piramidais na area CA3 do hipocampo. Estas altera¢cdes neuronais associaram-se ao
aumento da ansiedade observado apds o estresse cronico (JOELS et al., 2007).
Adicionalmente, estressores fisicos e psicoldgicos podem inibir uma ou mais fases da
neurogénese como proliferacdo, sobrevivéncia ou diferenciagdo celular principalmente no
hipocampo (HEINE et al., 2004).

Além da supressdo da neurogénese e perda celular, o estresse pode promover outras
alteracdes celulares como a diminuicdo da arborizacdo dendritica neuronal. A remodelacéo
dendritica de neurbnios hipocampais e corticais tem sido documentada apds exposicdo a
estresse crénico e administracdo de GCs. Essa remodelacdo pode levar a perda de sinapses
nestas regides e consequentes alteragdes funcionais (FUCHS et al., 2006).

Embora em menor concentragdo comparado ao hipocampo, o CPF apresenta alta
densidade de receptores para GCs e consequentemente torna-se alvo aos efeitos do estresse, 0
que pode prejudicar funcBes cognitivas como a memoria de trabalho (RADLEY &
MORRISON, 2005). O estresse crénico altera a morfologia dendritica no CPF medial, regido
qgue modula funcdes cognitivas e afetivas, e na amigdala, que possui papel na regulacdo de
emocBes como ansiedade e medo, e na formagdo de memorias emocionais (FUCHS et al.,
2006).
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A exposi¢do a eventos estressores promove prejuizo da neurotransmissdo serotoninérgica
hipocampal e aumento na liberacdo de glutamato promovendo alteracbes em fatores
associados a plasticidade neuronal. Estas alteracGes parecem estar envolvidas na mediacao de
consequéncias comportamentais do estresse como, por exemplo, a depresséo (MCEWEN,
2005). Demonstrou-se que o estresse crénico e a exposi¢do aos GCs sdo potentes inibidores
da neurogénese adulta e proliferacéo celular no hipocampo (JOELS et al., 2007; PHAM et al.,
2003). A neurogénese hipocampal estd associada ao aprendizado de novas tarefas e
processamento de tarefas cognitivas. SituacGes de estresse poderiam, desta forma, prejudicar
estes processos, assim como a aquisicdo e consolidacdo de respostas adaptativas que
facilitariam o desempenho frente a estressores subsequentes (MCEWEN, 2005).

O sistema imune também pode influenciar a regulacdo da plasticidade neuronal. As
células T, que podem ser transportadas passivamente ao SNC e participam de reparo e
manutencdo de lesbes no SNC, ddo suporte a neurogénese no SNC saudavel (MOALEM et
al., 1999). Demonstrou-se que a deplecdo aguda da imunidade em camundongos adultos
prejudica significativamente 0 comportamento de aprendizagem nestes animais
(BRYNSKIKH et al., 2008).

O remodelamento estrutural induzido por estresse envolvendo alteracBes dendriticas e
supressdo de neurogénese fornece base celular ao entendimento de fatores como o prejuizo da
plasticidade neuronal no hipocampo humano observado em transtornos de humor (JOELS et
al., 2007).

1.7. Estresse e Sistema Imune

A modulacdo do sistema imune pelo SNC é mediada por uma complexa rede de sinais
bidirecionais entre os sistemas nervoso, enddcrino e imune. Hormonios associados com a
resposta ao estresse induzem alteragcdes quantitativas e qualitativas na funcdo imune. Grande
parte das células imunoldgicas apresenta receptores a esses hormonios. Essa modulagéo pode
ocorrer por via direta, através de sua ligagdo com receptores, ou indireta, por exemplo, ao
induzir a inibicdo de producédo de citocinas produzidas em resposta a antigenos. Sabe-se que
orgdos linfoides apresentam inervacGes noradrenérgicas. Além disso, células imunes

apresentam receptores a neurotransmissores e neuropeptideos (GLASER & GLASER, 2005).
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O estresse exerce impacto na resposta imune e na saude de roedores e humanos.
Dependendo do tipo, intensidade e duracdo, um estimulo estressor pode suprimir ou elevar a
resposta imune (FERNANDES, 2000). As acfes dos GCs incluem a inibicdo da proliferacéo
de linfocitos e da atividade de celulas natural killer (NK), inducéo de apoptose em neutrofilos
e eosindfilos, redistribuicdo, apoptose e alteragdes fenotipicas em células T (SORRELS &
SAPOLSKY, 2007).

Em contrapartida, células imunes ativadas podem interagir com determinadas regides
cerebrais. Citocinas e seus receptores estdo presentes em neurénios. Neurénios sensoriais do
nervo vago expressam receptores para IL-1 e podem ser estimulados por esta citocina. A
informacdo das células imunes pode, portanto, ser passada da periferia a estruturas como o
nacleo do trato solitario e elaboradas pelo hipotalamo e outras estruturas cerebrais. Esta
ativacdo neuroenddcrina gera consequéncias que refletem no humor e cogni¢do demonstrando
relevancia clinica (KONSMAN et al., 2002). BESEDOVSKY (1977) demonstrou que a
resposta do sistema imune ao lipopolissacarideo de Escherichia coli (LPS) promove ativacdo
do eixo HPA resultando na liberacdo de GCs. A injecdo de hemécia de carneiro (HC) ou
baixas doses de LPS em camundongos induzem alteragdes na atividade neuronal e no
comportamento destes animais (GASPAROTTO et al., 2005).

O sistema imune possui dois sistemas de respostas relacionados, mas funcionalmente
diferentes, a imunidade inata e a adquirida. A imunidade inata se refere a atividade de
fagdcitos e células NK que reconhecem e destroem células ndo identificadas como proprias,
sem especificidade ao agente. A imunidade adquirida refere-se a resposta antigeno-especifica
a um patdgeno e caracteriza-se pela resposta humoral e celular. A imunidade humoral €
mediada através da producdo de anticorpos pelos linfocitos B. As principais classes de
anticorpos produzidos s&o IgM, IgG, IgE, 1gD e IgA. A imunidade celular € mediada pelos
linfocitos T. Em particular, esta resposta é regulada por células apresentadoras de antigenos
(APC) e pelas subclasses de linfocitos T helper (Th), Thl e Th2. As células Thl secretam
interferon (IFN) e interleucina-2 (IL-2) que promovem imunidade celular, particularmente
relevante na mediacéo de defesas contra patogenos intracelulares. Celulas Th2 secretam IL-4,
IL-10 e IL-13 que promovem imunidade humoral, importante na defesa contra patégenos
extracelulares. As APCs ativadas primariamente produzem citocinas e interferem com outras
células organizando a defesa imune. Se a producgéo de IL-12 e de fator de necrose tumoral
(TNF) prevalece, uma resposta Th1 local é produzida, se IL-10 prevalece ocorre uma resposta
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Th2. Esses dois sistemas interagem em muitos passos e possuem ac¢des inibitorias reciprocas.
Estudos indicam que os GCs agem ndo apenas diminuindo a resposta imune no todo, mas
regulando o balango Th1/Th2. De fato, os GCs induzem a diminui¢do da imunidade mediada
por Thl e aumentam a imunidade mediada por Th2. Os GCs inibem a producédo de IL-12 e a
regulacdo de receptores IL-12 nas células T. Adicionalmente, inibem a producéo de IL-2 e IL-
1 e a atividade das células NK (BARTOLOMUCCI, 2007).

As respostas imunes sdo denominadas T-dependentes quando envolve a participagdo dos
linfocitos T, o que ndo ocorre nas respostas T-independentes. Sabe-se que a administracdo de
HC envolve uma resposta T-dependente, enquanto a administracdo de LPS envolve uma
resposta T-independente. Consequentemente esses estimulos podem ativar vias fisioldgicas

diferenciadas.

A crescente evidéncia de que a atividade imune influencia as funcGes nervosas e promove
a liberacdo de hormonios associados ao estresse suporta seu papel na regulacéo da cognigéo e
comportamento (SIMMONS & BRODERICK, 2005). Desta forma, o sistema imune tem sido
associado a etiologia de desordens como a depressdo (BRYNSKIKH et al., 2008).
Adicionalmente, foi demonstrado o aumento dos niveis de citocina cerebral ap6s exposi¢cdo ao
estresse e a associagéo destas alteracGes com a plasticidade neuronal (FUCHS et al., 2006).

Considerando a relevancia das alteracGes fisioldgicas e comportamentais decorrentes dos
processos que envolvem a resposta ao estresse e a inter-relagdo entre os sistemas nervoso e
imune, além do papel do equilibrio oxidativo na manutencdo da homeostasia apds a exposi¢ao
a estressores, nos propomos a estudar os efeitos de estimulos estressores de natureza
psicossocial e bioldgica nestes sistemas e suas inter-relacbes. Para tanto, abordamos as
alteragcBes morfoldgicas e oxidativas no SNC e indugdo de comportamentos associados a estes
estimulos. Como os estimulos estressores afetam diferentemente as estruturas cerebrais
optamos por avaliar a acdo destes estimulos no hipocampo e no CPF dos animais do presente

estudo.



23

2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Avaliar a influéncia da exposicdo de camundongos suicos ao estresse de natureza
psicossocial e bioldgica na ativacdo da resposta imune, na inducdo de estresse oxidativo, nos
processos de apoptose e neurogénese no hipocampo e CPF e no comportamento de ansiedade,

NOS Processos cognitivos e mnemaonicos nestes animais.

2.2. Objetivos Especificos

1 - avaliar a ativacdo de uma resposta imune humoral, ou seja, a producdo de anticorpos

anti-HC e anti-LPS nos animais injetados com HC e LPS, respectivamente;

2 - avaliar a inducdo de alteracfes na atividade da enzima glutationa redutase (GR) no

hipocampo e CPF dos animais expostos aos estressores de natureza psicossocial e bioldgica;

3 - investigar a presenca de alteracGes nos processos de apoptose e neurogénese no

hipocampo e CPF dos animais avaliados;

4 — observar as possiveis alteracdes comportamentais associadas a ansiedade e

aprendizado/memadria ap0s exposi¢do aos estressores.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Animais

Camundongos albinos sui¢cos machos (n=55), com 45 dias de idade, provenientes do
Biotério Central da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC) foram transferidos para o
Laboratorio de Neurobiologia do Estresse. Com o objetivo de aclimatacdo as condicdes do
ambiente laboratorial, os animais foram mantidos inicialmente em grupos de irméos, em
gaiolas de polipropileno medindo 49x34x16 cm e fechadas com tampa de malha de aco.
Todas as gaiolas eram forradas com serragem de madeira esterilizada.

As salas de manutengéo dos animais dispuseram de iluminacgéo artificial com ciclo claro-
escuro de doze horas (12:12 horas), com inicio as 6:00 horas, e temperatura ambiente mantida
entre 21 + 2°C.

A alimentacdo constituida de racdo convencional para roedores foi fornecida pelo Biotério

Central da UFSC. A racdo e agua clorada foram disponibilizadas aos animais ad libitum.

Decorridos sete dias de ambientacdo, os animais receberam o vermifugo Ivermectina
(lvomec 1%) por gavagem, obedecendo a concentracdo de 1mL/10 Kg de massa corporal, em
solucdo contendo 0,05 mL/10 gramas. Ap6s o procedimento de desinfeccdo parasitaria, cada
animal foi transferido para uma gaiola de polipropileno opaca medindo 13x19x30 cm.
Transcorreu um periodo equivalente a quinze dias para a ambientacdo e a maturacdo destes
animais. Os animais permaneceram isolados durante todo o periodo de experimentacdo, sem
contato fisico direto com outros animais, exceto nas sessdes de interacdo social, quando

presenciaram as lutas entre os animais mais velhos para o estabelecimento da hierarquia.

Os protocolos experimentais do presente estudo foram aprovados pelo Comité de Etica
para Uso de Animais (CEUA) (23080.019003/2008-35) e estavam de acordo com as
Diretrizes de Cuidados com Animais de Laboratorio dos Institutos Nacionais de Saude dos

Estados Unidos da América.
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3.2. Estimulos Estressores e Grupos Experimentais

Como estimulo estressor de natureza psicossocial utilizou-se 0 modelo de instabilidade
social. Para tanto, os animais experimentais presenciaram diariamente, na segunda metade do
ciclo claro, interagdes agonisticas entre camundongos machos no periodo pos-reprodutivo. Os
animais experimentais foram transferidos para compartimentos plasticos (10,2 x 10,2 cm)
posicionados ao redor de uma arena central de formato octogonal (figura 2). As paredes
laterais da arena foram confeccionadas com tela de arame para possibilitar a separagdo dos
animais experimentais daqueles que foram introduzidos em seu interior para interagirem

agonisticamente.

&
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Figura 2. Arena de interacdo agonistica.

O pareamento dos animais machos no periodo pés-reprodutivo foi conduzido e apés a
exibicdo de um comportamento de submissdo por um dos animais pareados, iniciava-se a
contagem do tempo até completar trinta minutos. Durante este periodo, o animal submisso
permanecia sob a ameaga ou ao ataque do animal dominante. Caso a agressdo fosse muito
expressiva, com a possibilidade de gerar lesdes, efetuava-se a separacdo dos machos por grade
ou a troca do pares de machos. Os animais experimentais presenciavam as interagdes sociais e
as agressdes entre 0s machos e posteriormente retornavam as suas respectivas caixas de

manutencao.

Os estimulos estressores biologicos utilizados foram a injecdo de 0,1mL de uma solugéo

contendo 10° Hemacias de carneiro (HC)/mL ou a injecdo de 0,1mL de Lipopolissacarideo
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extraido de Escherichia coli (LPS — Sigma L2880). A solu¢do de LPS foi injetada nas doses
de 1mg/kg (dose considerada sub-letal) e de 0,33 mg/kg.

Para o estudo proposto foram analisados 0s seguintes grupos experimentais: animais
expostos a instabilidade social (E), animais injetados com HC (HC), animais injetados com
LPS em menor dose (LPS<), injetados com LPS em maior dose (LPS>) e animais controle

injetados com solucdo salina tamponada com fosfatos (PBS) (CV).

3.3. Protocolo Experimental

Os grupos experimentais receberam a injegdo com HC, LPS ou PBS no primeiro dia de
experimentacdo e permaneceram os dias seguintes isolados em suas gaiolas de manutengao.
No quinto dia, os animais foram submetidos ao teste do Labirinto em Cruz Elevado (LCE)
durante cinco minutos. Uma re-exposicao a este teste foi feita apos vinte e quatro horas. Os
animais estressados psicossocialmente foram expostos diariamente a quatro sessoes
semelhantes de instabilidade social e expostos ao teste do LCE, no quinto e sexto dia de
experimentacdo. Na sequéncia, oito animais de cada grupo foram anestesiados com éter
etilico vaporizado em uma maéscara nasal e o sangue retirado por punc¢édo cardiaca até sobrevir
a morte. Os cérebros foram retirados para coleta do hipocampo e cortex frontal. Estes tecidos
foram armazenados em freezer a -80°C para posterior analise bioquimica. A enzima
glutationa redutase (GR) participante do metabolismo antioxidante teve sua atividade
mensurada. O sangue foi coletado e o soro posteriormente obtido foi utilizado para avaliacdo
da producédo de anticorpos anti-HC e anti-LPS. Os outros trés animais de cada grupo foram
anestesiados com uretana, de modo a possibilitar a perfusdo com PBS (0,01M, pH 7,4)
seguida de solucdo fixadora (Paraformaldeido 4%, pH 7,4). Os cérebros destes animais foram
retirados para avaliacdo histologica de proliferacdo e morte celular. O protocolo experimental

esta sumarizado na figura 3.
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A
HC,LPS ou L.C.E L.C.E
Veiculo (Teste) (Reteste)
I | I I I I
| I | | I I
1 2 3 4 5 6
T Estresse Oxidativo
Coleta - Produgao de Anticorpos
Analise histologica
B
) L.C.E L.CE
Veiculo (PBS) (Teste) (Reteste)

— - e—

J Estresse Oxidativo
Coleta - Produgéo de Anticorpos

Estresse
social Analise histologica

Figura 3. Protocolo geral de experimentacdo. A) No primeiro dia do experimento, os animais foram
injetados com HC, LPS ou PBS e permaneceram os dias subsequentes isolados em suas gaiolas. No
quinto dia, os animais foram expostos ao teste de labirinto em cruz elevado (LCE), sendo reexpostos
ao teste apds vinte e quatro horas. Amostras de sangue e o parénquima cerebral foram coletados,
anteriormente ao sacrificio dos animais. B) Outro grupo foi exposto ao estresse de instabilidade social
por quatro dias e a partir do quinto dia, 0 mesmo protocolo foi aplicado aos animais dos outros grupos

experimentais.
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3.4. Analise Comportamental

Decorridos quatro dias dos procedimentos de exposi¢do aos estressores psicossociais e
bioldgicos, os animais experimentais foram submetidos a avaliagdo no teste do LCE
(HANDLEY & MITHANI, 1984) em duas sessdes com duracdo de cinco minutos e um

intervalo de vinte e quatro horas entre elas.

O LCE consiste de dois bragos abertos opostos medindo 15 cm de comprimento por 5 cm
de largura e dois bragos opostos protegidos por paredes laterais com 15 cm de altura dispostos
perpendicularmente. O labirinto apresenta uma &rea central na juncdo entre os bracos e

permanece elevado 40 cm do chéo.

Durante a exposi¢do ao labirinto observa-se no animal um conflito entre a motivagéo e o
medo da exploracdo. Normalmente, os animais preferem explorar os bragos fechados em
detrimento aos abertos ja que estes impedem o comportamento tigmotaxico dos animais

(exploracao do ambiente através das vibrissas).

Os testes ocorreram em auséncia de luz e foram gravados por camera de video dotada de
emissor de infravermelho. A andlise foi feita com auxilio do programa Etholog
(http://www.geocities.com/CapeCanaveral/Lab/2727/ethohome.html). Os testes foram
realizados na fase clara do ciclo iniciando-se as 08:00 horas. Ao iniciar os testes, 0s animais
eram colocados no centro do labirinto e na ocorréncia de queda do animal durante o teste, este
era excluido do experimento. A fim de evitar qualquer interferéncia odorifera, ap6s cada teste
efetuava-se a limpeza do aparato com solucédo de alcool 20%/ detergente 0,5%.

As analises comportamentais avaliadas sdo representadas pela porcentagem do tempo de
permanéncia nos bragos abertos (%BA), nos bragcos fechados (%BF) e no centro (%C),
namero de entradas nos bragos abertos (NA), nos bracos fechados (NF) e no centro (NC) do
labirinto (PELLOW et al., 1985). A entrada e saida foram consideradas apenas ap0s a
colocacéo das quatro patas do animal dentro e fora dos bracos do labirinto. O comportamento
de avaliacédo de risco foi avaliado através da analise do comportamento exploratorio com a
medida de movimentos realizados com a cabega e ombros em direcdo as extremidades do
labirinto e pelos movimentos em que o animal se estica e retorna a posi¢do original sem se
locomover (BLANCHARD et al., 1994).
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3.5. Preparo da Solucéo de Hemacia de Carneiro e LPS

Para o preparo da suspensdo, as hemacias de carneiro foram lavadas trés vezes em PBS
(0,01M, pH 7,2) durante um periodo equivalente a cinco minutos mediante centrifugacdo a
1500 rotagBes por minuto (rpm). Na Ultima etapa de centrifugacdo, o sobrenadante foi
eliminado e a papa de hemaécias obtida foi ressuspensa em solucdo de PBS de modo a se obter
10° hemécias/mL. Este inéculo foi injetado por via intraperitonial, em um volume de 0,1 mL
(10® hemécias/animal). A solucéo de LPS foi diluida em PBS e injetada intraperitonialmente
nas doses de 1mg/kg e de 0,33 mg/kg.

3.6. Coleta e Preparacdo de Material Bioldgico

As amostras de sangue foram retiradas por puncdo cardiaca, com 0s animais anestesiados
com éter etilico vaporizado. Seguindo a morte dos animais por exsanguinacao, realizou-se a
retirada do cortex frontal e hipocampo bilateralmente para os ensaios bioquimicos de

atividade enzimatica antioxidante.

Terminadas as coletas, o tecido nervoso foi armazenado em freezer a temperatura de -
80°C. O sangue foi depositado em tubos Eppendorf e centrifugado a 1500 rpm por um periodo
equivalente a dez minutos. O soro obtido foi armazenado em freezer a -20°C para posterior

avaliacdo da presenca de anticorpos anti-HC e anti-LPS.

3.7. Ensaio de Hemaglutinacdo Utilizado para Deteccdo de Anticorpos Anti-HC

Para avaliar a producdo de anticorpos anti-HC, amostras de 50 ul de soro inativado em
banho-maria a 56°C puro ou diluido foram depositadas nos pocos das placas de
microhemaglutinacdo contendo 50 ul de solugdo PBS. Na sequéncia foi adicionado 50 ul de
uma suspensdo de HC, diluida a 2% em PBS, em cada pogo da placa. As placas foram
mantidas em repouso e incubadas por um periodo de vinte e quatro horas a uma temperatura
de 4°C. A producdo de anticorpos foi analisada mediante a observacdo de uma reagdo de

aglutinagdo em microscopio estereoscopio (Olympus). O titulo de anticorpos anti-HC foi
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determinado e expresso pela maior diluicdo do soro que apresentou o padrdo caracteristico de
uma reacéo de aglutinagéo.

3.8. Ensaio Imunoenzimaético Utilizado para a Deteccédo de Anticorpos Anti-LPS

A producéo de anticorpos anti-LPS foi avaliada através da aplicacdo do método indireto
de ELISA (Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay). Para tanto, realizou-se a sensibilizacdo
das microplacas adicionando-se o antigeno soluvel (200uL de LPS diluido em tampéao
carbonato/bicarbonato 0,005M). A placa foi incubada a 37°C, por trés horas e em seguida
colocada em geladeira a 4°C e mantida até o dia seguinte. Ap6s a remocdo da solucédo
sensibilizadora, adicionou-se em cada pogo 300uL de solu¢do bloqueadora de peroxidases
inespecificas (Tris/NaCl/gelatina 0,5%). Transcorrido um periodo de incubacdo equivalente a
uma hora a 37°C, realizou-se a lavagem das placas com solu¢do PBS/Tween 0,05% (300uL
por poco) por cinco vezes. Adicionou-se 100uL. do soro dos camundongos imunizados com
LPS, diluido em solucdo tampédo (PBS/Tween 0,05%/Gelatina 0,5%). Ap6s a incubacdo a
37°C por uma hora realizou-se a lavagem das placas por cinco vezes. Posteriormente,
adicionou-se 100 pL do anticorpo secundario conjugado com peroxidase (Anti-mouse
polyvalent peroxidase — Sigma: A0412) diluido em tampdo PBS/Tween 0,05%/BSA 1%.
Apos a incubacdo a 37°C por uma hora realizou-se a lavagem das placas por cinco vezes. A
fim de promover a deteccdo da reagdo, adicionou-se 100uL da solugdo substrato/cromogeno.
Apos a incubacdo por dez minutos no escuro, adicionou-se 50uL da solugdo de parada da
reacdo. A andlise da reacdo foi realizada através da leitura em espectofotdmetro de

microplacas em um comprimento de onda de 492 nm.

3.9. Estresse Oxidativo: Avaliacédo da Atividade da Enzima Glutationa Redutase (GR)

O hipocampo e cortex frontal de cada animal foi homogeneizado em 300uL de tampao
HEPES (20mM, pH 7,0). Em seguida, as amostras foram centrifugadas a 20.000 forca

centrifuga relativa (rcf) a 4°C e o sobrenadante coletado para as dosagens da enzima GR.

A atividade da GR foi determinada pelo método descrito por CARLBERG &
MANNERVIK (1981) que mensura o consumo de NADPH em virtude da reducdo da
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glutationa oxidada (GSSG). A leitura foi realizada em um comprimento de onda de 340 nm

no espectrofotdmetro.

O meio de reagdo foi composto de 10 mL de tampé&o fosfato (KPi) 0,25M, 9,94 mL de
agua destilada e 53,3 uL de NADPH (100 mM). Para a determina¢do do valor basal das
amostras no espectrofotbmetro adicionou-se na cubeta 400 uL. do meio de reagdo, 55 pL de
agua destilada e 20 puL. da amostra. Uma vez determinado o valor basal através da utilizagdo
de um comprimento de onda de 340 nm, adicionou-se 25 plL do substrato GSSG para
possibilitar o consumo de NADPH na reagdo 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 (e = 6.220 M™* cm™) e multiplicado pelas diluicdes.
O valor foi expresso como Unidades/mg de proteina. Uma unidade corresponde a 1

pmol/ml/min.

Para a analise da atividade da GR, o conteldo de proteinas totais do cortex e hipocampo
foi quantificado pelo método de BRADFORD (1976). A absorbancia foi lida em
espectrofotbmetro a 595 nm usando a Albumina de Soro Bovino (BSA, do inglés bovine
serum albumin) como padrdo. Os ensaios bioquimicos foram conduzidos no Laboratério de
Defesas Celulares, coordenado pelo Prof. Alcir Luiz Dafré (CFS-CCB-UFSC).

3.10. Procedimentos Histoldgicos

Para determinar a possivel alteracdo na proliferacdo e morte celular no CPF e hipocampo
induzida pela exposicdo ao estresse de instabilidade social e bioldgico (HC e LPS) repetiram-
se 0s protocolos experimentais em trés animais de cada grupo. No ultimo dia de
experimentacdo, os animais foram anestesiados com uretana (175mg/100grama de massa
corporal) e perfundidos com PBS durante trés a cinco minutos, seguido de solugédo fixadora
(Paraformaldeido 4%) durante trés a cinco minutos. Finalizada a perfusdo, os cérebros
permaneceram em solucdo fixadora por um periodo de vinte e quatro horas. Em seguida,
foram transferidos para uma solugdo contendo alcool 70% por aproximadamente 48 horas até
a inclusdo das pecas em parafina e a confeccdo das laminas. As técnicas histoldgicas foram

conduzidas no Laboratorio de Reproducdo e Desenvolvimento Animal, coordenado pela
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Profa. Yara Maria Rauh Muller (BEG-CCB-UFSC). Os encéfalos foram preparados para a

microscopia de luz de acordo com as seguintes etapas:

1. Desidratacdo: sob agitacdo branda as pecas foram transferidas a solugéo de alcool 70%
(duas vezes por 10 e uma vez por 20 minutos), alcool 70% e 80% (10 minutos cada) e alcool
100% por duas horas. Em seguida, adicionou-se xilol até obtencdo de solucédo alcool-xilol
50% (5 minutos).

2. Diafanizacao: as pecas foram imersas em Xxilol por um periodo de 10 a 40 minutos até

apresentarem-se translucidas.

3. Inclusdo e emblocamento: realizou-se a imersdo em parafina a 57°C por trés vezes
(durante uma hora cada). Apos solidificacdo em temperatura ambiente, os blocos de parafina

foram removidos dos moldes, aparados e acoplados ao micrétomo rotativo.

4. Montagem das Laminas: os blocos foram seccionados sagitalmente em micrétomo
(7um), os cortes foram distendidos em banho-maria (37°C), colocados sobre as laminas e

mantidos em local apropriado para secagem.

5. Desparafinizacdo: as laminas foram imersas em xilol (duas vezes por 10 minutos), em
alcool 100% (duas vezes por 10 minutos), 90%, 80% e 70% (por 10 minutos cada) e em

seguida em agua destilada por 10 minutos.

6. Coloragcdo Hematoxilina-Eosina (HE): foi empregada como controle histolégico. As
laminas foram coradas com hematoxilina de Harris (2 minutos), lavadas com &gua (10
minutos), agua destilada (1 minuto), coradas com eosina (1 minuto) e lavadas novamente em

agua destilada (5 minutos).

7. Desidratacdo e Montagem das Laminas: realizou-se a imersdo das laminas em alcool
70%, 80% e 90% (5 minutos), 100% (2 vezes por 10 minutos) e xilol (2 vezes por 10

minutos) e posteriormente foram montadas com Entelan.

3.11. Imunohistoquimica

A fim de avaliar a presenca e localizagdo de células em proliferacdo e apoptose no tecido

estudado utilizaram-se os anticorpos anti-fosfohistona H3 (marcador de células em divisédo
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celular), e anti-Bcl-2 (proteina presente na via apoptoética). Apos a desparafinizagdo, as
laminas foram mergulhadas em solugdo de Perdxido de Hidrogénio e Metanol puro em
proporcdo 1:2 (10 minutos) para bloqueio das peroxidases enddgenas. Seguiu-se entdo a
lavagem em PBS 0,1M (3 vezes por 10 minutos) em agitacdo branda. As laminas foram
lavadas com solugdo PBS/Triton 0,3% (10 minutos). Com o objetivo de inibir as ligagdes
inespecificas aos anticorpos utilizados, adicionou-se solu¢do PBS/ Triton 0,1%/ BSA 5% por
50 minutos e em seguida o anticorpo primario nas seguintes dilui¢des: anti-fosfo histona H3
(1:100, Upstate) desenvolvido em coelho e anti-Bcl2 (1:50, Chemicon) desenvolvido em
camundongo. As laminas foram incubadas com o anticorpo primério em camara Umida na
geladeira por dezesseis horas. Apo6s lavados em PBS 0,1M (3 vezes por 5 minutos) e
PBS/Triton 0,3% (2 vezes por 5 minutos), os cortes foram incubados com o anticorpo
secundario anti-coelho e anti-camundongo conjugado a peroxidase 1gG (Sigma) por trés horas
em temperatura ambiente. A fim de visualizar os sitios imunorreativos os cortes foram
lavados em PBS/Triton 0,1% por 10 minutos e incubados em solugdo DAB 1%/ H,0,3%/

PBS por dois a cinco minutos até serem lavados com agua destilada.

3.12. Marcacgao com TUNEL

A marcacdo com TUNEL (terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated dUTP-biotin
nick end labeling) foi utilizada para o reconhecimento de morte celular. O procedimento foi
realizado utilizando o kit Fragel DNA Fragmentation Detection kit (Catalog # QIA 33,
Calbiochem).

Os cortes foram desparafinizados, reidratados e lavados duas vezes em tampéao Tris-salino
(TBS) 20mM pH 7,4. Apos, os cortes foram permeabilizados com proteinase K diluida em
Tris 10 mM pH 8,0 (1:400), lavados em tampdo TBS 20 mM e em seguida, lavados com
metanol perdxido (9:1) para o bloqueio das peroxidases enddgenas. Na sequencia destes
procedimentos, os cortes foram preparados para a incubagdo com a enzima de marcagao para
TUNEL a 37 °C, tratados com DAB e contracorados com verde de metila. Finalmente, as
laminas foram montadas com Entelan® e observadas em mocroscopio de luz Olympus. Para
0s controles negativos foram seguidos 0os mesmos procedimentos, com omissdo da enzima de
marcagdo do TUNEL.
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3.13. Analise das Laminas

Os cortes sagitais do encéfalo nas diferentes técnicas foram analisados ao microscopio de
luz (100X, 400X e 1000X) sob avaliacdo estereoldgica com graticula ocular (Weibel n° 2,

Tonbridge, England) em cinco campos visuais aleatdrios (1000X).

3.14. Andlise Estatistica dos Dados

A producéo de anticorpos anti-HC foi expressa com base na média geométrica e o intervalo
de confianca, como sugerido em GASPAROTTO et. al. (2002). Estes dados foram
submetidos a uma anéalise ndo-paramétrica ANOVA (teste de Kruskal-Wallis) seguido por
teste Dunn para multiplos pares da comparacdo de dados. Os testes comportamentais foram
avaliados pela mesma técnica. Os dados relacionados a producdo de anticorpos anti-LPS
foram submetidos a analise ANOVA e pos teste Tukey. A enzima antioxidante foi expressa

com base na média e desvio padrdo e introduzida em analise de variancia (3-vias ANOVA).
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4. RESULTADOS

4.1. Comportamento no Teste do LCE

Os resultados da analise comportamental no teste do LCE (primeiro teste) demonstraram
que a exposicdo ao estresse psicossocial ou biologico atraves da HC e LPS alterarou o tempo
de permanéncia nos bragos abertos quando comparados ao grupo CV (Fig. 4A; Tabelal). Os
camundongos do grupo submetido ao estresse de instabilidade social apresentaram menor
tempo de permanéncia nos bracos abertos comparado ao grupo controle, 0 que sugere a

manifestacdo de um comportamento tipo-ansioso nestes animais (p < .01).

Os animais injetados com HC e LPS apresentaram um comportamento oposto, ou seja,
permaneceram um tempo maior nos bracgos abertos quando comparados aos outros grupos. O
mesmo padrdo de resposta foi observado comparando-se 0 nimero de vezes em que 0S
animais entraram nos bracgos abertos (Fig. 4B). De modo geral, o tempo de permanéncia nos
bracos abertos exibido pelos animais dos diferentes grupos experimentais foi menor no

segundo teste comparado ao primeiro teste do LCE.
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Figura 4. Comportamento nos bragos abertos do LCE. A) Porcentagem do tempo nos bracos abertos
(%TBA). B) Numero de entradas nos bragos abertos (NBA). CV= grupo controle injetado com
solucdo veiculo; E= grupo estressado socialmente; HC= grupo injetado com Hemacia de Carneiro;
LPS<= grupo injetado com a menor dose de LPS e LPS>= grupo de camundongos injetados com a
maior dose de LPS. As barras brancas representam o primeiro teste no LCE e as barras cinzas
representam o segundo teste no LCE, 24 horas ap6s o primeiro teste.

Como esperado, o tempo de permanéncia nos bragos fechados exibido pelos animais

injetados com HC ou LPS foi inversamente proporcional ao tempo de permanéncia nos bracgos
abertos. No primeiro teste do LCE, estes animais permaneceram um tempo menor nos bracos

fechados (Fig. 5, p < .01). O numero de entradas nos bragos fechados foi menor nos animais

injetados com HC e LPS em relacédo aos animais dos grupos CV e E (p <.01).
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Figura 5. Comportamento nos bracos fechados do LCE. A) Porcentagem do tempo nos bragos
fechados (% TBF). B) Numero de entradas nos bragos fechados (NBF). O * foi utilizado para comparar
0 primeiro e segundo teste em cada grupo. * indicam valores de p< .05 e ** indicam valores de p
iguais ou maiores do que .01.
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O tempo de permanéncia na area central do labirinto foi afetado na reexposi¢do ao LCE
(Fig. 6A) com significancia estatistica marginal (p=.053). No segundo teste do LCE foi
possivel verificar que todos 0s grupos experimentais, com exce¢do do grupo CV,
apresentaram uma média de tempo menor de permanéncia no centro do labirinto. O mesmo
ocorreu ao avaliarmos o nimero de entradas no centro, que foi menor no segundo teste (Fig.
6B, p < .01). Na&o foi considerado o tempo em que o animal atravessou o centro em direcdo

aos bracos do labirinto.
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Figura 6. Comportamento na area central do LCE. A) Porcentagem de tempo na area central (%TC).
B) Numero de entradas na area central (NC).

4.2. Comportamento de Avaliacdo de Risco (AR) no LCE

Nos animais submetidos a injecdo de HC e LPS foi observada uma reducdo na média do
comportamento de AR em comparacdo aos animais controle e estressados psicossocialmente
(Fig. 7, p < .05). Esta reducdo esta presente tanto no primeiro quanto no segundo teste. Em
todos os grupos observou-se diminuicdo da exibicdo do comportamento de AR no segundo
teste (p < .01).

O numero de acessos de risco exibido pelos animais apresentou diferenca entre os testes
(p <.01), porém ndo ocorreram alteragdes significativas entre os grupos (p > .05) (Fig. 7B). A
relacdo entre o tempo e o numero de acessos de risco (T/N), que identifica a duracdo dos
episddios de risco exibidos pelos animais, indicou diferencas entre os tratamentos utilizados
(Fig. 7C, p < .01). Os animais dos grupos submetidos a injecdo de HC e LPS apresentaram
episodios de avaliagdo de risco mais curtos comparado aos grupos controle e estressado

psicossocialmente.
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Figura 7. Comportamento de acesso de risco no LCE. A) Tempo de avaliagdo de risco exibido pelos
animais no 1° e no 2° teste. B) NUmero de acessos de risco. C) Duragdo de episddios de acesso de
risco obtidos com a relagdo entre o tempo e o numero de acessos de risco (T/N).

Os comportamentos de AR no 1° teste e o tempo de permanéncia nos bragos abertos no
LCE sdo negativamente correlacionados. Os animais que apresentaram maior permanéncia
nos bragos abertos exibiram os menores indices do comportamento de avaliacéo de risco (Fig.
8). Esta relacdo confirma os dados obtidos com estes parametros, uma vez que
comportamentos tipicos de ansiedade se caracterizam por diminuicdo do tempo nos bragcos

abertos e aumento de avaliacdo de risco.

A relagdo existente entre a duragdo dos episodios de risco e o tempo nos BA no primeiro
teste também demonstrou dados contraditorios, uma vez que 0s animais que exibiram maior
tempo de permanéncia nos bracos abertos (indicativo de comportamento menos ansioso)
exibiram episddios de avaliacdo de risco mais curtos (comportamento tipico de ansiedade)

(Fig. 9).
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ACESSOSRISCO 1 X TEMPO BRACOS ABERTOS 1
Correlacao; r=-.4580: p = .001

RISCO 1

Figura 8. Correlacdo entre o tempo de avaliacdo de risco e 0 tempo de permanéncia nos bragos
abertos no primeiro teste do LCE.

DURA{;ﬂD EPISODIOS RISCO 1 X TEMPO BRACOS ABERTOS 1
Correlacdo: r=-,4454, p = .01
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Figura 9. Correlagdo entre a duracdo de episddios de avaliagdo de risco (T/N) e o tempo de
permanéncia nos bragos abertos no primeiro teste do LCE (% TBA).
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4.3. Atividade da Enzima Glutationa Redutase (GR)

A anélise da atividade da GR demonstrou que no quinto dia apds o inicio dos estressores
todos os grupos apresentaram um decréscimo na atividade da GR no hipocampo (Fig. 10, p <
.01).

Em todos os grupos, o cértex frontal apresentou menor atividade da GR em comparacéo a
atividade observada no hipocampo. A atividade da GR no cdértex frontal foi muito similar
entre 0s grupos, com excecdo do grupo injetado com HC em que a atividade da GR

apresentou-se significantemente maior em relagéo aos outros grupos (Fig. 10, p <.01).

ATIVIDADE DA ENZIMA GLUTATIONA REDUTASE

*%

— B (5] Hipocampo
6 | " [ Cortex

K%k %

Atividade da GR (dmol/ml/min)
S
S
3

10

cv

m

HC LPS< LPS>

Figura 10. Atividade da enzima Glutationa Redutase (GR) no hipocampo e cértex frontal dos grupos
avaliados. Os * sobre as barras que representam a atividade da GR no hipocampo (barras brancas)
sinalizam diferencas estatisticas significantes com o grupo CV e os # sinalizam diferengas
significantes entre a atividade da GR no hipocampo e cortex entre os grupos. A marcagdo Unica
representa p < .05 e a dupla marcacéo p < .01.
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A atividade da GR no hipocampo e o tempo de avaliacdo de risco na primeira exposi¢éo
ao LCE apresentaram uma correlacdo positiva em que os animais com niveis elevados da
atividade da GR apresentaram maiores indices de comportamento de avaliacdo de risco (Fig.
11).

ATIVIDADE GR HIPOCAMPO X RISCO 1

Correlacio t = 23505, pe 015

GRHIPOCAMPO

o

3 0 S

RISCO 1

Figura 11. Correlagdo entre a atividade da GR no hipocampo e o tempo de comportamento de
avaliagdo de risco no primeiro teste do LCE nos grupos avaliados.

Ao avaliarmos as correlacfes entre os niveis de atividade da GR e 0s comportamentos
associados a ansiedade nos diferentes grupos observamos que no grupo CV a atividade da GR
no hipocampo e cértex ndo se correlacionou com nenhum comportamento tipico de ansiedade
obtido no LCE.

No grupo estressado psicossocialmente, 0s animais que apresentaram maior permanéncia
nos bragos abertos, sugerindo menor ansiedade, apresentaram atividades elevadas da GR no
hipocampo (Fig.12A). Esta correlacdo foi acompanhada pelo nimero de entradas nos bragos
abertos (Fig.12B). A atividade da GR no cortex frontal ndo se correlacionou com nenhum

dado comportamental neste grupo.
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A GRUPOE
Comelagdo: r= 87777; p=.004

GRHIPOCAMPO

30
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%TBA
B GRUPOE

ComredagRo:r = 85155, p» 007

GRHIPOCAMPO

NA1

Figura 12. Correlacdo entre a atividade da GR e comportamentos de ansiedade nos animais
estressados psicossocialmente. A) Correlacdo entre a atividade da GR no hipocampo e o tempo de
permanéncia nos bracos abertos (%TBA) no primeiro teste do LCE. B) Correlagdo entre a atividade
da GR no hipocampo e o nimero de entradas nos bragos abertos no primeiro teste do LCE (NA1).
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Nos animais injetados com HC, entretanto, a atividade da GR encontrava-se elevada nos
animais que apresentaram comportamento tipo-ansioso. Ao correlacionar a atividade da GR
com o numero de acessos de risco nos dois testes observa-se que 0s animais com a atividade
da GR elevada apresentaram maior nimero de acessos de risco nos dois testes (Fig.13A e
13B). No hipocampo o mesmo quadro é observado quando a atividade da GR foi
correlacionada com o tempo de acesso de risco (Fig.13C).
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C GRUPO HC
Correlaco: r = 78102, p= 006

GRHIPOCAMPO

20 30 40 50 60 70 80
RISCO1

Figura 13. Correlagéo entre a atividade da GR e o comportamento de acesso de risco no LCE nos
animais injetados com HC. (A) Atividade da GR no cdrtex e tempo de acesso de risco no primeiro
teste do LCE. (B) Atividade da GR no cértex e tempo de acesso de risco no segundo teste. C)
Atividade da GR no hipocampo e tempo de acesso de risco no primeiro teste.

Nos animais injetados com LPS, o acesso de risco correlacionou-se com a atividade da
GR no hipocampo e no cortex sugerindo atividade elevada da GR nos animais menos
ansiosos. No grupo injetado com a maior dose de LPS, os animais com a GR elevada
apresentaram um numero menor de acessos de risco no primeiro teste (Fig.14A). O grupo
injetado com a menor dose de LPS apresentou 0 mesmo padrdo no segundo teste, ja que 0s
animais com a GR elevada no hipocampo e no cortex apresentaram tempo menor de acesso de
risco (Fig.14B e 14C). Entretanto, neste grupo a correlacdo da GR com o tempo nos bracos
abertos (%TBA) apontou em diregéo oposta com a atividade da GR elevada nos animais que
exibiram menor tempo de permanéncia nos bragos abertos (comportamento tipo-ansioso)
(Fig.14D).

Desta forma, nos animais estressados psicossocialmente e injetados com LPS, a atividade
elevada da GR correlacionou-se com 0s comportamentos menos ansiosos. Entretanto, nos
animais injetados com HC a atividade da GR encontrou-se elevada nos animais que

apresentaram comportamento tipo-ansioso.
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C GRUPO LPS<
Correlagdo: 1= - 8388, p= 018

GR CORTEX

RISCO 2

D GRUPO LPS<
Comelacho; r= 38506, p=015

GRHIPOCAMPO

%TBA

Figura 14. Correlacéo entre a atividade da GR e o comportamento no LCE dos animais injetados com
LPS. (A) Atividade da GR no hipocampo e nimero de acessos de risco dos animais injetados com a
maior dose de LPS no primeiro teste do LCE. (B) Atividade da GR no hipocampo e tempo de acesso
de risco no grupo LPS< no segundo teste. C) Atividade da GR no cdrtex e tempo de acesso de risco no
grupo LPS< no segundo teste. D) Atividade da GR no hipocampo e o tempo nos bragos abertos no
grupo LPS< no primeiro teste.
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4.4. Producéo de anticorpos anti-LPS

O ensaio utilizado para a detec¢do dos anticorpos dos animais injetados com LPS em
maior e menor dose demonstrou que no quinto dia ap6s a inje¢do, 0s animais do grupo
injetado com a menor dose de LPS apresentaram niveis de anticorpos superiores ao grupo de

animais controle e ao grupo de animais injetados com a maior dose de LPS (Fig. 15, p <.01).

No grupo injetado com a menor dose de LPS a producdo de anticorpos apresentou uma
correlacdo negativa com o nimero de acessos de risco exibido pelos animais deste grupo ja
que os animais com producdo superior de anticorpos apresentaram menor nimero de acessos
de risco (Fig. 16)

055

050t

045}

|
| L

035}

030}
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Figura 15. Producdo de anticorpos anti-LPS mensurada por ELISA nos animais controle injetados
com solugdo veiculo (CV), injetados com a dose menor de LPS (LPS<) e injetados com a dose maior
de LPS (LPS>).
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Figura 16. Correlacdo entre a produgdo de anticorpos anti-LPS e o nimero de acessos de risco no
LCE no grupo injetado com a menor dose de LPS.

4.5. Analise Histoldgica

A andlise histoldgica realizada nos grupos avaliados ndo indicou a presenca de marcacdo
positiva ap6s avaliacdo da técnica imuno-histoquimica utilizando anticorpo anti-fosfohistona
H3 (marcador de células em divisdo celular) e anti-Bcl2 (proteina presente na via apoptoética),
bem como pela técnica de TUNEL (marcador de fragmentacdo de DNA) como evidenciado
na figura 17. Desta forma, ndo houve indicios de alteracbes nos processos apoptoticos e
neurogénicos no hipocampo e no cortex frontal quando avaliado o sexto dia apds a submisséo

dos animais aos estressores utilizados.
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Figura 17. SeccOes sagitais de cérebros de camundongos. A) coloracdo Hematoxilina-Eosina, grupo
controle. B) imuno-histoquimica utilizando anticorpo anti-fosfohistona H3, grupo injetado com HC.
C) marcagdo de TUNEL, grupo injetado com HC. D) imuno-histoquimica utilizando anticorpo anti-
Bcl-2, grupo estressado psicossocialmente. Escala: a= 200 um; b, ¢, e d= 50 um.
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Tabela 1. Analise estatistica do comportamento no LCE. MS= Marginalmente significante. INDICE p
= Nivel p aceito como significante (* e **) ou NS= Nao significante, Tto=Tratamento.

FATOR EFEITO ANOVA INDICE p

Tto F(446=544;.p=< 01 wx

%TBA Teste F(l.46)=4125.p< .01 X
Tto X Teste F(4.46)=395.p> 05 NS

Tto F(4,46)=3.90;p < .01 =x

NA Teste F(1.46=3101;p=< .01 X

Tto X Teste F(4.46)=164;p> 05 NS

Tto F(445=236;p=> 05 NS

% TBF Teste F(1.46)=532.00;p = 01 X
Tto X Teste  F(4.46)=336;p< 05 ®

Tto Fi4,46)=8.10;p < .01 wE

NF Teste F(146)=021;p> 5 NS
Tto X Teste F(4.46)=329;p= .05 =

Tto Fi(4.46=238;p=> 05 NS

%TC Teste F((1.46)=8.56;p =253 MS

Tto X Teste F(4,46)=44.16;p> 5 NS

Tto F(446)=180;p> 05 NS

NC Teste F(1.46=3391;p< .01 -

Tto X Teste F(4.46)=1.14;p> 05 NS

Tabela 2. Anélise estatistica do comportamento de avaliagdo de risco no LCE. MS= Marginalmente
significante. INDICE p = Nivel p aceito como significante (* e **) ou NS= N&o significante,
Tto=Tratamento.

FATOR EFEITO ANOVA INDICE p

Tto F(4,46)=3,043;p = .05 *

Risco (T) Teste F(1.46=3917.p= 01 =

Tto X Teste F(446)=212;p> 05 NS

Tto F(435=182;p=> 05 NS

Risco (N) Teste F(135=4101;p = .01 ==

Tto X Teste F(435)=137.p=> 05 NS

Tto F(435=5,15;p= 01 ==

T/N Risco Teste F(1,35=039; p> 035 NS

Tto X Teste FE(4.35)=150;p=> .05 NS
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5. DISCUSSAO

A aprendizagem no LCE envolve a memoria espacial com a distin¢do entre os bracos
abertos e fechados do labirinto e a memdria emocional, uma vez que as areas que
potencialmente oferecem perigo, especialmente nos bracos abertos, geram medo no animal
(DAL-COL et al., 2003). Desta forma, a avaliagio da aquisicdo de esquiva dos bracos abertos

possibilita a analise da memdria emocional adquirida durante o teste (FILE, 1993).

No presente estudo, o perfil comportamental exibido pelos animais do grupo controle no
segundo teste esta de acordo com os dados da literatura que demonstram que a experiéncia
prévia ao LCE promove uma reducdo gradual da atividade exploratéria nos bragos abertos,
caracterizando a aquisi¢do da resposta de esquiva (PELLOW et al., 1985; BERTOGLIO &
CAROBREZ, 2000).

A exposicao ao estresse psicossocial e a injecdo com HC e LPS alteraram o tempo de
permanéncia dos animais nos bracos abertos na primeira exposicdo ao LCE em relacdo ao
grupo controle. Os animais estressados psicossocialmente apresentaram menor tempo de
permanéncia nos bracgos abertos em relagdo ao grupo controle, sugerindo um comportamento
tipo-ansioso. Estes dados estdo de acordo com a literatura, que demonstram a acao da resposta
ao estresse de origem psicossocial na inducdo de comportamento tipico de ansiedade
(GASPAROTTO et al., 2005). Em contrapartida, os animais injetados com HC e LPS
apresentaram maior permanéncia nos bragos abertos em comparagdo aos animais dos grupos

CV e estressados psicossocialmente.

Neste estudo, os animais injetados com HC e LPS apresentaram uma reducdo no
comportamento de AR comparado aos outros grupos. O tempo de permanéncia nos bracos
abertos e o comportamento de avaliacdo de risco no LCE sugerem que 0s animais injetados
com HC e LPS estavam menos ansiosos em relacdo aos animais controle e estressados
psicossocialmente. Contudo, estudo anterior demonstrou que a injecdo de HC associou-se a
inducdo de ansiedade (GASPAROTTO et al., 2005). Adicionalmente, sabe-se que o LPS
induz alteragdes referidas como “comportamento doentio” que incluem letargia, depressdo do
comportamento social e exploratorio assim como a inducdo de comportamentos tipicos de
ansiedade avaliados no teste do LCE (LACOSTA et al., 1999). Entretanto, no presente estudo

as avaliagdes comportamentais foram realizadas no quinto dia apos a inje¢do de LPS ou HC e
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pode haver a possibilidade de que as manifestacfes comportamentais associadas a ansiedade

demandem um periodo maior de tempo para se manifestarem.

Durante a resposta imune primaria niveis de IL-1 podem estimular estruturas cerebrais
como loco certleo e ndcleo central da amigdala e a acdo destas estruturas pode promover
respostas de estados de alerta (BERKENBOSCH et al, 1991) que em altos niveis podem levar
a ansiedade (REDMOND & HUANG, 1979). Neste processo, ap6s um estimulo
imunogénico, o aumento dos niveis plasmaticos de corticosterona eleva o nivel do CRH que

age sobre o loco ceruleo e amigdala (BUTLER et al., 1990).

No quadro geral dos grupos, os animais que exibiram maior permanéncia nos bragos
abertos apresentaram menor expressao de comportamento de AR. Esses dados confirmam a
relacdo entre os parametros comportamentais observados neste estudo, uma vez que um
comportamento tipo-ansioso caracteriza-se pela diminuicdo do tempo nos bragos abertos e
aumento do comportamento de AR.

Em todos os grupos houve um decréscimo do comportamento de AR na segunda
exposicdo comparado a primeira exposi¢cdo ao LCE. De fato, vias cognitivas relacionadas ao
aprendizado ocorrido no primeiro teste interferem no segundo teste e o0 animal, que apresenta
diminuicdo na motivacdo em explorar os bragos abertos do labirinto, apresenta diminuigdo no
comportamento de avaliagdo de risco (BLANCHARD et al., 1991).

A relacdo entre a duracdo de episodios de risco (T/N) e o tempo de permanéncia nos
bracos abertos apresentou dados contraditérios uma vez que 0s animais que permaneceram
mais tempo nos bragos abertos (sugerindo comportamento menos ansioso) exibiram episodios
de AR mais curtos (sugerindo comportamento tipico de ansiedade). Este padrdo permanece
nas correlacdes realizadas nos diferentes grupos. Embora a avaliacdo da duracéo de episodios
de risco (T/N) seja utilizada como parametro de comportamentos tipicos de ansiedade no LCE
(BLANCHARD et al., 1991), em nosso estudo os animais com menores indices de
comportamento tipo-ansioso nos outros parametros obtidos no LCE, como o tempo nos
bracos abertos e 0 tempo de avaliacdo de risco, apresentaram episédios de risco mais curtos.
Desta forma, podemos questionar a validade da utilizacdo deste parametro na avaliacdo de
comportamentos associados a ansiedade no LCE através dos protocolos utilizados neste
trabalho.
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Niveis elevados de GCs podem gerar EROs e 0 estresse tem demonstrado ser efetivo em
aumentar indicadores de peroxidacdo lipidica, gerar alteracdo na atividade enzimaética
antioxidante e nos niveis de glutationa (GHIZONI et al., 2005; GONCALVES et al., 2008;
SAHIN & GUMUSLU, 2004). Além disso, os GCs sdo efetivos em aumentar a
vulnerabilidade a insultos metabodlicos em diferentes regides cerebrais, particularmente no
hipocampo, possivelmente por diminuir a capacidade de defesa neuronal. O prejuizo das
defesas enzimaticas no hipocampo, cortex e cerebelo tem sido reportado como possiveis

componentes dos danos neurais mediados por GCs (MCINTOSH et al., 1998).

Sabe-se que o sistema imune e antioxidante sdo inter-relacionados. As citocinas podem
estimular a producdo de EROs e, em contrapartida, sua participacdo em vias celulares é
modulada por seu estado redox, e este pode ser influenciado por EROs e seus agentes tidis
associados. As citocinas podem afetar a reciclagem e transporte da glutationa e antioxidantes
e precursores da glutationa tém demonstrado regular a sintese e ativacdo de citocinas
(HADDAD & HARB, 2005). A crescente evidéncia de que a atividade imune influencia as
funcBes nervosas suporta seu papel na regulacdo da cognicdo, afeicdo e comportamento e,
desta forma, o sistema imune tem sido associado a etiologia de desordens afetivas e de humor
como a depressdo (SIMMONS & BRODERICK, 2005).

Nos processos de detoxificacdo de EROs, a glutationa é oxidada (GSSG) e a enzima GR
catalisa a sua reducdo a GSH restaurando seus niveis no tecido. Desta forma, a avaliacdo da
atividade enzimatica da GR constitui um indicativo indireto da resposta antioxidante a um
determinado insulto. BARKER et al. (1996) demonstrou que a deplecdo da glutationa leva a
reducdo da atividade da GR. Adicionalmente, o aumento do estresse oxidativo, que pode
inibir esta enzima e consequentemente aumentar a suscetibilidade ao estresse oxidativo, leva a

um ciclo de eventos oxidativos que podem se tornar deletérios.

No presente estudo observou-se que os animais submetidos aos estressores de natureza
psicossocial e biologica (HC e LPS) apresentaram diminuicdo na atividade da enzima GR no
hipocampo, demonstrando o efeito destes estimulos no sistema antioxidante deste tecido. A
diminuicdo na atividade da GR ocorre possivelmente por estar sendo consumida no processo
de regeneragdo da glutationa. Além disso, a atividade da GR pode decair em decorréncia de

sua inibicdo em processos de estresse oxidativo (BARKER et al., 1996)

No cortex a atividade da GR apresentou-se mais baixa em relagdo ao hipocampo em todos

0s grupos. Os animais injetados com HC foram os unicos a apresentarem alteragdo da
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atividade da GR no cortex e ao contrério do que ocorreu no hipocampo, a atividade da GR
estava elevada em relagdo aos outros grupos. A elevacdo na atividade da GR neste tecido
sugere que o tratamento com HC induziu uma resposta do sistema antioxidante e o aumento

da demanda da producéo desta enzima.

Estudos tém demonstrado que a vulnerabilidade ao estresse oxidativo no cérebro €
regionalmente especifica (BAEK et al., 1999). MANOLI et al. (2000) avaliou a presenca de
estresse oxidativo induzido por varios modelos de estresse crénico em distintas regifes do
cérebro de ratos e evidenciou que o aumento da lipoperoxidagdo ocorreu de forma
diferenciada no coértex, hipotalamo e hipocampo. Esta regionalidade pode ser atribuida a
diferencas na atividade de enzimas antioxidantes nessas areas (ARNAIZ et al., 1998).
Entretanto, observou-se que a formacdo de estresse oxidativo ap6s distintos insultos e a
vulnerabilidade regional ndo segue um padrdéo (MANOLI et al., 2000). Outro fator que
explica a maior suscetibilidade do hipocampo aos efeitos do estresse é o fato deste possuir

maior densidade de receptores GCs comparado a outros tecidos (FUCHS et al., 2001).

Ao correlacionarmos a atividade da GR no hipocampo e o tempo de AR observamos uma
tendéncia dos animais com a atividade elevada da GR apresentarem maiores indices de
comportamento de avaliagéo de risco.

Ao avaliarmos a correlacdo entre os niveis de ansiedade e a atividade da GR observamos
diferencas entre os grupos. Nos animais estressados psicossocialmente e injetados com LPS
as correlacdes foram semelhantes com a atividade elevada da GR associada aos animais que
apresentaram menores indices de comportamento ansioso. Nos animais injetados com HC foi
possivel observar uma correlacdo positiva entre os niveis elevados da atividade da GR e
comportamento tipo-ansiedade.

A inducdo de estresse através da injecdo de HC e LPS promove a ativacdo de diferentes
respostas, dado que a HC envolve a ativagdo de uma resposta imune T-dependente e o LPS
induz uma resposta do tipo T-independente. Estas respostas produzem diferentes citocinas e

consequentemente diferentes vias neurais sao ativadas.

A administragdo periférica de LPS estimula a produgdo de TNF-a, IL-1 e IL-6. Sabe-se
que estas citocinas podem evocar respostas do eixo HPA como a transcricdo de CRH no
nucleo paraventricular e a liberagdo de CRH e ACTH na circulagdo. O LPS pode ativar

regibes cerebrais como o hipotadlamo, hipocampo, CPF e o ndcleo central da amigdala
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(AKASAKAA el al., 2006). Adicionalmente, demonstrou-se que a injecdo de HC afeta
estruturas como o hipocampo, nucleo paraventricular, hipotdlamo e CPF (GARDIER et al.,
2004; DELRUE et al., 2004).

Os animais do grupo injetado com a menor dose de LPS apresentaram niveis de producao
de anticorpos superiores ao grupo de animais injetados com a maior dose de LPS. As
diferentes doses de LPS injetadas evocam respostas diferentes do organismo. O LPS em
menor dose promove principalmente a ativacdo de linfocitos B e estes secretam anticorpos. O
LPS em maior dose constitui um insulto mais agressivo que evoca respostas que incluem a
atividade macrofagica. Nesta situacdo, o organismo reage de modo alertar rapidamente o
SNC. Desta forma, durante a resposta a uma dose alta de LPS a producdo de anticorpos
apresenta-se como uma estratégia secundaria ao organismo. A administracdo de LPS em altas
doses tem sido utilizada em modelos de sepse, uma vez que induz uma resposta inflamatéria
sistémica exagerada e deletéria caracterizada por lesdo tecidual, ativacdo da cascata de
coagulacao, formacdo de trombos na microcirculacdo, hipoxia e acidose teciduais, depressdo
miocérdica, culminando com disfuncéo organica multipla e choque endotoxico (AKASAKAA
el al., 2006).

As regides cerebrais relacionadas a regulacdo das respostas associadas ao estresse através
do eixo HPA podem tornar-se suscetiveis a seus efeitos deletérios e a habilidade em
regularem a resposta a subsequentes estressores pode ser comprometida (RADLEY &
MORRISON, 2005). Demonstrou-se que a exposicao a estressores induz alteracfes celulares
e morfoldgicas no tecido nervoso. Uma das primeiras observacdes de alteracdo celular ap6s
exposicdo crénica a GCs € a perda de neurbnios piramidais na regido CA3 do hipocampo
(RADLEY & MORRISON, 2005).

Ao avaliar as possiveis alteracdes nos processos de neurogénese e apoptose no hipocampo
e cortex frontal nos camundongos submetidos aos estressores psicossociais e bioldgicos,
nossos resultados ndo indicaram indicios de alteracbes aparentes nos processos de
neurogénese e apoptose apos a analise histoldgica dos tecidos avaliados. Esses dados estéo de

acordo com a avaliagdo comportamental destes animais, como descrito a seguir.

No teste do LCE, a experiéncia aversiva nos bracos abertos do labirinto no primeiro teste
gerou a aquisi¢do de memoria que promoveu 0 aumento da esquiva a esses bracos no segundo
teste. No segundo teste do LCE observamos que o decréscimo do tempo de permanéncia nos

bracos abertos ocorreu em todos os grupos experimentais. O mesmo resultado foi observado,
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quando comparou-se 0 numero de vezes em que 0s animais entraram nestes bracos, indicando
que nenhum dos tratamentos prejudicou a memoria emocional adquirida pelos animais
durante a exposicdo ao primeiro teste. Desta forma, estes resultados sugerem que nao houve

danos celulares severos a ponto de causar tal prejuizo.

Todavia, principalmente nos animais injetados com a maior dose de LPS esperava-se
algum comprometimento celular devido a severidade do estimulo que culminou inclusive com
a morte de alguns animais neste grupo. Como a avaliagcdo histologica foi feita no sexto dia
apos a imunizacgdo pode-se avaliar a possibilidade de que neste periodo de avaliacdo ndo tenha
sido possivel identificar a presenca de danos celulares induzidos pelos tratamentos utilizados
neste protocolo. Podemos avaliar a possibilidade de que a manifestacdo das alteracdes nos
processos apoptéticos e neurogénicos demande um periodo maior de tempo para se
manifestar. Adicionalmente, questionamos se um possivel dano celular ocorrido poderia ja ter
sido reparado pelos mecanismos celulares associados. Desta forma, estudos cinéticos

adicionais sdo necessarios para elucidar estas questdes.

Além da perda celular observada em animais submetidos a severos estressores e
tratamentos prolongados com GCs, estressores menos severos produzem outras alteragdes
morfolégicas referidas como atrofia dendritica neuronal caracterizada por padrGes de
arborizacdo menos complexos e decréscimo na extensdo apical dendritica (CONRAD et al.,
1999). As alteracGes sinapticas decorrentes de retracbes dendriticas podem ocorrer em
compensacdo a toxicidade causada por glutamato e célcio induzida nestes neurdnios durante
os periodos prolongados de estresse (RADLEY & MORRISON, 2005).

RADLEY & MORRISON (2005) demonstraram que a administragdo cronica de altos
niveis de GCs induz retracdo apical e diminuicdo na arborizacdo dendritica em neurdnios
piramidais de CA3 em ratos, sendo que a maior duracdo deste tratamento resulta em danos
hipocampais mais substanciais como morte celular neuronal. Adicionalmente, trés semanas de
estresse de restricdo ou de administracao diaria de GCs produzem retragdo apical e reducdo de
espinhos dendriticos em neurénios piramidais corticais. CERQUEIRA et al. (2005) observou
que estas alteracbes na complexidade dendritica podem correlacionar-se com alteracGes

comportamentais.

As implicacOes funcionais das alteracBes dendriticas no hipocampo, amigdala e cortex
tém sido avaliadas. A diminuigdo nas ramificagbes neurais pode promover prejuizo na

transmissdo sinaptica. Adicionalmente, células com menor extensdo dendritica s&o
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eletricamente mais compactas e consequentemente a transferéncia de informacdo de outros
dendritos ao soma torna-se mais eficiente, exacerbando determinadas respostas (JOELS et al.,
2007).

CONRAD et al., (1999) demonstrou que a remodelacéo dendritica no hipocampo de ratos
submetidos ao estresse cronico correlaciona-se com prejuizos da memdria espacial. Estudo
posterior sugere que as alteragdes estruturais neuronais induzidas pelo estresse podem ter um
papel modulatério na amigdala e consequentemente aos processos de memoria e aprendizado
associados a ela (HUFF & RUDY, 2004).

KOLE (2004) demonstrou que uma breve exposicdo ao estresse social em ratos foi
suficiente para induzir adaptagdes na arquitetura dendritica e sinapses excitatorias de
neurdnios em CA3 de forma similar aos animais submetidos a estressores por um periodo
maior. Outro estudo observou que ratos submetidos a apenas dez minutos de estresse durante
dez dias ou simplesmente uma inje¢do diaria de veiculo durante dez semanas foram eficazes
em promover marcante reducdo na complexidade dendritica no CPF (JOELS et al., 2007).
Estes resultados demonstram que longos periodos de estresse ndo sdo necessarios para induzir
alteragBes morfoldgicas que podem promover sensibilizagdo a determinados comportamentos

e respostas neuroendocrinas.

Desta forma, apesar de ndo termos verificado alterages como morte por apoptose, a néo
realizacdo da analise de outros pardmetros morfolégicos neste trabalho ndo descarta a
possibilidade da ocorréncia de alteracdes morfoldgicas e funcionais como remodelacédo

dendritica e alteracdes sinapticas em decorréncia dos estimulos estressores utilizados.

Evidéncias indicam que a severidade dos danos causados pelo estresse depende do tipo,
duracdo e intensidade do estimulo estressor. Enquanto um més de estresse psicossocial ndo foi
suficiente para induzir perda neuronal, longos periodos causaram perda celular na regido do
giro denteado e danos neuronais na formacéo hipocampal em musaranhos (LUCASSEN et al.,
2001). Adicionalmente, a submissdo ao estresse de restricdo afetou a neurogénese apds seis,
mas ndo em trés semanas (PHAM et al., 2003). Estes autores concluiram que o estresse
aplicado deve ter afetado outros parametros estruturais como arborizacdo dendritica,

interneurdnios, neurogénese ou glia nos animais avaliados (LUCASSEN et al., 2001).

ZELENA et al. (1999) avaliaram as consequéncias endocrinas e comportamentais do

estresse social sob variacdo da intensidade e tipo de interagdo agonistica. Ratos foram
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submetidos a interacdo agonistica durante quatro dias e os confrontos variaram de trinta
minutos a quatro horas diarias. Embora alteracdes no peso e nos niveis de corticosterona
foram encontradas apenas nos animais submetidos a quatro horas diarias de encontro
agonistico, os animais submetidos a trinta minutos sofreram alteraces comportamentais sutis,
mas capazes de alterar os efeitos relacionados & ansiedade quando expostos a estressores
agudos adicionais. Estes dados indicam que alteracGes sutis podem afetar a reatividade
comportamental a novos estressores. De qualquer modo, parece que a simultanea organizacao
sinaptica e/ou alteracdo da funcdo celular contribuem as mudancas na rede funcional e

comportamento apds o estresse cronico.

Desta forma, podemos sugerir que, embora ndo tenhamos observado morte por apoptose
decorrente do tempo e intensidade de exposi¢éo ao estresse em nosso protocolo experimental,
protocolos com duracdo maior de exposicdo a estressores desta natureza poderiam promover

alteracdes desta magnitude.

Todavia, alteracbes especificas como a apoptose ndo Sdo necessarias para que haja
alteracdes comportamentais e fisioldgicas como ansiedade e estresse oxidativo como foi

observado em nosso estudo.

Ao sobrecarregar a capacidade adaptativa do organismo estimulos estressores podem
gerar danos acentuados e até irreversiveis. Entretanto, ha fases em que as alteragcdes séo
reversiveis € 0 organismo consegue se adaptar se ndo houver a continuidade do estimulo.
Embora dados que documentem os efeitos do estresse no SNC sejam interpretados como
efeitos deletérios € possivel que pelo menos uma parte destas alteracBes reflita respostas
adaptativas e rearranjo nos sistemas de redes e suas conexdes em ordem de reagir as

alteracdes requeridas pelo ambiente interno e externo (FUCHS et al., 2006).

A habilidade do cérebro em promover adaptacfes funcionais apds estimulos € geralmente
referida como plasticidade neuronal. Estes processos dindmicos sdo baseados na capacidade
de componentes neurais em se adaptar e alterar sua estrutura ou repertorio funcional em
resposta a alteragcOes ambientais. Entretanto, alteracdes estruturais e funcionais cerebrais em
pacientes com desordens de humor deixam claro que as alteracdes na plasticidade neuronal
nem sempre sdo benéficas. Estudos tratando do impacto do estresse prolongado na habilidade
dos individuos envelhecerem com sucesso concluiram que os danos neuronais induzidos por

estresse e acumulados atraves da vida promovem desvantagem ao individuo em lidar com a
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diminuigdo da funcédo e viabilidade neuronal associado ao envelhecimento (SAPOLSKY et
al., 1985; MCEWEN, 2000).

O entendimento a respeito de como a extenséo, o tipo e a severidade do estressor e suas
interacdes determinam os efeitos do estresse na fisiologia e no comportamento necessita de
maiores esclarecimentos. Desta forma, torna-se fundamental a realizacdo de novos estudos
que visem a elucidagéo destas questdes e o desenvolvimento de novas terapias que assegurem

a melhoria da qualidade de vida.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

Nossos resultados demonstraram que 0S estressores psicossociais e biologicos
utilizados promoveram alterac6es no sistema de defesa antioxidante e no comportamento tipo-
ansioso dos animais avaliados. Contudo, no sexto dia apos a submissao aos estressores nao foi
possivel observar indicios de alteracbes nos processos de apoptose e neurogénese no
hipocampo e no cortex frontal sugerindo que este periodo de exposicao aos estressores nao foi
suficiente para causar a exaustdo na capacidade adaptativa do organismo. Entretanto,
podemos avaliar a possibilidade de que o periodo avaliado ndo foi eficaz em detectar os
efeitos deletérios analisados. Desta forma, estudos adicionais precisam ser conduzidos no
sentido de elucidar a presente questdo e os mecanismos associados as relagdes entre a resposta
ao estresse e 0s sistemas imune, antioxidante e consequéncias celulares e comportamentais

associadas.
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