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As pessoas sem imaginacdo podem ter tido as mais imprevistas aventuras, podem ter
visitado as terras mais estranhas. Nada lhes ficou. Nada thes sobrou. Uma vida n&o
basta apenas ser vivida: também precisa ser sonhada.

Mario Quintana

Alguns homens olham as coisas que existem e perguntam: por qué?
Eu sonho com as que nunca existiram e pergunto: por que ndo?

Bernard Shaw

Dedico esta dissertacdo a todos os pesquisadores
que se empenham no estudo do Estresse,
com vistas a contribuir para o bem da Humanidade.
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RESUMO

O estresse causa alteragbes na homeostasia do organismo,
acarretando a liberagdo de horménios e neurotransmissores que visam preparar o
organismo para responder a agao do estimulo estressante.

Modelos de estresse em animais sdo bastante estudados. Alguns, por
apresentarem como caracteristica principal a previsibilidade, podem gerar respostas
mais atenuadas ao agente estressor. Por esta razdo, desenvolvemos em nosso
laboratério um modelo de Estresse Crbénico Variavel, que apresenta como
caracteristica principal a imprevisibilidade.

Ratos Wistar machos foram submetidos a 40 dias de Estresse Crénico
Variavel, causado por 7 agentes estressores diferentes, de duracdo variavel e
apresentados em diferentes periodos do dia. Estes animais, ao final do tratamento,
apresentaram diminuicdo em seu peso corporal em comparagdo com 0s dos grupos
controle e manipulado, porém néo houve diferenga no consumo de ragéo e agua
entre os grupos. O peso das glandulas adrenais nos animais estressados foi maior,
0 que caracteriza uma maior atividade desta glandula.

Como os horménios liberados em resposta ao estresse sao
hiperglicemiantes, foram analisados 0s niveis glicémicos e o0s niveis de
corticosterona nos modelos de estresse agudo e crénico. No caso do estresse
agudo, 24 h apds uma sessao de natagdo ou imobilizagdo, ndo houve diferenga nos
niveis glicémicos dos animais estressados. Na medida realizada imediatamente apés
uma sessdo de imobilizacdo, os animais estressados apresentaram maiores niveis
glicémicos do que os controles. Porém quando esta medida foi realizada apdés uma
sessdo de natagdo, ndo houve diferenca significativa entre os grupos. Os niveis de
corticosterona imediatamente ap6s o estresse de natacdo e imobilizagdo foram
maiores nos animais estressados em compara¢ao com os controles .

No tratamento crénico, ndo se observaram altera¢des nos niveis de
corticosterona e glicose plasmaticos medidos 24h apds a Ultima sess&o de estresse.
Nas medidas realizadas imediatamente apds natagdo e imobilizagdo, os animais
estressados ndo apresentaram diferenga nos niveis glicémicos em comparagdo com
os demais grupos. Os niveis de corticosterona apresentaram aumento na medida
realizada apds o estresse, mas somente em comparagdo com o grupo manipulado,
sendo que somente apds a imobilizagdo este resultado foi significativo. Importante
ressaltar que os manipulados apresentaram menores niveis de corticosterona em
comparagdo com os controles, sugerindo que a manipulagido seja um estresse leve
gue acarreta uma possivel adaptagdo ao estresse diario.

Sabe-se que a liberagdo continua de hormédnios do estresse, como
glicocorticoides e adrenalina, pode causar danos em regides cerebrais como o
hipocampo, estrutura relacionada com processos de memoria. Os animais foram
submetidos assim a tarefas comportamentais como Esquiva Inibitéria e Esquiva
Ativa de Duas Vias, tarefas classicas para testar memoéria. Os animais do grupo
estressado apresentaram desempenho adequado para as tarefas. No Campo
Aberto, os animais estressados apresentaram comportamento semelhante ao dos
demais grupos, ndo apresentando alteragcdes na atividade locomotora e nos
comportamentos de exploragéo.

Os niveis de dopamina e noradrenalina foram medidos em quatro
regides do cérebro, cortex, hipocampo, hipotdlamo e amigdala, sendo gue somente
os niveis de dopamina apresentaram-se aumentados no coértex frontal. Nas outras
estruturas, ndo houve alteracdes.
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Sabe-se que 0s estimulos estressantes podem modular a resposta
nociceptiva. Os animais submetidos ao estresse e & manipulagdo apresentaram uma
diminui¢do no limiar da dor, caracterizando hiperalgesia, que persistiu duas semanas
apods o término do tratamento no grupo estressado.

Alteragdes no comportamento alimentar sao relatadas como
consequéncia do estresse, e, particularmente em um modelo semelhante a este,
existem relatos demonstrando uma diminuicdo no consumo de solugdes adocicadas.
Os nossos resultados concordam com os dados da literatura. Os animais
estressados apresentaram uma diminuicio no consumo de alimento doce, no estado
alimentado. Ja no jejum este grupo € apenas diferente do grupo manipulado, que
ingere maior quantidade de alimento doce. Apés o término do tratamento, os animais
estressados consomem alimento doce da mesma forma que os demais grupos.

Estes resultados sugerem que este modelo de estresse representa
efetivamente estresse crénico para os animais, visto que ocorre um aumento no
peso das adrenais. Por outro lado, ocorre uma certa adaptagao, pois a liberacido de
corticosterona e glicose nos animais cronicos apresenta um padrao diferente em
relacdo ao estresse agudo. Nas tarefas comportamentais estudadas, ndo houve
diferenga entre os grupos. Em relagdo aos niveis de dopamina esses encontram-se
aumentados somente no cortex frontal. Nao houve alteragdo nos niveis de
noradrenalina nas mesmas estruturas estudadas. Os animais estressados
apresentam hiperalgesia que persiste duas semanas apds o término do tratamento.
Sob efeito do tratamento os animais estressados cronicamente ingerem menor
quantidade alimento doce.

Xil
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INTRODUCAO

O ser humano ¢ uma totalidade integrada. O cérebro é o
érgéo de sintese e integracédo da relagdo do ser humano com o ambiente. Sua
Biosfera inclui ndo apenas o ambiente fisico e natural, mas tambem a
sociedade, a familia. Ndo existe ser humano fora desse ambiente, como né&o ha
peixe fora da agua. Tudo o que altera e polui sua relagdo com as outras
pessoas se reflete em seu organismo. O estresse causa alteragbes no
organismo em resposta a diversas situagdes.

Como primatas, seres humanos vivem em sociedade,
devendo cada individuo identificar o seu papel dentro dela e, em contrapartida,
identificar o papel dessa sociedade em relagéo a si mesmo e as circustancias
de estresse, encontrando atitudes para lidar com alteragbes da normalidade
provocadas pelo estresse social e seus agentes estressores que atuam sobre a
populagéo, cdmo por exemplo o caos do transito, problemas econdmicos,
assaltos, violéncia, poluicdo, e outros agentes, enfim, resultados de viver em
sociedade moderna.

Entende-se por estresse alterag6es fisicas ou psicoldgicas
capazes de promover mudangas na homeostasia do organismo. A resposta ao
estresse é parte integral de um sistema biolégico adaptativo. Respostas

comportamentais ou fisiolégicas s&o requeridas no dia-a-dia, permitindo que os



seres humanos e outros animais sobrevivam, dentro de limites dinamicos aos
frequentes desafios do ambiente (Charvat et al., 1964).

O estresse foi primeird definido por Seyle em 1936. Ele
descreveu o estresse como uma sindrome produzida por agentes nocivos
diversos, sendo uma resposta ndo especifica para um agente n&o especifico.
Seyle considerou que o primeiro estagio do estresse seria uma reagéo geral de
alarme denominada “sindrome da adaptacgao geral’. Esta definigdo foi de grande
importancia para estudos posteriores em relagdo ao estresse, pois serviu de
substrato para outras indagagdes em relagéo ao tema.

Em mamiferos, a resposta ao estresse envolve vérios
processos, seguindo o conceito de Seyle da “Sindrome da Adaptacdo Geral’
(Seyle, 1936). O principal componente neuroendécrino desta resposta é
mediado pelo eixo hipotalamo-hipéfise-adrenal (Cullinan et al, 1995). O estresse
€ um complexo processo com feedback e mecanismos de controle, ndo menos e
nem mais complicados do que qualquer outro dos sistemas do organismo
(sistemas auto-controladores). Esses mecanismos afetam muitos processos
organicos, podendo funcionar em situagées de alarme sempre que exista um
real ou aparente desafio a homeostasia do organismo (Ursin e OIff, 1993).

O conceito de estresse é composto, multidimensional,
constituido de trés principais elementos que podemos identificar como: a)
estimulo estressante; b) sistema de processamento do estimulo, incluindo

experiéncias de estresse subjetivas, e c) resposta ao estresse. Nao podemos



encarar estes trés elementos como estaticos, pois eles interagem entre si,
ficando dificil separa-los. A experiéncia e as caracteristicas dos inputs
sensoriais originadas das respostas ao estresse poderiam ser incluidas como
mais um elemento em sua conceituagéo ( Ursin e OIff, 1993).

O cérebro como 6rgéo integrador funciona
autonomicamente ligando os estimulos as respostas. Respondera a um estimulo
especifico, dependendo das informacdes sobre este estimulo particular. Em
outras palavras, a resposta depende de uma prévia experiéncia ou aprendizado.

A resposta normalmente étivada por um agente estressor
consiste de varias fases. A fase inicial, imediata, segue-se a exposi¢cdo ao
agente estressor. Ela parece similar a resposta de alarme descrita por Seyle,
exceto que ndo € uma toxicidade histaminica, conforme proposto inicialmente
por esse autor e ndo atinge a intensidade por ele descrita. Esta fase consiste
em muitas respostas que afetam quase todos sistemas regulatérios e 6rgaos.
Todos os sistemas endocrinos e os sistemas autbnomo e imunolégico tém sido
relatados como sensiveis a mudang¢as ambientais através destes mecanismos,
além de também demonstrarem-se alteragdes bioquimicas no cérebro (Modigh,
1974; Anisman, 1978). As mudangas produzidas por estes subsistemas fazem
parte de uma resposta total de ativagdo. As fases subseqtientes da resposta ao
estresse s&o caracterizadas pela liberagdo mais lenta de hormodnios do
estresse, como por exemplo os glicocorticéides, e também podem levar a

hipertrofia de algumas glandulas, como a adrenal.



Em recente revisdo da literatura relacionada ao estresse,
Levine e Ursin (1991) relatam a importancia da carga emocional relacionada ao
estimulo estressante. O aspecto emocional é de muita importancia e varia com
aspectos particulares de cada individuo. Desta forma podemos visualizar a
interrelacdo do sistema limbico com os sistemas de resposta ao estresse.

Varias vias de entrada (inputs) relacionadas com o estresse
convergem para os neurdnios do nucleo hipotaldmico paraventricular (PVN).
Estes neurdnios, que sintetizam, entre outros, hormonio liberador de
corticotrofina (CRH) e arginina-vasopressina, projetam-se para a eminéncia
média, onde seus produtos sdo liberados na circulagdo porta, agindo na
hipofise anterior e resultando na sintese e liberagdo de hormonio
adrenocorticotréfico (ACTH) e outros peptideos derivados de um precursor
comum, a pro-6pio-melanocortina (POMC). O ACTH, por sua vez, ativa a
biossintese e liberagcdo de glicocorticdides do cortex da adrenal (corticosterona
nos roedores e cortisol nos primatas). Estes esterdides possuem uma atuacéo
extremamente ampla, mediada por receptores especializados que afetam a
expressdo e regulagdo de genes através do organismo, resultando em
mudancas em varios processos metabdlicos. Entre os eventos observados em
resposta aos glicocorticoides, incluem-se, por exemplo, alteragbes nas
respostas imunes e processos inflamatorios, além da resposta ao estresse.
Muitos destes processos sao requeridos para uma adaptagdo e preparagéo do

organismo para lidar com a situagéo estressante, incluindo mudangas na forma



de obtencado de energia e no metabolismo (Cullinan et al, 1995; Akil e Morano,
1995).

Devido a sua poténcia e largo campo de agéo, os
glicocorticbides devem ser mantidos em niveis apropriados. O excesso ou a
falta destes hormonios pode causar efeitos deletérios ao organismo. Sua
regulacéo é realizada através de complexas algas de feedback operando nos
niveis de hipdfise e cérebro. A ativagdo do eixo hipotalamo-hipofise-adrenal
representa a manifestacdo primaria do estresse, mas deve-se levar em conta
que aspectos adicionais da resposta do cérebro ao estresse, e suas interagbes
potenciais, devem ser considerados para um completo entendimento dos efeitos
do estresse.

Sabe-se que, em situacdes de estresse, uma rede
complexa de hormobnios € ativada para desempenhar diversas fungdes.
Neurénios no hipotalamo séao estimulados e estes vao aumentar a liberagcéo de
CRH, que consequentemente ira promover na hipéfise a liberacdo de ACTH,
que, por sua vez, ira ativar o cértex da glandula adrenal para liberar hormonios,
os glicocorticoides (Horner et al, 1990; Berne & Levy, 1992;Tizabi & Aguilera,
1992). O aumento no plasma dos niveis de catecolaminas e cortisol (um dos
glicocorticdides) em conjunto aumentara a produgao de glicose (Berne & Levy,
1992). A adrenalina liberada ativara as vias da glicogendlise, enquanto que o
cortisol exercerd sua acgdo para suprir os substratos de aminoacidos para a

gliconeogénese. Ambos os processos tém como finalidade a defesa imediata do



organismo e irdo desviar os “gastos” de energia periféricos para um melhor
desempenho (Berne & Levy,1992). Sendo assim, ocorre um aumento da
pressado arterial, broncodilatacdo e vasoconstrigdo periférica. Atividades como
as dos tratos gastrintestinal e urinario sdo diminuidas (Berne & Levy, 1992).
Podemos perceber a importancia destes horménios diante de uma situag&o
estressante. Em resposta a um estresse agudo os glicocorticoides s&o liberados
a fim de adaptar o organismo a situagéo estressante. Porem uma liberacdo
didria e continua destes hormdnios poderia levar a situacdes patoldgicas
(Sapolsky, 1986).

Um modelo geralmente usado para o estudo da integragéo
dos vérios componentes do estresse é o tratamento cronico. O estresse agudo,
por um lado, apresenta uma resposta fisioldgica relativamente bem
caracterizada. Sabe-se que o estresse cronico induz alteragdes
comportamentais, neuroquimicas e enddcrinas diferentes daquelas causadas
pelo estresse agudo (Marti et al, 1993).0 modelo de estresse cronico oferece a
oportunidade de examinar a plasticidade do sistema, revelando diferentes
possibilidades de adaptagdes (Akil e Morano, 1995).

Os efeitos do estresse cronico diferem em relacdo a
natureza do agente estressor, durag&o do regime de estresse, idade e espécie
de animal. Outras caracteristicas fisioldgicas dos estressores como
controlabilidade e previsibilidade sdo importantes (Marti et al., 1993). Existem

relatos em relag&o a regularidade da exposicdo ao estresse cronico mostrando
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sua importéncia na determinagdo de variaveis fisiologicas como niveis
plasmaticos de corticosterona, glicose e acidos graxos livres (Marti et al., 1993).
Sapolsky e colaboradores propéem que as alteragbes causadas pelo estresse
crdnico sdo comparaveis as alteracbes causadas pelo enveIhécimento
(Sapolsky et al., 1985).

Em nosso laboratorio, desenvolvemos um modelo de
estresse cronico por imobilizacdo em ratos. Neste modelo, os animais s&o
estressados cinco vezes por semana, sempre por imobilizagdo, durante 1h a
cada dia. Alguns efeitos sobre a memoria foram observados (Xavier, 1995),
sendo tarefa-especificos (amnésia na tarefa de exposicdo ao campo aberto,
enquanto ndo se observou efeito nas 'tarefas de esquiva ativa de duas vias e
inibitéria).

Um determinante critico para respostas fisiologicas e
comportamentais dos animais cronicamente estressados é a previsibilidade do
agente estressor, o que, de certa forma, ocorre no modelo descrito acima.
Varios autores sugerem que as respostas fisioldgicas ao estresse possam ser
“amortecidas” se o animal tem informacdo prévia relativa ao comeg¢o, duracéo
ou término de cada sessé&o de estresse (Konarska et al., 1990). Por esta razéo,
desenvolvemos em nosso laboratério um modelo que tem como caracteristica
principal a imprevisibilidade, o modelo de estresse cronico variavel. Este
modelo foi idealizado com base em trabalhos ja descritos na literatura, porém

com algumas modificagdes (Willner et al., 1987; Konarska et al., 1990:



Echandia et al., 1988; Muscat at al., 1992; Jordan et al., 1994, Willner and
Muscat, 1991; Papp et al., 1991; Murua e Molina, 1992).

Conforme visto acima, a resposta ao estresse € parte
integral de um sistema biolégico adaptativo. Respostas comportamentais ou
fisiologicas s&0 necessarias para que seres humanos e outros animais
enfrentem e sobrevivam, dentro de limites dinamicos, os freqlientes desafios do
ambiente (Charvat et al., 1964). Assim sendo, alteragbes neuroenddcrinas e
comportamentais sdo observadas em resposta ao estresse. Nesta dissertagéo;

estudamos os efeitos do estresse tanto no campo neuroenddcrino quanto

comportamental.
Estresse, Catecolaminas e Glicocorticbides

A liberagdo de hormonios glicocorticdides (pelo cortex da
glandula supra-renal) e adrenalina (pela medula da mesma glandula, em
resposta a ativacado do sistema nervoso simpatico) & uma consequéncia classica
da resposta do organismo ao estresse. Tanto os glicocorticdides quanto a
adrenalina s&o hormodnios hiperglicemiantes, provocando a liberagdo de glicose
a partir das reservas de glicose (glicogénio hepatico) (Marks et al., 1996) para a
circulacdo. A adrenalina tem o mesmo efeito do hormbnio glucagbénio (Marks et
al.,, 1996), sinalizando a necessidade de energia, 0 que propicia uma

estimulagdo na liberagdo da glicose armazenada na forma de glicogénio, e, o



mais importante, encaminhado-a para o cérebro, entre outros tecidos
periféricos, mecanismo que ja foi proposto como o responsavel pelo efeito da
adrenalina sobre a memoria (Gold,1986; Gold e Hall, 1986; McEwen e
Sapolsky, 1995).

Os niveis glicemicos s&o considerados por alguns autores
como sendo um parametro marcador da intensidade do estimulo estressor e
também um indice de habituagdo ao estresse quando o animal € exposto
repetidamente a um mesmo tipo de estressor (Armario et al.,, 1990). Os niveis
glicémicos funcionam também como uma medida indireta dos hormonios
liberados nessa situagdo, através da avaliagdo de seus efeitos
hiperglicemiantes.

Durante uma situagao de estresse ocorre um aumento dos
niveis de glicocorticdides, também encontrado em processos de
envelhecimento, e tem sido sugerido que estes niveis aumentados acarretariam
a aceleragéb da degeneragao em neurdnios hipocampais (Dachir et al., 1993;
Sapolsky et al., 1985; Dachir et al., 1995). A influéncia do estresse e do sistema
enddcrino nos processos de envelhecimento parece ocorrer primariamente no
hipocampo (Dachir et al., 1993; Sapolsky et al., 1985; MclIntosh e Sapolsky,
1996).

Prolongadas exposi¢cdes de ratos a altos niveis de
corticosterona causam mudangas neuroquimicas com inducdc de

neurotoxicidade no hipocampo, deixando os neurbnios mais suscetiveis a
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insultos neuroldgicos, possivelmente por alterar o transporte de  glicose
(substrato energético) nessa estrutura (Sapolsky, 1986, 1987; Horner et
al.,1990), podendo acarretar degeneragéo do tecido (Moghaddam et al., 1994).
Os glicocorticoides atuam no hipocampo alterando sua
funcdo neuroquimica e atividade eletrofisiologica, afetando concomitantemente
o comportamento, o humor, o controle neuroenddcrino e a sobrevivéncia
neuronal. Estas agées s&o mediadas por receptores intracelulares de dois tipos:
mineralocorticoides (Tipo 1) e glicocorticoides (Tipo II). Ambos os receptores séo
encontrados em grande quantidade no hipocampo (Yau et al., 1994). O receptor
mineralocorticdide apresenta sitios de alta afinidade para ligacdo com

corticosterona, sugerindo-se estar mais envolvido em fungbes basais ou

“tdnicas” circadianas.

Por outro lado, o hipocampo é uma estrutura do cérebro
importante para os processos cognitivos, como, por exemplo, para aquisi¢do de
tarefas espaciais e comportamentos exploratorios e habituacdo ao ambiente

novo (Dachir et al., 1995).

Os efeitos neurotdxicos tém sido atribuidos a um aumento
da ativagdo dos neurdnios glutamatérgicos causados pela secrecdo de
glicocorticdides. Estudos recentes indicaram que a exposicdo a estressores
fisicos ou farmacologicos aumenta a liberagéo de glutamato no hipocampo e em
outras regides, como o cortex pré-frontal e glanglios da base (Moghaddam,

1993; Moghaddam et al., 1994).
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As catecolaminas recebem este nome por apresentarem um
nucleo catecol. Dopamina, noradrenalina e adrenalina s&o neurotransmissores
e/ ou horménios na periferia e no sistema nervoso central. S&o sintetizados a
partr de um aminoacido, a tirosina. A noradrenalina € o principal
neurotransmissor simpatico. Dopamina, precursor da noradrenalina, tem
atividade bioldégica periférica, mais particularmente no rim, e serve como
neurotransmissor em muitas rotas importantes do sistema nervoso central. A
adrenalina é formada pela N- metilagdo da noradrenalina; € o horménio liberado
da glandula supra-renal e estimula em diversos 6rgédos os receptores de
catecolaminas. A adrenalina _é encontrada em menor quantidade no sistema
nervoso central, pois somente alguns neurbnios usam-na como
neurotransmissor.

Apds um animal ser exposto a um estresse agudo ocorre a
ativagdo do sistema de aminas biogénicas no cérebro. Por exemplo, uma uUnica
sessdo de imobilizagdo pode aumentar o furnover ou a liberagdo de
noradrenalina, dopamina e serotonina no cortex frontal (Jordan et al., 1994).
Pouco, porém, se sabe sobre a resposta das aminas biogénicas em situaces
de estresse cronico.

Existem estudos em relagdo as catecolaminas periféricas
que sugerem que as quantidades de adrenalina e noradrenalina secretadas
durante o estresse dependem do tipo do estresse, ou do tipo de emogéo que

este provoca. Uma teoria, a mais citada, € que o medo esta ligado a secrecéo
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de adrenalina, enquanto que a raiva acompanha-se de um aumento paralelo na
liberagéo de ambas, adrenalina e noradrenalina (Stanford, 1993).

Em modelos de estresse repetido ou prolongado, alguns
autores sugerem que a resposta das catecolaminas siga um padrao, com
aumento progressivo até atingir um pico, seguido ent&o por um declinio aos
niveis basais, antes do término do estresse (Konarska et al., 1989; Winder et
al., 1978; Stanford, 1993).

| Sabe-se que estruturas como hipocampo, cortex cerebral,
bulbo olfatério e nicleo amigdaloide s&o inervados por neurbnios do locus
coeruleus onde existem aferéncias de neurdnios adrenérgicos do hipotalamo.
Um estimulo ndo nocivo ativa os neurdnios noradrenérgicbs do locus coeruleus.
resultando na liberagdo de noradrenalina nas fendas sinapticas. Um estresse
previsivel também pode influenciar a liberagéo de noradrenalina. Tsuda et al.
(1989) sugeriram que a noradrenalina é liberada em méior quantidade quando o
estresse & imprevisivel em comparagdo com um estresse previsivel.

Existem controvérsias em relagdo aos niveis de
noradrenalina no estresse crbnico. Alguns autores sugerem uma diminuigcao,
causada pela adaptagdo, outros sugerem que tudo depende da natureza do
estressor e das regides estudadas (Anisman et al., 1980; Stanford, 1993).

Thierry et al demonstrou ocorrer mudangas no turnover de
dopamina, sugerindo que somente neurbnios dopaminérgicos mesocorticais

inervariam o cortex pré-frontal, onde seriam ativados por estresse (Thierry et al,



1976). Este ponto de vista foi revisado, e sugere-se que 0s neurdnios
dopaminégicos que inervam o cortex pre-frontal apresentam maior sensibilidade
aos niveis de estresse, respondendo a estimulos moderados como choque nas
patas. Os neurdnios de outras areas do cérebro responderiam a estimulos mais
severos ( ex: imobilizag&o) ou prolongamento do periodo de estresse (Stanford,
1993). Entretanto, novas técnicas tornaram possivel maior sensibilidade nas
medidas, demonstrando liberagdo de dopamina no cérebro e no sistema

mesolimbico sempre em resposta a um estresse moderado (Deutch et al,

1985).

Estresse e Memoria

Vérios dos sistemas moduladores envolvidos na resposta
de adaptagao ao estresse apresentam efeito sobre a memoria. Entre eles estéo
os sistemas mediados por catecolaminas, como a adrenalina e a noradrenalina
(Gold & van Buskirk, 1978; lzquierdo & Dias, 1983a; Armario et al. 1990; Marti
et al, 1993), ou por neuropeptideos, como a B-endorfina, o ACTH e a
vasopressina (lzquierdo et al., 1982; Izquierdo & Dias, 1983b: Almeida &
lzquierdo,1984; Tizabi & Aguilera, 1992), todos liberados em resposta ao

estresse (David et al., 1973; Almeida & Izquierdo, 1984).

Sabe-se que, em nivel periférico, vérios sistemas hormonais

sdo ativados em resposta ao estresse, e que muitos podem atuar sobre o
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processo de consolidagdo da meméria (lzquierdo, 1984; Dilsaver et al.,1986).
Os horménios mais estudados nesse aspecto sdo a adrenalina, o ACTH e a

vasopressina (Gold & McCarty, 1981; Izquierdo & Dias, 1983a; 1983b; Almeida

& lzquierdo, 1984; Gamaro et al, 1997).

Varios sistemas de neurotransmissores, como 0 sistema
colinérgico septo-hipocampal (Frikelstein et al., 1985), também sao ativados em

resposta ao estresse.

Os hormonios do eixo hipotalamo-hipéfise-adrenal estéao
intimamente relacionados com os mecanismos de memoéria em ratos (Gold et
al., 1982 Izquierdo & Dias, 1983a; 1983b; Almeida & Izquierdo, 1984). Entre os
diversos estudos demonstrando o envolvimento de hormdnios hipofisarios com
a modulagdo da memdria, encontram-se evidéncias de que a retirada do lobo
anterior da hipofise, ou de toda a glandula, acarreta uma diminuig&o do
aprendizado de fuga. Este efeito foi revertido por tratamento com ACTH (de
Wied, 1977). Os efeitos do ACTH s&o semelhantes aos da adrenalina.
Observa-se uma curva dose-resposta em U invertido, onde doses muito altas
sdo amnésicas e doses moderadas séo facilitadoras. Sua administracdo apos o
treino pode aumentar ou diminuir a memoria, dependendo aparentemente dos
niveis endégenos no momento da administragdo (lzquierdo & Diés, 1983b;
Dalmaz et al., 1988).

A vasopressina, também liberada em situagbes de estresse,

apresenta efeitos semelhantes aos da adrenalina e do ACTH (lzquierdo 1989).

14



Os efeitos de hormobnios relacionados ao estresse sobre a memoria s&o
mediados por neurdnios noradrenérgicos na amigdala (Ferreira, 1992). No
entanto, a via que estabelece esta conexdo entre as agbes da adrenalina, do
ACTH e da vasdpressina periféricos com a atividade em nivel de amigdala néo

¢é conhecida (lzquierdo, 1989; Ferreira, 1992).

Existem varios trabalhos na literatura que demonstram
efeitos de estresse agudo ou de hormonios liberados pelo estresse agudo sobre
a memoria (Armario et al.,1988; Gold & Van Buskirk, 1978; Izquierdo & Dias,
1983a;1983b; Almeida & Izquierdo, 1984; Gold & Hall, 1986). No entanto, pouco
se sabe sobre estresse cronico e memoria. Por esta razdo, resolveu-se
trabalhar com estresse cronico e com as alteracdes causadas por este. Dados
da literatura demonstram que a liberagdo de dlicocorticoides, que tém
receptores principalmente no hipocampo, pode interferir no metabolismo de
neurdnios hipocampais, causando danos nutricionais. Esses hormonios
diminuem o transporte de glicose, deixando 0s neurbnios mais suscetiveis as
agressées teciduais e podendo levar a morte destes (Sapolsky et al., 1988;
Sapolsky, 1986). Isto pode acarretar um déficit das funcdes desta estrutura
cerebral, como as fungbes relacionadas com os processos de memdria
(Izquierdo, 1989). O estudo dos danos causados por glicocorticéides foi referido
como semelhante ao que ocorre no processo de envelhecimento (Sapolsky et

al., 1988; Sapolsky, 1986, Sapolsky et al.,1985).
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Estresse e Nocicepgéo

Viarias evidéncias indicam que o estresse pode causar
efeitos antinociceptivos. Este € um fendbmeno relevante para percepgéo e
resposta a dor e modulacdo de respostas comportamentais. Os tipos de
estresse estudados incluem: choque nas patas, natacdo no frio e imobilizagéo

(Menendez et al., 1993; Kelly et al., 1993).

A analgesia é uma resposta adaptativa ao estresse,
observada em seres humanos e em animais de laboratério. Pode ser
‘desencadeada por diferentes mecanismos, de acordo com o agente estressor
(Menendez et al., 1993). Diferentes mediadores tém sidorsugeridos como
envolvidos no aparecimento dos efeitos analgésicos causados pelo estresse,
como dopamina, opidides, serotonina, histamina ou aminoacidos excitatorios,

com atuacdo em receptores glutamatérgicos do tipo NMDA (Menendez et al.,

1993).

Em modelos experimentais, a analgesia tem sido
classificada em opidide e n&o opidide. A primeira caracteriza-se por ser
revertida por naloxone e quando existe a presenga de tolerancia a efeitos
analgésicos depois de um estresse repetido ou indugéo de tolerancia cruzada
com efeitos analgésicos da morfina (Kelly et al.,, 1993) enquanto que, .a

analgesia n&o opidide ndo é revertida por naloxone.
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Estudos realizados em nosso laboratério demonstraram que
o estresse crénico por imobilizacéo, ao contrario do estresse agudo, € capaz de

levar a um efeito hiperalgésico em ratos Wistar machos (Gamaro et al., 1998).

Estresse e Desordens Afetivas

Tem sido sugerido que anormalidades na resposta do eixo

hipotalamo-hipdéfise-adrenal podem estar associadas com uma variedade de

estados patologicos.

Algumas mudangas na ativagéo do eixo hipotalamo-hipdfise-
adrenal, falta de ativagdo ou modelos alternados de ativagdo s&o alguns dos
problemas que podem aparecer, por exemplo, na sindrome de Cushing e na
doenca de Addison, patologias estas que refletem alteragbes nos niveis de
glicocorticodides pelo mau funcionamento da glandula adrenal, acarretando
disturbios metabdlicos na utilizacdo de energia e na resposta ao estresse
(Michelson et al., 1995). Outro exemplo de hiper-ativacdo do eixo hipotalamo-
hipéfise-adrenal € a depress&o maior, em que ocorre um aumento na producéo
de cortisol e possivel excesso de CRH, devido a um defeito no
hipotalamo.(Michelson et al.,1995).

Falamos acima sobre o efeito de disfungbes no eixo
hipotalamo-hipdfise-adrenal, mas sabe-se que o estresse pode precipitar o

aparecimento de doengas afetivas ou ser um fator de predisposicéo para estas



(Ferreti et al., 1995). Os glicocorticdides afetam o comportamento e o humor. O
sistema serotoninérgico é muito importante em varias fungdes cerebrais, entre
elas, reacdo ao estresse, depressao e ansiedade (Nishi e Azmitia, 1996).

Os glicocorticoides liberados através da resposta ao
estresse induzem a atividade da enzima triptofano-hidroxilase no nucleo da rafe,
estimulando a sintese e turnover de serotonina (Azmitia e McEwen, 1969;
Azmitia et al., 1993). Os glicocorticéides podem também modular diretamente a
neurotransmissao serotoninérgica através da regulacdo dos  niveis de
receptores (Biegon et al., 1985). Varios estudos demonstraram que os
receptores para serotonina, no caso o 5HT,, s&0 sensiveis aos niveis de
glicocorticoides circulantes (Niéhi e Azmitia, 1996).

Existe uma interrelacdo entre desordens afetivas e o
estresse. O modelo de estresse cronico variavel, por exemplo, tem sido utilizado
na investigacdo experimental da depressao (Ferreti et al.,, 1995), uma vez que
aquele modelo mostrou-se capaz de induzir anedonia, um dos efeitos mais
importantes apresentado em desordens afetivas dessa natureza. Em geral, este
efeito é testado por medidas de consumo de sacarose (Willner et al., 1987),
condicionamento de preferéncia de lugar (Papp et al.;1991; Willner et al.,1992)e
auto estimulagéo intracranial (Moreau et al., 1992).

Quando um animal é confrontado com uma ameaca & sua
integridade fisica ou a sua propria sobrevivéncia, seja esta representada por um

predador ou um agressor da mesma espécie, seja por uma simples mudancga no
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ambiente (estimulo) que o advirta, emitird respostas comportamentais e
neurodegenerativas que caracterizam a reagdo de medo (Graeff, 1989). Esta &
a definicdo de ansiedade para este autor. Estas situagbes sao semelhantes a
situagdes de estresse, acarretando a liberagdo de hormonios, que, no caso dos
glicocorticoides, tém seu tecido alvo no hipocampo, o qual esta intimamente
ligado a processos de memoria e emogbes (McNaughton, 1993).

Dados obtidos em nosso laboratério, utilizando o modelo de
estresse cronico por imobilizagdo, em um teste de comportamento alimentar (Ely
et al., 1997), indicam que animais estressados repetidamente apresentam um
aumento no consumo de alimento doce, sem haver, no entanto, aumento no
consumo de ragdo padréo. Esten aumento no consumo de alimento doce foi
revertido pela administracdo de um ansiolitico, o diazepam. Sugere-se, entao,

que este modelo de estresse pode causar ansiedade no animal.

O estresse também esta intimamente relacionado com
doengas afetivas. No Sistema Nervoso Central os corticosterdides liberados em
situacbes de estresse afetam o humor e o comportamento. Alteracbes no eixo
hipotalamo-hipofise-adrenal sdo encontradas em pacientes deprimidos, o que
sugere um papel importante destes hormodnios na etiologia da depresséo e de
outras doencgas afetivas (Chalmers et al, 1993). O sistema serotoninérgico
também tem um papel importante em inumeras fungbes cerebrais, incluindo

réag;éo ao estresse, depressdo e ansiedade (Nishi e Azmitia, 1996).
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Existem trabalhos sugerindo que o estresse atue como um
fator de predisposi¢éo e precipitagdo em doengas afetivas, como por exemplo a
depressdo (Malysko et al, 1994; Ferreti et al, 1995). A depressao pode ser
caracterizada como o rhal do final do século. Dados da Organizagdo Mundial da
Saude indicam que 5% a 6% da populagdo mundial sofre de depresséo.

A exposicdo ao estresse agudo e cronico pode estar
associada a desordens neurologicas e psicolégicas, que tém sido atribuidas, em

parte, a efeitos neurotdxicos do estresse em neurbnios hipocampais

(Moghaddam et al., 1994).

Com base no exposto anteriormente, este trabalho teve
como objetivos gerais desenvolver um novo modelo de estresse crbnico em
nosso laboratério, 0 modelo de estresse cronico variavel. Dados da literartura
tém demonstrado que a previsibilidade pode ser considerada como um fator de
habituagdo do animal ao estresse, o que pode "mascarar" alguns efeitos da
resposta a um agente estressor. Foi desenvolvido um protocolo constituido de 7
agentes estressores diferentes, aplicados em diferentes periodos do dia, de
duragédo variavel.

Considerados os aspectos levantados acima, os objetivos gerais desta
dissertagdo de mestrado séo o desenvolvimento de um modelo de estresse
cronico variavel e avaliagdo de seus efeitos sobre parametros gerais,

comportamentais e bioquimicos.
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OBJETIVOS

1. Avaliar os efeitos do‘ modelo de estresse cronico variavel sobre
parametros gerais e bioquimicos em ratos Wistar.

1.1 Avaliar o consumo de agua e racado pelos animais submetidos

ao estresse, em comparagdo com 0s animais dos grupos controle e manipulado.

1.2 Avaliar a curva de peso corporal dos animais ao inicio e ao

final do tratamento.

1.3 Avaliar o peso das adrenais dos animais ao final do tratamento,

levando em considerag&o seu peso corporal.
1.4 Avaliar os niveis glicémicos.

1.5 Avaliar os niveis plasmaticos de corticosterona nos diferentes
grupos estudados - animais cronicamente estressados e controles.

1.6. Avaliar os efeitos do modelo de estresse cronico variavel
sobre os niveis de catecolaminas (noradrenalina e dopamina) em quatro

estruturas cerebrais diferentes: hipotalamo, hipocampo, amigdala e cortex

frontal.

2. Avaliar os efeitos do modelo de estresse cronico variavel sobre a
memobria, utilizando duas tarefas diferentes: Esquiva Ativa de Duas Vias e

Esquiva Inibitoria.

3. Avaliar os efeitos do modelo de estresse cronico variavel sobre a

resposta nociceptiva.
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4. Avaliar os efeitos do modelo de estresse cronico variavel sobre o
comportamento alimentar de ratos Wistar, mais especificamente sobre a
ingestao de alimento doce.

5. Avaliar os efeitos do modelo de estresse cronico variavel sobre o

comportamento dos animais estudados no Campo Aberto.
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MATERIAL E METODOS

Animais Experimentais

Foram utilizados ratos Wistar machos (com 60 dias de idade
no inicio do tratamento) provenientes do Biotério do Instituto de Ciéncias
Basicas da Saude da UFGRS, num total de 359 animais. Os animais foram
pesadds e divididos em 3 grupos, apresentando uma meédia de pesos
semelhante ao inicio do tratamento. Foram mantidos em caixas - moradia de
plexiglass, medindo 65 X 25 X 65 cm, com assoalho recoberto de serragem.
Oito animais por caixa permaneceram no ratario sob condi¢bes controladas de

temperatura e ciclo normal claro/escuro (luz acessa das 7h as 19h), com racgao

padronizada e agua “ad libitum”.

Estresse Cronico Variavel

Os animais foram divididos em 3 grupos: Controle,
Manipulado e Estressado. Os animais pertencentes ao grupo Controle
permaneceram no ratario durante o periodo do tratamento, tendo sido expostos
apenas a manipulacdo dos funcionarios para limpeza das caixas-moradia. Os
animais do grupo Manipulado receberam manipulagdo diaria, consistindo na

marcacgdo de suas caudas durante o periodo de tratamento. Os animais do
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grupo Estressado foram submetidos a um tratamento de estresse cronico
variavel durante pelo menos 40 dias. O modelo de estresse cronico variavel foi
desenvolvido com base em modelos pré-existentes (Willner et al., 1987,
Konarska et al., 1990; Echandia et al., 1988; Muscat et al., 1992; Jordan et al.,
1994; Willner e Muscat, 1991; Papp et al., 1991; Murua et al., 1992 ), porém
com algumas modificagbes. O modelo baseia-se na exposigdo do animal a 7
agentes estressores diferentes: (1) luz piscante, (2) imobilizagdo no frio, (3)
isolamento, (4) natagdo forgada, (5) retirada de comida, (6) imobilizagéo e (7)
retirada de agua, durante turnos variados. O tempo de exposicao era variavel,

podendo ou n&o haver dias intercalados sem a presenca de agentes

estressores ( Figura 1).

Apo6s pelo menos 40 dias de tratamento, os animais foram

submetidos a tarefas comportamentais e analises bioquimicas.

Agentes Estressores

Luz Piscante
A caixa-moradia dos animais era colocada dentro de uma
caixa de madeira, medindo 50 cm de altura, 60 cm de largura e 40 cm de
profundidade, éom a face anterior de vidro. Na tampa da caixa de madeira havia
uma lampada que poderia ser branca, verde ou azul ( 40 W ) e que piscava

numa frequéncia de 2 Hz. Esta caixa era colocada em uma sala escura durante
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o tempo determinado para a sesséo de estresse, que variava de 30 minutos até

4h.

Imobilizagdo
Os animais eram imobilizados em cilindros plasticos de
diametro regulavel durante diferentes intervalos de tempo, que podiam variar de

30 minutos a 3 h, conforme o protocolo.

Imobilizagdo no Frio
Constituiu-se do mesmo processo de imobilizagdo descrito
acima, porém o0s animais permaneciam imobilizados em ambiente com

temperatura de 0-4°C.

Isolamento
Os animais permaneciam de 2 a 3 dias em caixas-moradia
individuais, no ratario do Departamento de Bioguimica, com ciclo claro-escuro,

de 12h, agua e comida "ad libitum".
Natacdo Forgada

Os animais eram submetidos a natagdo forcada em um

aquario de vidro, com 50 cm de altura por 40 cm de largura, com temperatura
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entre 25 e 30° C . O animal era colocado na agua e permanecia por um tempo

que poderia variar de 10 a 15 minutos, de acordo com o protocolo.

Retirada da agua

Os bebedouros dos animais eram retirados por 24 h.

Retirada da comida

A racao dos animais era retirada por 24 h.

Na Tabela | esta descrito um protocolo tipico para aplicac&o

do Estresse Cronico Variavel

Estresse Agudo

Os animais foram divididos em 2 grupos : Controle e
Estressado. Os animais do grupo Controle permaneceram em suas caixas

moradias, enquanto os do grupo Estressado foram submetidos a uma Unica

sessdo de estresse.

No tratamento agudo foram utilizados somente dois dos sete
agentes estressores constituintes do modelo crdnico, imobilizagdo por 1h e

natacao for¢ada por 10 minutos.
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Figura 1. Desenho esquematico dos agentes estressores aplicados nos animais
submetidos aos tratamentos de estresse. A- Retirada de agua. B- Retirada de

comida. C- Imobilizagdo. D- Imobilizagdo no Frio. E- Isolamento. F- Natacdo

Forgada. G- Luz Piscante.
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Tabela I. Protocolo padréo para aplicagdo dos agentes estressores.
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TAREFAS COMPORTAMENTAIS

Esquiva Inibitéria

Foi realizada conforme descrito na literatura (lzquierdo &
Dias,1981, Dias & lzquierdo,1983 e Almeida & lzquierdo,1984). Para tal, foi
utilizada uma caixa de condicionamento automatizada (ALBARSCH), medindo
50 cm de comprimento, 25 cm de largura e 25 cm de altura, com a face frontal
em vidro. O assoalho era constituido de uma grade de barras de bronze, com 1
mm de didmetro, espacadas 1 cm umas das outras, através das quais era
possivel aplicar uma diferen¢a de potencial elétrico de intensidade variavel.
Parte da metade esquerda do assoalho consistia de uma plataforma de madeira
compensada revestida por férmica, com 7 cm de largura, 25 cm de
comprimento e 5 cm de altura (Figura 2).

Na sesséo de treino, o animal era colocado de frente para o
canto posterior esquerdo da caixa de condicionamento, sobre a plataforma. A
laténcia até a descida completa do animal (com as 4 patas na grade de bronze)
era cronometrada. Imediatamente, o animal recebia choques de 60 Hz nas
patas, de forma intermitente, por 4 segundos, de intensidade igual a 0,3 mA.

Na sessdo de teste, 24h apds o treino, o animal era
recolocado na caixa de condicionamento, sobre a plataforma (da mesma
maneira que foi colocado no treino), e a laténcia até descida para a grade era

medida novamente, sendo omitidos os choques nas patas. Estipulou-se um teto

29



Figura 2. Desenho esquematico da caixa de Esquiva Inibitoria.
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(medida maxima de tempo para o rato permanecer na plataforma sem descer)

de 300 segundos.

A diferenca de laténcia teste-treino era tomada como

medida de memoria.

Foram utilizados 47 animais para realizag&o desta tarefa (16

controles, 15 manipulados e 16 estressados).

Esquiva Ativa de Duas Vias

Foi realizada em uma caixa de condicionamento semelhante
a da tarefa anterior, porem n&o continha a plataforma (Pereira et al, 1989,
Bianchin et al, 1993) (F'igura 3).

Na sessdo de treino, o animal era colocado no lado
esquerdo da caixa e, depois de um periodo de habituagdo de 3 minutos,
iniciava-se a tarefa. Consistia na apresentac&o de um tom (1,0 Hz, 5s, 70dB) e,
imediatamente apds, no lado da caixa onde estava o animal, era aplicado um
choque intermitente nas patas de 0,5 mA de intensidade, o qual era mantido até
que o animal cruzasse para o outro lado da caixa, onde n&o havia choque, e
assim sucessivamente. Os intervalos entre tons eram aleatdrios (0 - 50 s). A
tarefa compreendia um total de 30 tons, e, para evitar o choque, os animais
aprendiam a emitir resposta de cruzamento durante a apresentagdo do tom

(resposta de esquiva). Tanto os estimulos (choque e tom) quanto o registro dos
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Figura 3. Desenho esquematico da caixa de Esquiva Ativa de Duas Vias.
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cruzamentos eram controlados automaticamente. O numero de cruzamentos e

de choques emitidos era anotado.

A sessido de teste era realizada 24h apds a sesséo de
treino, de forma semelhante a sess&o de treino, apenas o tempo de habituagéo
era de 2 minutos. A diferenga entre o numero de fugas ao choque no treino e no -

teste era comparada e tomada como medida de memodria.

Foram utilizados 45 animais para realizagdo da tarefa (15

controles, 14 manipulados e 16 estressados).

Ingestao de Alimento Doce (froot- loops)

O teste foi realizado em corredores de madeira com 50 cm
de comprimento por 10 cm de largura, com teto de vidro (Figura 4). Na
extremidade oposta ao lado onde o rato era colocado havia um recipiente com
10 rosquinhas froot-loops da Kellogs® (alimento doce) (Ely et al, 1997).

Uma semana antes do inicio do teste os animais foram
habituados ao novo ambiente e ao novo tipo de alimento. Nesta semana de
habituac&o os animais estavam em jejum e foram expostos a tarefa durante 3
minutos. O animal foi colocado dentro do corredor ’em lado oposto ao do
alimento e de costas para este. Apds os 3 minutos, 0s animais foram retirados e
contava-se 0 numero de froot-loops ingeridos. Apds o término da tarefa, os

animais recebiam rag&o padr&o durante 2h e depois deste tempo retornavam ao

jejum.
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Apos essa semana de habituagdo, os animais foram
expostos ao teste propriamente dito, primeiramente em jejum e depois, no dia

seguinte, alimentados.

O consumo de alimento doce foi medido em 3 ocasides: ao

final do tratamento, uma e duas semanas apo6s o término do tratamento.

Foram utilizados 43 animais (14 controles, 14 manipulados

e 15 estressados).

Exposicdo ao Campo Aberto (Open Field )

Esta tarefa foi realizada em uma caixa de madeira medindo
50 X 60 X 40 cm, com a parede frontal de vidro. O assoalhd era dividido em 12
retangulos de 15 X 13,3 cm, com linhas escuras (Bianchin et al, 1993) (Figura
5).

Foi realizada somente uma sess&o, onde o animal foi
exposto ao ambiente novo por um tempo total de 5 minutos e foram medidos as
respostas de orientacao (rearings ), 0s cruzamentos, o numero de bolos fecais e

a laténcia para saida do primeiro quadrado (aquele onde o animal era colocado

no inicio da tarefa).

Foram utilizados 47 animais (16 controles, 15 manipulados

e 16 estressados).
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Figura 4. Desenho esquematico da caixa onde realizou-se a tarefa de Comportamento
Alimentar.
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Figura 5. Desenho esquematico da caixa de Campo Aberto (Open Field).
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Medida da Resposta Nociceptiva

Foi realizada num aparelho de Tail Flick, descrito por
D’Amour e Smith (1941). Os animais eram contidos usando-se um pano, e
colocados no aparelho com a cauda sobre uma fenda, delimitada por duas
chapas de metal. Uma fonte luminosa fixa estava colocada 2 a 3 cm rostral a
ponta da cauda do animal. O acionamento da fonte luminosa disparava
automaticamente um crondmetro digital, e a deflexdo da cauda, motivada pelo
calor irradiado pela lampada, desobstruia o feixe de luz que ativava uma
fotocélula, o que, por sua vez, encerrava a medida (tfravava o crondmetro)
(Figura 6). A intensidade de luz foi ajustada em 0,35 mA ,para obtenc&o de uma
laténcia para retirada da cauda de 3 a 6 segundos.v Um limite superior de 10
segundos foi imposto as medidas a fim de evitar danos teciduais aos animais. O
teste baseia-se no principio de que o calor intenso produzido pela focalizagéo
da luz na cauda provoca uma resposta nociceptiva (Siegfried et al, 1987a,
1987b )

Com a finalidade de habitua-lo ao aparelho, o animal era a
ele exposto 24 horas antes da medida efetiva da laténcia de retirada da
cauda.Esta foi realizada em dois tempos diferentes: ao final do tratamento e

duas semanas apods o término do mesmo. Um total de 24 animais foram

utilizados ( 8 por grupo).
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Figura 6. Aparelho de Tail-Flick, utilizado para medir a laténcia de retirada da cauda.
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MEDIDAS BIOQUIMICAS :

Glicemia

Os animais foram mortos por decapitag&o, no turno da tarde
ap6s um jejum de 6 a 8 horas desde o periodo da manha. O sangue do tronco
foi coletado em tubos de centrifuga, contendo 0,2 ml de hepariné e fluoreto de
sodio, sendo a seguir centrifugado por 10 minutos a 2.500 rpm para separagéo
do plasma.

A glicemia foi medida através do método da glicose oxidase
(Glicose Enz Color - B‘iodiagnéstica Industria Quimica Clinica Ltda.), com
espectrofotdémetro BECKMAN DU SERIES 600 no espectro da luz visivel, no
combrimento de onda de 500 nm.
No Modelo de estresse agudo (N=51) a glicemia foi medida nos grupos controle
(N=26) e estressado (N=25). No grupo estressado, a medida foi realizada apds
exposi¢cdo a um de dois agentes estressores, imobilizagéo por 1h ou natagéo
forcada por 10 minutos. No grupo controle, a medida foi realizada nas mesmas
condi¢des, porém sem aplicagdo de agentes estressores. Estas medidas foram
realizadas em dois tempos diferentes: imediatamente apés o estresse e 24h
apos 0 mesmo.

No modelo de estresse cronico (N = 68) a glicemia foi medida nos grupos

estressado (N=22), manipulado (N=22) e controle (N=24). No grupo estressado.
a medida foi realizada em dois tempos diferentes, imediatamente apos e 24h

apos a ultima sesséo de estresse. No grupo manipulado a medida foi realizada .

39



UFrRGS
inst. Cidncias Basicas da Safide
Bibliocoteca

imediatamente apds e 24h apds a Ultima sessdo de manipulagéo. No grupo

controle seguiram-se as mesmas condi¢gdes exceto a aplicagdo de agentes

estressores.

Dosagem de Corticosterona no Plasma

Foi realizada através da técnica de Radioimunoensaio,
utilizando um kit de dosagem BIOTRAK - Rat [*° I] assay system ( Amersham
LIFE SCIENCE). As medidas foram realizadas sempre no periodo da tarde as
14h nos modelos de estresse cronico e agudo, em diferentes tempos.

Os resultados, obtidos através de leitura em contador de
radiagdo gama- COBRA Auto-Gamma PACKARD, foram calculados seguindo
as instrugdes de calculos do Kit, comparando-se com uma curva padrdo. Os
resultados foram expressos em ng de corticosterona /ml de plasma.

No Modelo de estresse agudo, as medidas foram realizadas
imediatamente ap6s uma sessé&o de natagdo ou imobilizagéé (N =27).

No Modelo de estresse cronico as medidas foram realizadas 24h apoés a
ultima sessdo de estresse (considerado por nés como basal), imediatamente
apos o estresse de imobilizagdo ou imediatamente apds o estresse de natagéo

forgada por 10 minutos. Num total de 64 animais.

40



Dosagem de Catecolaminas

Foi realizada através de Cromatografia Liquida de Alta
Resolucdo com detecgéo eletroquimica ( HPLC - ED )(Jonsson et al, 1980).
Para determinagdo de noradrenalina e dopamina, os animais foram sacrificados
vinte e quatro horas ap6s a Ultima sess@o de estresse. Dissecaram-se 4
estruturas cerebrais: hipocampo, coértex frontal, hipotalamo e amigdala, que
foram imediatamente congeladas. Para realizagdo das dosagens, as estruturas,
depois de pesadas, foram homogeneizadas com 700 ul ou 800 ul de PCA (acido
perclorico), dependendo da estrutura. No cortex e no hipocampo, utilizaram-se
800 pl, enquanto em amigdala e hipotalamo utilizaram-se 700 pl. Apods
homogéneizagéo com urm sonicador "ultrasonic" com 8 pulsos para cada
amostra,. as amostras foram centrifugadas a 15.000 rpm a 4° C por 15 minutos.
Foram retirados 50 ul do sobrenadante para inje¢édo no aparelho de HPLC.

Para analise das amostras utilizou-se uma coluna de fase
reversa‘ Cis (ODS 220 mmX4,6 mm, BAS, USA), um detector amperométrico
(BAS LC - 3A) equipado com um eletrodo de trabalho de carbono vitreo e um

registrador grafico RYT (BAS).

O fluxo da fase modvel foi de 1ml/min. A composicao foi de
3,15% de ac. citrico, 0,0156% de octil sulfato de sodio (SOS), em agua
bidestilada, contendo ainda 4,2% de acetonitriia e 1,7% de Tetra-

hidrofurano(THF). Previamente a adi¢cdo dos solventes organicos, a solugdo
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teve seu pH ajustado em 3 com NaOH, foi filtrada com micro filtro ( filtro de 0,29

um) e desgaseificada.

Os resultados foram calculados em ng/g de tecido.

A sensibilidade do detector foi ajustada segundo as
necessidades de 10 e 20 nA, e o potencial de oxidagéo foi de 0,85 V.

Foram utilizados 149 animais ao total.

ANALISE ESTATISTICA

Os dados paramétricos (peso corporal e peso das adrenais
dos ratos, nimero de fugas e cruzamentos na tarefa de Esquiva Ativa de Duas
Vias,.ingestdo de alimento doce, numero de bolos fecais, cruzamentos, laténcia
para sair do primeiro quadrado e respostas de orientagado (rearings) no Campo
Aberto, niveis de glicose, corticosterona e catecolaminas cerebrais) foram
expressos como meédia + erro padréo da media. Para analise dos dados utilizou-
se ANOVA de uma via, seguida, quando necessario, pelo teste de Student-
Newman-Keuls.

Os experimentos em que havia apenas dois grupos
(dosagens de glicose e corticosterona plasmaticas, no tratamento agudo e aos
niveis de catecolaminas cerebrais) foram analisados pelo teste t de Student

para amostras independentes.
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Para andlise do consumo de agua e de ragdo os dados
foram expressos como média + erro padrdo da média. Utilizou-se ANOVA para
medidas repetidas.

Os dados nado paramétricos (Esquiva Inibitoria) foram
expressos como mediana e intervalos interquartis e comparados pelo teste U de

Mann-Whitney ou pela analise de variancia de Kruskal-Wallis.
Para comparagdes entre sessbes de treino e teste na
Esquiva Inibitéria foi utilizado o teste de Wilcoxon e na Esquiva Ativa o teste de
t Student para amostras dependentes ( delta = fugas no teste - fugas no treino).
Os dados referentes a resposta nociceptiva, por
apresentarem uma distribuicdo normal, foram expressos como meédia + erro
padréo e comparados por ANOVA de uma via, seguida, quando indicado, pelo

Teste de Student-Newman-Keuls.
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RESULTADOS

1. Estabelecimento do Modelo de Estresse Cronico Variavel

Durante a implantagdo do novo modelo de estresse cronico em
nosso laboratorio foram analisados os seguintes par&metros: peso corporal dos

animais no inicio e ao término do tratamento, peso das glandulas adrenais,

consumo de agua e de racdo ao longo do tratamento.

1.1 Peso Corporal

Os trés grupos de animais foram pesados no inicio e ao término
do tratamento. Na primeira medida, realizada no inicio do tratamento, os pesos
entre os grupos nao apresentaram diferenca significativa (ANOVA de uma via, p >
0,05, n = 115). Ao fim de 40 dias de estresse, houve, porém, diferenca significativa
no peso corporal dos grupos (ANOVA de uma via, p < 0,001, seguida por teste de
Student-Newman-Keuls, p < 0,05, n = 115 animais). Os animais estressados
apresentaram um peso corporal menor em comparagdo com 0s grupos manipulado

e controle (Figura 7).
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Figura 7. Comparagéo entre o peso corporal dos trés grupos de animais no inicio e
a0 término do tratamento. Dados expressos como meédia + erro padrdo da media.
No inicio do tratamento, os animais apresentam pesos semelhantes (ANOVA de
uma via F(2, 114) = 0,168; p > 0,05). Ao final do tratamento, o grupo de animais
submetido ao estresse cronico variavel apresentou reducdo estatisticamente
significantiva no peso corporal (n = 115).

« Diferenca significativa em relacao aos demais grupos ao final do tratamento
(ANOVA de uma via F(2, 114) = 7,125, seguida pelo Teste de Student-Newman-

Keuls, p < 0,050).
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'1 .2 Consumo de Racéo e Aqua ao Longo do Tratamento

Foram monitoradas, ao longo do tratamento, as ingestdes de

racdo e agua. As medidas diarias foram agrupadas em blocos de 10 dias.

Nao houve diferenga significativa quando se considerou o

consumo de ragao entre os grupos ( ANOVA para medidas repetidas, p > 0,05, n =

115).

Comportamento semelhante foi observado em relagdo ao
consumo de agua (ANOVA para medidas repetidas, p > 0,05, n = 115). Os animais

submetidos a estresse cronico apresentaram comportamento similar aos grupos

manipulados e controles (Figuras 8 e 9).

1.3 Peso das Adrenais

O peso das adrenais foi medido ao final do tratamento. As
glandulas foram dissecadas e pesadas . A relagdo peso adrenal (mg) / peso

corporal(g) foi analisada.

Houve diferenca significativa para a relagdo peso adrenal/peso
corporal entre os grupos (ANOVA de uma via, p < 0,001, n = 30). O grupo
estressado apresentou maior relagdo em comparagdo com o0s demais grupos
(Student-Newman-Keuls, p < 0,05, n = 30). Portanto, aquele grupo apresenta uma

glandula adrenal proporcionalmente maior do que os demais grupos (Figura 10).
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Figura 8. Consumo de racdo ao longo do tratamento. Medidas diarias foram
realizadas e agrupadas em blocos de 10 dias. Dados expressos como media + erro
padrdo da média. N&o houve diferenca entre os grupos (ANOVA de medidas
repetidas, tomando ‘dias” como medida dependente; F(2, 12) = 0,29 para os
grupos, p > 0,05; F(5, 60) = 0,34 para “dias”, p > 0,05; F(10, 60) = 0,49 para
interacdo grupo x dias, p > 0,05).(n = 115 animais)
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Figura 10. Peso das glandulas adrenais ao término do tratamento. Dados expressos
como média + erro padrdo da média da relagdo entre peso corporal e peso da

adrenal em mg/g de peso corporal (n =30 animais).
+ Significativamente diferente dos demais grupos (ANOVA de uma via F(2,26) =
33,4: p < 0,0001, seguida pelo teste de Student-Newman-Keuls, p< 0,050).
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2. Efeito do Estresse Cronico Variavel sobre o Desempenho em

Diferentes Tarefas Comportamentais

2.1. Esquiva Inibitoria

Apds exposicdo ao Estresse Cronico Variavel durante 40 dias,
os animais foram submetidos a tarefa de Esquiva Inibitdria, conforme descrito em
Material e Métodos. Durante o periodo em que foram aplicados os testes
comportamentais, a exposigdo dos animais ao estresse continuou. Os testes

comporamentais foram realizados pela tarde (13h30-16h).

Como observado na Figura 11, ndo houve diferenga entre os
grupos na sessao de treino (ANOVA de uma via, F(2, 46) = 0,53; p > 0,05, N = 49
animais ). Na sessé&o de teste, a analise de variancia de Kruskal-Wallis ndo mostrou
diferenca significativa entre os grupos (qui quadrado = 2,566, p > 0,05). Os animais
submetidos ao estresse cronico variavel apresentaram um desempenho igual ao

dos animais dos grupos controle € manipulado.

Todos os animais apresentaram memobria adequada para a
tarefa, o que se observa ao compararmos as sessfes de treino e teste (teste
pareado de Wilcoxon, p < 0,005 para os grupos controle e manipulado e p < 0,001

para grupo o estressado).
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Figura 11. Efeito do estresse crdnico variavel sobre o desempenho na tarefa de
Esquiva Inibitéria. Dados expressos como mediana (intervalo interquartis) da
laténcia para descida da plataforma(s) nas sessbes de treino e teste. Ao
compararmos treino e teste de cada grupo pelo teste de Wilcoxon, todos os animais
apresentaram memoria adequada para a tarefa (teste pareado de Wilcoxon, Z =
2,844 para o grupo controle; Z = 2,730 para o grupo manipulado; Z = 3,464 para o
grupo estressado; p < 0,01 em todos os casos, N = 47).
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2.2 Esquiva Ativa de Duas Vias

Esta tarefa foi realizada conforme descrito em Material e
Métodos. Todos os animais apresentaram meméria adequada para a tarefa (teste t
de Student pareado; p < 0,005 ) N&o existe diferenga entre os grupos nas sessdes
de treino e teste ( ANOVA de uma via, F(2, 44) = 0,785 para o treino e F(2, 44) =
0,571 para o teste; p > 0,05 em ambos os casos, N = 45 animais). Todos os
animais apresentaram memoria adequada para a tarefa, avaliada através da
diferenga de fugas ao choque entre estas sessOes (teste-treino = delta) (teste t
pareado de Student; {(14) = 3,71 para o grupo controle; t(13) = 2,29 para o grupo
manipulado; t(15) = 2,67 para o grupo estressado; p < 0,05 em todos os casos)

(Figura 12).
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Figura 12. Efeito do estresse cronico variavel sobre o desempenho na tarefa de
Esquiva Ativa de Duas Vias. Dados expressos como media + erro padrdo da média
do numero de esquivas ao choque nas sessdes de treino e teste e diferenca de
esquivas ao choque entre estas sessies (teste-treino = delta).

53



2.3 Teste da Ingestdo de Alimento Doce

Apos habituagdo dos animais ao ambiente e ao alimento, foram
realizadas medidas em trés diferentes situacbes: ao final do tratamento, uma
semana e duas semanas apos 0 término do mesmo.

Conforme observado na Figura 13, na medida realizada ao final
do tratamento, o grupo estressado apresentou um decréscimo significativo no
consumo de alimento doce em comparagédo com 0s outros dois grupos no estado
alimentado (ANOVA de uma via, p < 0,01, seguida pelo teste de Student-Newman-
Keuls, com p < 0,05, N = 43 animais). Em jejum, o grupo estressado apresentou
diferenca significativa somente em relagcdo ao grupo manipulado ( ANOVA de uma
via, p < 0,05, seguida pelo teste de Student-Newman-Keuls, com p < 0,05)(Figura
13).

Nos demais periodos testados, apos o término do tratamento,
n&o houve diferenga significativa entre os grupos. Uma ou duas semanas apds o
tratamento ser descontinuado, os animais dos trés grupos passaram a apresentar

igual ingestdo de alimento doce, tanto em jejum quanto no estado alimentado

(ANOVA de uma via, p > 0,05) (Figuras 14 e 15).
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Figura 13. Efeito do estresse cronico variavel sobre o comportamento alimentar
logo apds o término do tratamento. Dados expressos como média + erro padrao da
média do numero de rosquinhas ingeridas na sessdo. Ao término do tratamento
existe diferenga significativa entre o grupo estressado e os demais grupos, tanto no
estado alimentado (alim) (ANOVA de uma via F(2, 42) = 4,989; p < 0,05, seguida
pelo teste de Student-Newman-Keuls) quanto em jejum (ANOVA de uma via F(2,
42) = 3,294; p < 0,05, seguida pelo teste de Student-Newman-Keuls).( N = 43
~animais ) '

+ Significativamente diferente dos demais grupos (Student-Newman-Keuls, p <
0,05).

O Significativamente diferente do grupo manipulado (Student-Newman-Keuls, p <
0,05). f
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Figura 15. Efeito do estresse cronico variavel sobre o comportamento alimentar
duas semanas apos o término do tratamento. Dados expressos como média + erro
padrao da média. Duas semanas apds o témino do tratamento ndo ha diferenca
significativa entre os grupos, tanto no estado alimentado como em jejum (ANOVA
de uma via, F(2,23) = 2,969, para o estado alimentado, e F(2, 23) = 2,410 para o
jejum; p > 0,05 em ambos os casos, N = 43).
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2.4 Medida de Resposta Nociceptiva (Tail Flick)

Para avaliagdo de resposta nociceptiva, os animais foram
submetidos a uma primeira medida a fim de familiariza-los com o procedimento
(Netto et al, 1985). Esta medida nao foi utilizada. Nos dias que se seguiram, foram
realizadas duas medidas: logo ap6s o término do tratamento, isto €, apds 40 dias
de Estresse Cronico Variavel, e duas semanas apds o tratamento ter sido
descontinuado, a fim de verificarmos se as alteragdes persistiam ou n&o.

Os dados apresentaram distribuicdo normal. Portanto, foram
utilizados testes paramétricos para analise dos resultados.

Logo apds o final do tratamento houve uma diminuigéo
significativa do tempo para retirada da cauda nos grupos manipulado e estressado
em relag&o ao grupo controle ( ANOVA de uma via, seguida pelo teste de Student-
Newman-Keuls; p < 0,05, N = 24) (Figura 16).

Conforme pode-se observar na Figura 17, duas semanas apo6s
o término do tratamento, o efeito permanece somente no grupo estressado (ANOVA
de uma via, seguida pelo teste de Student-Newman-Keuls; p < 0,05).

Assim pode-se dizer que 0s animais estressados apresentaram
uma diminuigéo na laténcia de retirada da cauda (diminuigdo do limiar da dor) que

permanece por duas semanas apos o téermino do estresse.
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Figura 16. Efeito do estresse cronico varidvel sobre a resposta nociceptiva logo
apés o término do tratamento. Os animais estressados e manipulados
apresentaram uma diminuicdo na laténcia para retirada da cauda. Dados
expressos como média + erro padréao da media. Existe diferenga significativa entre
os grupos (ANOVA de uma via, F(2, 23) = 9,727, p < 0,001, seguida pelo teste de
Student-Newman-Keuls, N= 24).

* Diferenga significativa em comparagdo com o grupo controle (teste de Student-
Newman-Keuls, p < 0,05).
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Figura 17. Efeito do estresse cronico variavel sobre a resposta nociceptiva duas
semanas apds o término do tratamento. Dados expressos como média + erro
padréo da média. Existe diferenca significativa entre os grupos (ANOVA de uma via
F(2,23) = 8,525, p < 0,001, seguida pelo teste de Student-Newman-Keuls, N = 24).

« Diferenca significativa em comparagdo com os demais grupos (teste de Student-
Newman-Keuls, p < 0,05).
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2.5 Exposicéo ao Campo Aberto

A tarefa de exposi¢cdo ao campo aberto foi realizada a fim de
avaliarmos o comportamento dos animais em um ambiente novo. Tomaram-se como
medidas as respostas de orientacao, (rearings), que s&o consideradas uma medida
do comportamento de exploracdo do novo ambiente, e os cruzamentos (passagem
de um quadrado para outro) que o animal fazia durante um periodo de 5 minutos.
Também foram analisados o numero de bolos fecais e o0 tempo para o animal deixar
0 primeiro quadrado e iniciar a exploragdo do ambiente novo.

Conforme se pode observar na Tabela I, os animais
estressados ndo diferem dos animais controle em relacdo a qualquer desses
parametros: respostas de orientacdo (rearings), nimero de cruzamentos, numero
de bolos fecais e tempo para deixar o primeiro quadrado ( ANOVA de uma via; p >

0,05, N= 47),
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Tabela II. Efeito do estresse cronico varidavel sobre o desempenho na tarefa de
Campo Aberto, nos seguintes parametros: A) respostas de orientacéo, (rearings) B)
cruzamentos, C) nuimero de bolos fecais e D) laténcia para deixar o primeiro
quadrado. Dados expressos como média + erro padréo da média.

N&o existe diferenga entre os grupos em nenhum dos parametros estudados
(ANOVA de uma via, F(2, 46) = 0,962 para ‘rearings”; F(2,46) = 0,149 para
cruzamentos; F(2, 46) = 1,433 para numero de bolos fecais e F (2, 46) = 0,1612
para laténcia para deixar o primeiro quadrado; p > 0,05 para todos os casos, N =
47).
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3. Medidas Bioquimicas

3.1 Medida da Glicemia

As medidas glicémicas foram realizadas em diferentes tempos
ap6s exposicdo dos animais ao estresse cronico. Uma das medidas foi realizada
24h apés a Ultima sessé@o de estresse (glicemia basal) e outra (com outro grupo de
animais), logo apds exposicdo a um estressor. Foram escolhidos dois agentes
estressores (natacdo forcada por 10 minutos e imobilizacdo por 1h) para a
realizacdo das medidas glicémicas imediatamente apds o estresse aplicado. A
escolha deve-se ao fato de ser a imobilizagdo um tipo de estresse em que o animal
permanece sem poder se movimentar durante um tempo determinado, enquanto
durante o estresse de natagdo o animal permanece em constante movimentagéo.
Assim sendo, este ultimo estressor deve acarretar um aumento no consumo da
glicose liberada pela acédo hiperglicemiante dos hormoénios do estresse. A escolha
destes dois agentes estressores deve-se também as caracteristicas distintas de
cada um, sendo o estresse de imobilizagdo considerado um estresse de carater
emocional enquanto que o de natacdo € de um carater fisico. A fim de
compararmos as diferentes respostas desencadeadas por agentes estressores de
caracteristicas distintas, o estresse agudo pode demonstrar a resposta
desencadeada por diferentes agentes estressores no organismo.

No tratamento cronico, a glicemia basal ( 24h apds a ultima

sess&o de estresse ) é igual para os 3 grupos. Conforme se pode observar na
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Figura 18, ndo existe diferenca significativa entre os grupos (ANOVA de uma via, p
> 0,05, N= 23 animais). O mesmo ocorre quando a dglicemia é medida
imediatamente apos estresse por natacdo (ANOVA de uma via, p > 0,05, N=23) e

imobilizagdo (ANOVA de uma via, p > 0,05, N=22) (Figura 19).
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Figura 18. Efeito do estresse crénico variavel sobre a glicemia avaliada 24h apds a
ultima sessdo de estresse (glicemia basal). Ndo existe diferenca entre os grupos
(ANOVA de uma via, F(2,22) = 3,101, p > 0,05, N= 23).
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Figura 19. Efeito do estresse cronico variavel sobre a glicemia dos animais
imediatamente apds o ultimo estresse (natagdo (nat Oh) N= 23 ou imobilizag&o (imo
0Oh)) N= 22. N&o houve diferenca entre os grupos, seja utilizando imobilizacdo, seja
utilizando natacdo como agente estressor (ANOVA de uma via; F(2, 22) = 0,710,
para natacgao, e F(2, 21) = 0,097, para imobilizagdo; p > 0,05 em ambos os casos).
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Com a finalidade de compararmos os efeitos da exposigéo aguda e cronica
variavel. também foram realizadas medidas glicemicas ap6s uma unica sesséo de
estresse (estresse agudo), mantendo-se 0s mesmos agentes estreséores
(imobilizagdo e natagéo forgada), em dois tempos diferentes: imediatamente e 24h
apods exposicao ao estresse.

No caso do estresse agudo, onde o animal & submetido a uma
unica sessdo de estresse, observou-se que a glicemia dos animais estressados €
mais alta e difere significativamente daquela dos controles (teste t de Student para
amostras independentes, p < 0,001), quando as medidas sdo realizadas
imediatamente apds a sessdo de imobilizagdo N = 14 (Figura 20). Quando a
glicemia é medida 24h apds o estresse, os niveis ja retornaram a normalidade
(teste t de Student para amostras independentes, p > 0,05 N= 9)(Figura 20).

Na Figura 21 podemos observar que a glicemia medida
imediatamente apds natagdo forcada nao apresentou diferenga significativa em
relacdo a do grupo controle (teste t de Student para amostras independentes, p>
0,05, N= 13). O mesmo ocorre na avaliagdo realizada 24h apds (teste t de Student
para amostras independentes, p > 0,05 N= 15). Provavelmente, no caso do
estresse agudo por natacao forgada, o animal, ao mesmo tempo que libera glicose,
a consome pelo exercicio fisico.

O tratamento crénico parece levar a uma habituagdo do
organismo ao estresse, ao contrario do que ocorre com animais expostos a uma
unica sessdo de estresse. Possivelmente, os animais submetidos ao estresse

agudo estao liberando maior quantidade de hormonios hiperglicemiantes.

67



OglicOhimo
Bglic24himo

- sk e ek

niveis glicémicos (mg%)
o]
o
1

controle estresse

Figura 20. Efeito do estresse agudo sobre a glicemia avaliada imediatamente
(glicohimo) N= 14 e 24h apo6s exposicdo ao estresse de imobilizag&o por
1h.(glic24himo) N= 9 Dados expressos como média + erro padrédo da média. Nao
houve diferenga significativa 24 h apds a realizagéo do estresse ({(7) = 0,54; p >
0,05).

*Significativamente diferente do grupo controle (teste t de Student para amostras
independentes, t(12) = 4,13, p <0,001).
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Figura 21. Efeito do estresse agudo sobre a glicemia avaliada imediatamente N=13
e 24h apds exposicdo ao estresse por natagdo (10 min) N = 15. Dados expressos
como média + erro padrdo da média. N3o existe diferenga significativa entre os
grupos ( teste t de Student para amostras independentes; t(11) = 0,79 para Oh apos
e t (13) = 1,04 para 24h apos; p < 0,05 em ambos os casos).
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3.2 Medida da Corticosterona Plasmatica

As medidas de corticosterona foram realizadas com a finalidade
de verificarmos se ocorre habituagdo ao Estresse Cronico Variavel quanto a
liberacdo daquele horménio. Assim sendo, no modelo de estresse crénico, foram
feitas determinacdes de corticosterona no plasma 24h ap0s exposicdo a ultima
sessdo de estresse (basal) (N=23) e imediatamente apds sessao }de natacao
forcada por 10 minutos (N=23) ou imobilizagdo por 1h (N= 22). No modelo de
estresse agudo, isto é quando os animais foram submetidos uma unica vez ao
agente estressor, a corticosterona foi medida imediatamente apds uma sessao de
natagdo ou de imobilizagao.

No caso do tratamento cronico, 24h apds exposigcdo a ultima
sessdo de estresse, ndo houve diferenga significativa entre os grupos (ANOVA de
uma via; p > 0,05) (Figura 22). Na medida realizada imediatamente apds a sesséo
de natagdo, ndo ha diferenca significativa dos niveis de corticosterona entre os
grupos (ANOVA de uma via; p > 0,05) ( Figura 23 ). Contudo, os niveis de
corticosterona imediatamente apds imobilizagdo sao significativamente diferentes
(ANOVA de uma via, p < 0,01, seguida do teste de Student-Newman-Keuls, p <
0,05). Os animais estressados cronicamente apresentaram um aumento nos niveis
de corticosterona em comparagdo com o0 grupo manipulado, mas ndo em
comparagao com o grupo controle. O grupo manipulado apresenta niveis de
corticosterona menores do que os apresentados pelos animais dos grupos
estressado e controle ( ANOVA de uma via, p < 0,01, seguida pelo teste de

Student-Newman-Keuls, p < 0,05) (Figura 24).
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Figura 23. Efeito do estresse cronico variavel sobre os niveis plasmaticos de
corticosterona medidos imediatamente apds a Ultima exposicdo ao estresse
(natag@o por 10 min) N= 21. Dados expressos como média + erro padrdo da média.
Nao existe diferenca significativa entre os grupos (ANOVA de uma via, F(2, 20) =
3,476; p > 0,05).
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Figura 24. Efeito do estresse cronico variavel sobre os niveis plasmaticos de
corticosterona medidos imediatamente apds a Ultima exposigdo ao estresse
(imobilizagéo por 1h) N= 22. Dados expressos como média + erro padréo da media.
Existe diferenca significativa entre os grupos ( ANOVA de uma via, F(2, 21) = 5,370;
p < 0,01 seguida de teste de Student-Newman-Keuls).

O Diferenca significativa em relagéo aos grupos estressado e controle (teste de
Student-Newman-Keuls, p < 0,05).

+ Diferenca significativa em relagdo ao grupo manipulado (teste de Student-
Newman-Keuls, p < 0,05).
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No modelo de estresse agudo, os niveis de corticosterona
imediatamente apds natac&o forgada apresentaram diferenca significativa quando
comparamos animais estressados com controles (teste t de Student para amostras
independentes, p < 0,005) (Figura 25). Os animais estressados agudamente
apresentaram niveis mais altos de corticosterona em comparag&o com os controles.
O mesmo ocorre com os niveis de corticosterona avaliados imediatamente apds
imobilizagdo, onde o0s niveis dos animais estressados também diferem
significativamente daqueles do grupo controle (teste t de Student para amostras
independentes, p < 0,005) (Figura 26). Este aumento foi de cerca de 100% no caso
do estresse por imobilizagéo e de cerca de 150% no caso do estresse por natacédo

forcada.
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Figura 25. Efeito do estresse agudo sobre os niveis plasmaticos de corticosterona
medidos imediatamente ap6s natagdo durante 10 min. Dados expressos como
média + erro padréo da média. N=13

+ Diferenca significativa em relagdo ao grupo controle (teste t de Student para
amostras independentes, t(11) = 4,67, p <0,001).

75



900 -

600

300 -

niveis de corticosterona no plasma (ng/ml)
—

confrole estressado

Figura 26. Efeito do estresse agudo sobre os niveis plasmaticos de corticosterona
medidos imediatamente apds a imobilizagdo durante 1 h. Dados expressos como
média + erro padréo da média. N=14

* Diferenga significativa em relagdo ao grupo controle (teste t de Student para
amostras independentes t(12) = 3,95; p < 0,005).
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Uma andlise de variancia ( seguida pelo teste de Student-
Newman-Keuls) nos mostra que os niveis de corticosterona nos modelos de
estresse cronico e agudo imediatamente apds natagdo, apresentam diferenca
significativa entre os grupos ( p < 0,05 ). Ndo houve diferenga entre 0s grupos
controle nos dois modelos. Os animais estressados somente uma vez (modelo
agudo) apresentam niveis mais elevados de corticosterona, e esta diferenca e
estatisticamente significativa. Este resultado pode ser interpretado como um tipo de
adaptacdo, causada pela liberagdo continuada de glicocorticoides na circulagéo,
acarretando uma resposta ao agente estressor diferente daquela do estresse

agudo.

Comparamos também os niveis de corticosterona entre os dois
tipos de tratamento ( crdnico e agudo ), mas tomando outro agente estressor, a
imobilizagdo. Os animais imobilizados uma Unica vez apresentam niveis de
corticosterona diferentes dos niveis observados em animais estressados
cronicamente ( teste t de Student para amostras independentes, p < 0,001 ). Néo
houve diferenga entre os grupos controle nos dois modelos. Os niveis de
corticosterona dos animais estressados cronicamente s&o significativamente
maiores em relagdo aos niveis dos animais manipulados ( teste de Student-
Newman-Keuls, p < 0,05 ). Assim sendo, animais submetidos ao estresse por
natagdo ou imobilizagdo apds um regime de estresse cronico ndo apresentam as
mesmas variagbes nos niveis destes hormoénios quando comparados a animais

submetidos aos mesmos estressores agudamente:
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Pode-se sugerir que a manipulagéo diaria dos animais pode
causar uma modulacdo na resposta do organismo ao estresse. Os manipulados
apresentaram niveis mais baixos de corticosterona em comparagdo com O0S
estressados e controles. O animal estressado cronicamente responde ao estresse
de imobilizagdo com niveis elevados de corticosterona, embora menores do que o
animal submetido uma Unica vez a este tipo de estresse. O fato de ocorrer um
aumento nos niveis de corticosterona nos animais controle, o que torna os dados
sem diferenca significativa quando este grupo é comparado ao grupo estressado,
pode ser devido ao estresse de manipulagédo diferenciada causado aos animais
controle, assim como outras variaveis que podem ter causado estresse no dia da

coleta do material.

3.3 Catecolaminas

Foram medidos os niveis de noradrenalina e dopamina em 4
regibes cerebrais: cortex frontal, hipocampo, amigdala e hipotalamo. de animais
dos grupos controle e estressado cronicamente. As medidas foram feitas por HPLC
24h apos a ultima exposig¢éo ao estresse. Os niveis de noradrenalina n&o diferiram
em ratos estressados comparados com controles em todas as estruturas analisadas
(teste t de Student para amostras independentes, p > 0,05 para todas estruturas)
(Figura 27). Os niveis de dopamina apresentaram o mesmo comportamento da

noradrenalina, porém, no cértex frontal, existe diferenca significativa na quantidade
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desta catecolamina, com um aumento nos animais estressados em relacdo aos
controles. Os animais estressados apresentaram maiores niveis de dopamina no
cortex frontal ( teste t de Student para amostras independentes, p > 0,05 para todas

amostras, exceto cértex, quando p < 0,05) (Figura 28).
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Figura 27. Efeito do estresse cronico variavel sobre os niveis de noradrenalina de
diferentes estruturas cerebrais medidos 24h apds exposicdo a ultima sesséo de
estresse. Dados expressos como media + erro padrdo da meédia. N@o existe
diferenca entre os grupos nas quatro estruturas analisadas (teste t de Student para
amostras independentes:para hipocampo, t(17)= 0,18; para hipotalamo, t(16)= 0,95;
para amigdala, t(18)= 1,47; para cortex frontal, t(16)= 0,59; p > 0,05 para todos os
casos).N=75
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Figura 28. Efeito do estresse cronico variavel sobre os niveis de dopamina de
diferentes estruturas cerebrais medidos 24h apo6s exposi¢do & Ultima sesséo de
estresse. Dados expressos como meédia + erro padrdo da média. Ndo existe
diferenga entre os grupos em trés das quatro estruturas analisadas (teste t de
Student para amostras independentes: para hipocampo, t(16)= 0,52; para
hipotalamo, t(16)= 1,61, para amigadala, t(18)= 0,26; p > 0,05 para as trés
estruturas).N=74

* Diferenga significativa em relagdo ao grupo controle (teste t de Student para
amostras independentes, t(16)= 2,25; p < 0,05).
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DISCUSSAO

O desenvolvimento de um novo modelo de estresse cronico em
nosso laboratério foi importante para melhor caracterizagdo das respostas do
organismo a diferentes tipos de estresse.

O modelo de estresse cronico por imobilizagdo tem como
caracteristica principal a previsibilidade, ou seja, pressupbe-se que o animal acaba
aprendendo que sera submetido a um mesmo agente estressor por um tempo fixo,
durante uma frequéncia fixa. Alguns autores acreditam que a previsibilidade & um
determinante critico nas respostas comportamentais e fisiolégicas de animais
submetidos a estresse cronico, as quais podem ser "mascaradas" (Konarska et al.,
1990), ou seja, habituadas, ou sensibilizadas. A repetida exposi¢éo de u’m animal a um
agente estressor pode resultar em habituagdo ou sensibilizacdo da resposta ao agente
estressor (Pitman et al., 1988).

Os individuos podem ser submetidos a um tipo de estresse o qual
tenha como caracteristica a imprevisibilidade. Sdo estimulos caracteristicos da vida
moderna que podem causar alteragées neuroenddcrinas em um organismo alterando
sua homeostasia. Por esta raz&o torna-se importante estudar os efeitos deste tipo de
estresse, que apresenta como principal caracteristica a imprevisibilidade, a fim de
analisar os tipos de resposta do organismo em relagédo a essas situagoes.

Para implantacdo do novo modelo de estresse em nosso

laboratorio, foi necessaria a andlise de uma série de parametros, como peso corporal
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dos animais ao inicio e ao término do tratamento, ingestao de ragdo e agua e peso das
adrenais. Sabe-se que os glicocorticdides, entre outros hormonios liberados em
situaces de estresse, tém como uma de suas fungdes a estimulagéo da conversao de
proteinas em glicose e seu armazenamento na forma de glicogénio, ou seja, 0s
glicocorticdides mobilizam proteinas das reservas musculares, aumentando alentrada
de aminoéacidos liberados na via da gliconeogénse hepatica, e a conversdo de piruvato
em glicogénio (Marks et al., 1996). Se os glicocorticoides forem liberados
continuamente, como é o caso de um estresse cronico, seus efeitos podem tornar-se
deletérios, pois ira ocorrer uma continua deplecéo das proteinas corporais, 0 que pode
causar uma diminuigdo de peso nos animais estressados.

O comportamento de animais estressados também pode variar em
conseqiéncia da liberagdo continua dos glicocorticdides, resultante de um estresse
prolongado, causando danos em neurdnios hipocampais (Sapolsky,1986). Sendo o
hipocampo uma estrutura do cérebro relacionada com os processos de aprendizado e
memoria envolvido com informacgdes espaciais, foi analisado o comportamento destes
animais em relagao a tarefas de memaria e em um ambiente novo. Além disso, existem
evidéncias que demonstram a influéncia dos hormoénios liberados em resposta ao
estresse (além dos glicocorticoides, adrenalina, vasopressina , ACTH, opiodides) na
modulagdo da memobria, facilitando ou inibindo estes processos, dependendo da
quantidade liberada (Gold & van Buskirk,1978; lzquierdo & Dias, 1983 a,b; Armario et
al.,1990, Tizabi & Aguilera,1992; Aimeida & lzquierdo,1984; David et al.,1973; Gold,

1981; Dilsaver et al.,1986).
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Outros parametros comportamentais, como ingest&o de alimento

doce e resposta nociceptiva, foram também analisados.

Medidas bioguimicas, como niveis de glicose no plasma,
catecolaminas em diferentes estruturas cerebrais e niveis plasmaticos de

corticosterona, foram realizadas para auxiliar a interpretagdo das respostas do

organismo ao estresse.

1. Estabelecimento do Modelo de Estresse Cronico Variavel

1.1. Peso Corporal

Estudos realizados em nosso laboratério demonstraram que, no
modelo de estresse cronico por imobilizagdo, ao avaliarmos a evolugdo do peso
corporal durante o tratamento, ndo existem diferengas entre o peso corporal dos
animais submetidos ao estresse crbnico em comparagdo com animais controle.
Apenas observa-se uma diferenca na evolugdo de peso, onde os animais estressados
ganham peso de maneira diferente dos controles. Todos os grupos ganham peso,
porém o grupo estressado ganha peso de maneira mais lenta ( Ely et al., 1997).

Dados da literatura relatam que, em alguns fnodelos, 0 peso
corporal de animais submetidos ao tratamento de estresse cronico variavel € menor
em comparagdo com aquele dos animais controle e dos animais submetidos ao

estresse cronico por imobilizagédo (Konarska et al., 1990).
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Em nosso modelo, 0s animais apresentaram peso corporal
semelhante no inicio do tratamento, enquanto que, ao final do tratamento, podemos
observar que os animais submetidos ao estresse cronico variavel apresentaram menor
peso corporal em compara¢&o com os demais grupos, como demonstrado na Figura 7.
Neste parametro, os resultados diferem do encontrado no modelo de estresse cronico
por imobilizag&o (Xavier, 1995), ao mesmo tempo em que é coerente com estudos de

outros laboratérios ( Marti et al.,1993; Marti et al.,1994).

1.2 Consumo de Racéo e de Agua

O menor peso corporal dos animais submetidos ao estresse
crdnico variavel, em comparacéo com os demais grupos, poderia ser talvez resultante
de uma diminuicdo na ingestado de ragc&o. Nao foi, porém, o que se observou. Na
Figura 8 demonstramos que né&o existe diferenca significativa em relagdo ao consumo
de ragao entre os grupos. Todos consomem ragdo de maneira semelhante.

Ao analisarmos o consumo de agua ao longo do tratamento, o
resultado fol 0 mesmo do item acima descrito. Nao existe diferenga significativa em
relagéo ao consumo de agua nos grupos estudados.

Esses resultados concordam com dados da literatura (Echandia et
al., 1988), sugerindo que o0s animais estressados cronicamente ndo apresentam
diferenca no consumo de ragdo e agua, apesar de apresentarem menor peso corporal
ao final do tratamento. A diminuicdo do peso corporal nos animais estressados pode

ser devido a uma alteragdo do metabolismo energético.
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As catecolaminas s&o liberadas pelo sistema simpatico-adrenal, o
que é ativado em situacbes de estresse agudo e cronico (Marks et al., 1996). Essas
atuam em receptores o e B adrenérgicos, no figado, no musculo esquelético, no
adipécito e nas células o e B do pancreas, influenciando diretamente o metabolismo
energético do organismo. O resultado de sua agdo é a mobilizacdo de combustiveis de
seus sitios de armazenamento para oxidacdo em células, fornecendo a energia
requerida por situagbes de estresse cronico e agudo (Marks et al, 1996). As
catecolaminas suprimem a secregao de insulina, o que faz com que o fluxo de energia
continue direcionado para a utilizagdo pelo tempo em que persista o estimulo
estressante. Soma-se a isso os efeitos das catecolaminas no coragdo e vasos
sanglineos, com um aumento nos batimentos cardiacos e a utilizagdo destes
combustiveis para tecidos ativos metabolicamente ( Marks et al., 1996).

Glicocorticoides, como o cortisol, o principal glicocorticoide
endogeno nos seres humanos, e a corticosterona, no rato, sdo liberados também em
resposta ao estresse. Uma cascata neuroenddcrina é ativada para a sintese de
cortisol, o qual serd liberado na circulagdo pelo coértex da adrenal em resposta ao
estimulo fornecido pelo ACTH. Os efeitos dos glicocorticdides incluem diversas agbes
e afetam a maioria dos tecidos, como figado, musculo esquelético e tecido adiposo, em
relacdo ao seu metabolismo energético.

Em muitos tecidos, os glicocorticoides diminuem a sintese
proteica, inibindo os processos de transcrigdo do DNA e RNA (Nichols et al., 1990) e

estimulam a degradagdo destas macromoléculas. Em resposta ao estresse, os
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glicocorticéides atuam fazendo com que os combustiveis figuem disponiveis. Um
alarme agudo, sinalizado pela liberagdo de adrenalina, faz com que o organismo
possa lutar ou escapar. Quando os glicocorticdides estdo elevados, a captagéo de
glicose por diversas células e tecidos esta inibida, ocorre lipolise no tecido adiposo e
protedlise na pele, nas células linféides e no musculo. Os acidos graxos s&o liberados
e oxidados pelo figado para obtengéo de energia e glicerol e aminoacidos servem
como substrato para o figado produzir glicose. Todos estes efeitos poderiam levar a

uma diminui¢do do peso corporal.

1.3. Peso das Adrenais

O peso das adrenais foi medido ao final do tratamento. A relagao
entre o peso da adrenal, em mg, e o peso corporal, em gramas (A/C), foi analisada.

Os animais submetidos ao estresse cronico variavel apresentaram
maior relagcdo A/C em comparagdo com os demais grupos (Figura 10). Portanto, os
animais submetidos aquele tratamento apresentaram um aumento relativo na glandula
adrenal, o que pode ser devido a uma hipertrofia na secrecdo dos seus hormonios,
uma vez que, em situagdes de estresse, ocorre a ativagao do eixo hipotalamo-hipofise-
adrenal (Kiss e Aguilera 1993; Michelson et al., 1995).

Este resultado € semelhante ao encontrado por nosso grupo em
outro modelo de estresse cronico e por outros pesquisadores ( Xavier, 1995; Marti et

al., 1993; Giaume et al., 1995).
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2. Efeito do Estrese Crénico Varidvel sobre o Desempenho dos

Animais em Diferentes Tarefas Comportamentais

Os hormonios liberados durante o estresse podem influenciar os
processos de aprendizado e armazenamento da memoria (Gamaro et al.,, 1997,
Armario et al., 1988, Gold e Van Buskirk, 1978). O ACTH e a adrenalina sdo horménios
que apresentam uma curva dose-resposta em U invertido, ou seja, doses baixas tém
um efeito facilitatério, enquanto que doses mais altas podem prejudicar a memobria
(lzquierdo e Dias, 1983a; lzquierdo e Dias, 1983b; Almeida e lzquierdo, 1984). A
continua liberag&o de glicocorticdides em resposta ao estresse cronico pode acarretar
danos aos neurbnios hipocampais, pois esta estrutura do cérebro tem grande
quantidade de receptores para estes hormonios, tornando-se assim um tecido alvo
para sua agdo. Sabe-se que os glicocorticoides inibem a captagéo de glicose nestes
neurdnios, tornando-os mais suscetiveis a insultos neurolégicos (Horner et al., 1990;
Sapolsky, 1986). Os glicocorticdides também ativam a neurotransmisséo
glutamatérgica, podendo apresentar efeito neurotdxico causado pelo estresse
(Moghaddam et al.,, 1994). O hipocampo € importante estrutura relacionada com

processos de aprendizado e meméria (lzquierdo, 1989; Jarrad, 1993).

2.1 Esquiva Inibitéria
Dados da literatura tém mostrado que os glicocorticéides atuam

nos neurdnios hipocampais causando lesdes, deixando a estrutura mais suscetivel a
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danos. Sendo assim, o hipocampo néo funciona bem e o animal pode vir a apresentar
déficits de memoria.

Trabalhos relatam que o estresse cronico por imobilizagdo por 30
dias causa uma hipoatividade do sistema colinérgico, o que causa deficiéncia de
memobria (Zerbit e Laborit, 1990). Sabe-se, porém, que o estresse pode gerar
respostas metabolicas marcadamente diferentes de acordo com a sua natureza e sua
intensidade ( Giaume et al 1995).

Conforme resultados apresentados na Figura 11, os animais
submetidos a 40 dias de Estresse Cronico Variavel apresentaram memoria adequada
para a tarefa. Pode-se sugerir uma adaptagdo de componentes fisiologicos e
emocionais do estresse, ou que o estresse cronico tal como utilizado nesta
Dissertagéo, simplesmente ndo interfere com o aprendizado e a meméria. Nao se
sabe, se agudamente estes agentes estressores alterariam a meméria, embora sejam
conhecidos os efeitos de hormdnios liberados pelo estresse agudo sobre os
processos relacionados a consolidacdo da memoria (McEwen & Sapolsky, 1995;

Dantzer,1993; Gold & McCarty, 1981; Almeida & Izquierdo,1984).

2.2. Esquiva Ativa de Duas Vias

Esta € uma tarefa de carater aversivo, assim como a Esquiva
Inibitoria, e pode ser considerada como um agente estressor, pois 0 animal & exposto
a uma situagdo inesperada e ao receber choque libera uma série de hormdnios.

Dependendo do nivel da resposta a esse estresse, este pode ser facilitador ou inibidor
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de processos de memoria (Gold e Van Buskirk, 1978). Nesta tarefa, os animais
estressados apresentaram memoria adequada para a tarefa, assim como os controles
e manipulados, conforme demonstrado na Figura 12.

Existem trabalhos relacionando os niveis de noradrenalina
liberada em animais submetidos ao estresse cronico em resposta a uma exposi¢éo a
um novo estresse. O rato adaptado ao estresse cronico, quando em situagcdo de um
estresse novo, aumenta a ativacdo do sistema em niveis similares ao de ratos controle

(Nisenbaum, 1991).

2.3. Ingestéo de Alimento Doce

O comportamento alimentar reflete uma interacdo entre o estado
fisiolégico do organismo e as condi¢gdes ambientais. Os centros hipotalamicos tomam
parte do amplo complexo de interagbes neurorregulatérias, que incluem sistemas
periféricos de saciedade (hormdnios gastrintestinais e pancreéticos liberados pela
acdo da comida ao atravessar o trato grastrointestinal) e a extensa rede neural
afetando o comportamento alimentar em nivel cerebral (Halmi, 1995).

Os efeitos do estresse sobre o comportamento alimentar tém sido
estudados em animais submetidos ao estresse por imobilizag&o ou a exposicdo a um
ambiente novo. Estes modelos experimentais costumam estudar o papel de
neurotransmissores centrais, neuropeptidios e a fisiologia periférica e o metabolismo
no comportamento alimentar. A noradrenalina administrada no nucleo paraventricular

produz um efeito estimulante sobre o apetite, através da ligacdo com os receptores
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ap.adrenérgicos Antidepressivos triciclicos estimulam a ingestdo de comida pela
ativacdo do sistema noradrenérgico no nucleo paraventricular (Halmi, 1995). A
noradrenalina, quando injetada neste nucleo, causa um aumento na ingestdo de
alimentos ricos em carboidratos. Ja os receptores B, adrenergicos do hipotalamo
perifornicial inibem o comportamento alimentar quando estimulados.

Experimentos realizados por Hoebel em 1979, utilizando injegbes
no nucleo paraventricular, demonstram os efeitos da serotonina na facilitacdo da
saciedade. A serotonina injetada perifericamente e centralmente, no nucleo
paraventricular, suprime a agado induzida pela noradrenalina. Wurtmans, em 1979,
demonstrou a existéncia de um mecanismo de feedback dos carboidratos ingeridos e
um aumento na sintese de serotonina no cérebro de ratos. O aumento da ingestédo de
carboidratos aumenta a quantidade de ftriptofanio no sangue, o que facilita a
passagem deste aminoacido, precursor da serotonina, através da barreira hemato-
encefalica, facilitando assim a sintese de serotonina.

Existem também evidéncias da agdo dos sistemas dopaminérgico
e de opibdides enddégenos no comportamento alimentar (Halmi, 1995). O CRH é um
neuropeptideo que pode atuar no nucleo paraventricular inibindo o comportamento
alimentar. A continua infusdo de CRH produz uma perda de peso corporal associada
com uma diminui¢do na ingestdo de alimento e aumento na termogénese. Este fato
pode explicar a diminuigdo do peso corporal nos animais estressados.

A exposicdo a uma variedade de agentes estressores leves

caracteriza este tratamento cronico. A exposicdo dos animais a este tipo de tratamento
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causa um decréscimo no consumo de solugdes fracamente adogadas com sacarose ou
sacarina , acompanhado por um decréscimo nas propriedades de recompensa (Muscat
e Willner, 1992). O tratamento de Estresse Cronico Variavel pode ser considerado um
modelo de depressdo em animais, por causar alteracdo nos sistemas relacionados
com recompensa (Papp et al.,1991; Wiliner et al.,1987). Este efeito é revertido por
drogas antidepressivas administradas durante a aplicagdo do estresse (Muscat e
Willner, 1992).

Resultados de nosso laboratério demonstraram que o estresse
cronico por imobilizacdo teve um efeito ansiogénico nos animais submetidos ao
tratamento de estresse. Os animais, ‘ao serem expostos a tarefa de ingestao de
alimento doce, ingeriram maior quantidade de alimento doce em comparagdo com 0s
demais grupos. Este efeito foi revertido por um ansiolitico, o diazepam (Ely et al,
1997).

Ao término de 40 dias de Estresse Cronico Variavel, os animais
foram submetidos a mesma tarefa descrita por Ely et al. (1997). Os animais
estressados ingeriram menor quantidade de alimento doce, tanto no estado alimentado
quanto em jejum, como observa-se na Figura 13. Uma semana apds o término do
tratamento (Figura 14), os animais foram expostos novamente a tarefa. Nao se
observou diferenga significativa no consumo de alimento doce entre os grupos.
Observou-se 0 mesmo comportamento duas semanas apés o término do tratamento,
conforme € mostrado na Figura 15. O efeito de diminuicdo do consumo de alimento

doce sé ocorreu logo apds o término do tratamento. Deve-se lembrar que, como
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descrito em Material e Métodos, nos periodos de aplicagdo das tarefas
comportamentais, os animais continuam sendo submetidos ao estresse. O efeito
perdura somente concomitantemente ao estresse. As medidas apds o téermino deste
demonstraram que o efeito desaparece, pelo menos apos duas semanas.

O Estresse Cronico Variavel determina ndo s6 uma diminuig&o no
consumo de solugdes de sabor adocicado, mas também uma diminuigdo no consumo
de alimento doce. Isto pode ser devido a uma continua liberagdo de CRH, causada
pela ativacdo do eixo hipotalamo-hipdfise-adrenal. Sabe-se que este horménio tem
acao de inibir a ingestédo de alimento; por outro lado, a noradrenalina, também liberada
em situacbes de estresse, embora cause um aumento preferencial na ingestdo de
carboidratos, quando injetada no nucleo paraventricular, apresenta acdo inibitéria
através de seus receptores 3, adrenérgicos.

A ingestdo de carboidratos € acompanhada por um aumento de
triptofanio, acarretando um aumento da sintese de serotonina. Por outro lado, injecéo
de serotonina demonstrou modular mecanismos de saciedade, e sabe-se que o
Estresse Cronico Variavel, pela acdo dos hormonios corticosteréides, altera os
mecanismos de transmissdo serotoninérgica, estimulando a sintese e o furnover da
serotonina, promovendo atividade da enzima triptofanio hidroxilase, responsavel pelos
processos de sintese de serotonina ( Nishi e Azmitia, 1996; Malyszko et al., 1994).

Podemos sugerir que, logo apds o término do estresse, os animais
ingiram menor quantidade de alimento doce por estarem produzindo maior quantidade

de serotonina, causada pela liberagdo continua de glicocorticoides, ou de outros
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horméonios, como CRH e noradrenalina, por exemplo, que alteram o sistema
serotoninérgico. Uma ou duas semanas apds o término do tratamento, o efeito
desaparece. Podemos sugerir que este efeito na diminui¢do do consumo de alimento
doce seja causado pelo estresse e pelos hormonios liberados nesta situacdo. Mais
estudos deverdo ser realizados a fim de elucidar melhor as relagbes entre estresse,

comportamento alimentar e sistema serotoninérgico.

2.4 Medida da Resposta Nociceptiva

O estresse induz analgesia como uma resposta adaptativa do
organismo, que ocorre tanto em animais de laboratorio quanto em seres humanos
(Menendez et al ,1993). Porém, a maioria dos dados envolvendo os efeitos do estresse
sobre a resposta analgésica foi obtida em modelos de estresse agudo. Neste caso, o
estresse agudo induz analgesia, a fim de que o individuo possa lidar com esta situagéo
de modo apropriado, ou seja, sentir menos dor, para poder lutar ou fugir. Pouco se
sabe sobre os efeitos do estresse cronico sobre a nocicepc¢ao.

Resultados obtidos em nosso laboratério demonstraram que os
animais submetidos ao estresse por imobilizagdo apresentavam uma resposta
hiperalgésica (apresentavam diminuigdo no limiar da dor), em comparagdo com o0s
animais estressados por imobilizagdo agudamente, que apresentavam analgesia
(Gamaro et al., 1998).

A exposicdo repetida a um mesmo evento aversivo pode levar a

processos de adaptagdo aquele estimulo (Gamaro et al., 1998). Tém-se sugerido que
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diferentes sistemas de neurotransmissores apresentem um papel nesses processos
tais como mudancas adaptativas nos sitios aminérgicos, modulagéo opidide, fungéo
colinérgica e gabaérgica ( Gamaro et al., 1998). Repetidas exposicoes a situagdes de
estresse causam modificacbes na resposta comportamental opidide e em respostas
fisiolégicas a administragdo colinérgica (Zerbib e Laborit, 1990). A ativagdo de
sistemas analgésicos enddgenos pode mediar a indugcdo de analgesia no estresse
agudo. tendo um papel critico na modulagé@o de respostas de defesa em relagdo ao
agente estressor, a fim de manter a integridade fisica (Dantzer,1993). O estresse
induzindo analgesia € um fendmeno heterogéneo, desde que diferentes estressores
ativam diferentes substratos analgésicos, incluindo tipos opibdides/ndo opidides ou
hormonal/ndo hormonal. Diferentes formas do estresse induzir analgesia parecem
estar associadas com diferentes estratégias de lidar com a situag&o de estresse.

Na Figura 16, mostra-se a medida de tail-flick logo apds o término
do tratamento. Os animais do grupo estressado apresentaram o mesmo efeito de
hiperalgesia encontrado no estresse crénico por imobilizagdo, sendo que o grupo
manipulado também apresentou hiperalgesia na medida realizada logo apds o término
do tratamento. A fim de avaliarmos a duragdo do efeito hiperalgésico, duas semanas
apos o término do estresse, os animais foram submetidos novamente a medida de
laténcia de retirada da cauda (Figura 17). Os animais estressados permaneceram
hiperalgésicos, enquanto que os manipulados apresentaram comportamento igual ao
do grupo controle. Podemos sugerir que a exposi¢cdo ao estresse repetido, seja de

imobilizagdo, seja variavel, causa alteragées no metabolismo opidide e/ou em outros
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sistemas. Estas alteracdes sdo uma forma de adaptar o organismo a situagéo de

estresse, acarretando mudangas comportamentais.

2.5 Exposicéo ao Campo Aberto

Esta tarefa foi realizada com o objetivo de avaliarmos a atividade
motora dos animais e seu comportamento em relacdo a um ambiente novo. Dados da
literatura relatam que a exposicdo ao estresse varidvel pode induzir depresséo
(Willner, 1991; Ferreti et al., 1995). Entre os efeitos da depresséo esta a anedonia. Em
estudos com animais a diminuigdo do consumo de alimento doce pode ser considerada
anedonia, assim como a alteracdo nos comportamentos de recompensa. De acordo
com Willner (1991), a exposi¢cdo habitual ao estresse, que ocorre diariamente, mas
que ndo pode ser prevista, produz uma apatia perante o ambiente. Observa-se nos
animais cronicamente estressados uma redug¢do na atividade locomotora e menos
respostas de orientagédo (Ferreti et al., 1995). O numero de bolos fecais demonstra a
atividade de defecagdo do animal e dados da literatura demonstram que este € um
parametro similar em todos os grupos (Echandia et al 1988).

Foram analisados o0s seguintes parametros: numero de
cruzamentos, humero de bolos fecais, numero de respostas de orientagdo e laténcia
para o animal deixar o primeiro quadrado. Nao houve diferenga significativa entre os
grupos. O grupo estressado apresentou menor nimero de respostas de orientagdo e
cruzamentos em comparagédo com os demais grupos, porem esta diferenga n&o foi

significativa.
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Existem relatos sobre animais expostos a estresse cronico
variavel, que mostram uma diminuicdo na exploragdo de um hole board e na
performance no teste de natacédo forgada (Echandia et al., 1988; Garcia-Marquez e
Armario, 1987). Mudancas na atividade locomotora podem ser devidas a presenca do
fendmeno de up regulation, com um aumento no numero de receptores -adrenérgicos
e 5HT, nos animais estressados cronicamente. Os processos de regulégéo de
receptores estdo baseados em suas propriedades dinamicas em resposta a estimulos
de hormoénios ou de neurotransmissores. Quando existe um aumento na densidade de
receptores denomina-se up regulation, enquanto uma diminui¢do é denominada down
regulation. (Ferreti et al., 1995). No nosso estudo, porém, ndo houve diferengas na

atividade locomotora e em nenhum dos outros parametros analisados.

3. Medidas Bioquimicas

3.1 Medidas dos niveis plasmaticos de glicose e corticosterona

Estes dois parametros serao discutidos ao mesmo tempo para que
se tenha uma visdo integrada da resposta dos hormonios ao estresse. Os hormonios
liberados em resposta ao estresse apresentam a acgdo classica de serem
hiperglicemiantes. Os glicocorticoides estimulam a converséo de proteinas em glicose
e seu armazenamento em forma de glicogénio. Os glicocorticoides mobilizam as
proteinas do musculo, acarretando um aumento de aminoédcidos que entram no figado
para produzir glicose através da via gliconeogénica ( Marks et al., 1996). Esta glicose

ira suprir a glicemia apés a degradag&o completa do glicogénio hepatico, que tem esta
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funcdo. O glicogénio hepatico, em situagbes de estresse, € ativado através da
liberacdo de adrenalina que exerce a mesma fungdo do glucagdnio, sinalizando a
necesidade de glicose para tecidos periféricos. Sendo a adrenalina a resposta
imediata do organismo ao estresse (McEwen e Sapolsky, 1995), as reservas
glicogénicas do figado ja estardo sendo degradadas quando os glicocorticoides
comegarem sua acgado. Por esta razéo, a glicemia passa a ser um parametro de medida
indireta da acdo dos horménios liberados em situagbes de estresse. Existem trabalhos
demonstrando o envolvimento do sistema colinérgico hipocampal nos processos de
glicorregulagdo. A ativagdo colinérgica pode ser responsavel, pelo menos em parte,
pelo aumento da secrecdo de adrenalina e hiperglicemia (Tajima et al, 1996). Porém a
ativagdo deste sistema colinérgico hipocampal esta relacionada a exposigédo ao
estresse cronico por imobilizagdo.

Dados na literatura sugerem que a glicemia seja também um
indice que podemos utilizar para avaliar a intensidade do estresse e a habituacdo do
animal a esta situagéo ( Armario et al., 1990).

Foram medidos o0s niveis plasmaticos de corticosterona nos
animais submetidos ao estresse, a fim de complementar nossas analises de medidas
glicémicas e avaliarmos sua interrelagao.

Primeiramente, realizamos experimentos em relagdo ao estresse
agudo. Foram escolhidos dois agentes estressores: imobilizagdo por 1h e natacdo
forgada por 10 minutos, estressores estes que apresentam caracteristicas diferentes.

As medidas de corticosterona foram realizadas imediatamente apds exposicdo ao
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estresse. Para medida da glicemia utilizaram-se medidas imediatamente e 24h apds
exposicdo ao estresse. Como observa-se na Figura 20, a glicemia dos animais
expostos a uma Unica sessao de estresse por imobilizagéo apresentou um aumento
significante em comparagdo com aquela dos animais controle, na medida realizada
imediatamente apds o estresse. Os niveis glicémicos 24h ap6s o estresse néo
apresentaram diferenga entre os grupos.

Os niveis de corticosterona na medida realizada imediatamente
apos uma unica sessao de estresse por imobilizagdo apresentam diferenca significante
entre os grupos (Figura 26). Ou seja, no estresse agudo por imobilizagdo ocorre um
aumento nos niveis glicémicos quando a medida € realizada imediatamente apés,
enquanto que, 24h apds o estresse, este aumento desaparece, tornando os niveis
glicemicos dos animais estressados iguais aos dos controles. Os niveis de
corticosterona também diferem entre os grupos na medida realizada imediatamente
apos o estresse. Pode-se sugerir que o aumento na glicemia seja devido a liberagéo
de adrenalina, responsavel pela primeira resposta do organismo ao estresse através
da ativagdo do sistema nervoso simpatico. Os niveis de corticosterona também
apresentam-se aumentados, demonstrando a resposta do organismo ao estresse pela
liberag&o de corticosterona, concordando com o aumento da glicemia , causado néo so
pela ag&o da adrenalina mas também pela corticosterona. Ja os animais submetidos a
uma unica sessdo de estresse por natagdo forgcada ndo apresentaram diferenca na
glicemia, tanto imediatamente quanto 24h apds o estresse, enquanto que os niveis de

corticosterona apresentaram um aumento significativo nos animais estressados em
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comparag&do com os controles na medida realizada imediatamente apds a exposi¢&o
ao estresse agudo. Os niveis glicémicos imediatamente apés o estresse n&o diferiram
entre 0s grupos, porém a corticosterona nos animais estressados esta aumentada,
significando que o eixo hipotalamo-hipofise adrenal estd ativado em resposta ao
estresse, liberando entre outros hormodnios a corticosterona, que provaveimente
acarretou um aumento na glicemia que néo foi detectado, pois o estresse de natagéo é
um exercicio fisico e este requer energia. Portanto, supfe-se que a glicose liberada na
circulacdo pela agdo da adrenalina e da corticosterona esta sendo consumida
rapidamente pelos tecidos para obtengcdo de energia para realizagdo de exercicio
fisico, no caso o estresse por natagdo.

No tratamento de estresse cronico variavel tambem foram
realizadas medidas glicémicas e dos niveis de corticosterona em diferentes tempos.
Analisaram-se 0s niveis basais tanto de glicose quanto de corticosterona ( 24h apds o
estresse), a fim de avaliarmos se ocorre alguma alteragdo destes niveis causada pela
continua exposigdo a agentes estressores pela cronificagdo do tratamento. Foram
tambem realizadas medidas imediatamente ap6s o término do estresse cronico, sendo
0 ultimo agente estressor natagdo ou imobilizacdo. Esta escolha foi em funcdo da
possibilidade de avaliar se as respostas dos animais submetidos ao estresse cronico
s&o diferentes dos animais submetidos ao estresse agudo em relagdo aos mesmos
agentes estressores.

Na Figura 18 observa-se que os niveis glicémicos basais néo

diferem entre os grupos.O mesmo observa-se na Figura 22, os niveis basais de
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corticosterona ndo diferem entre os grupos. Este resultado nos sugere que n&o ha
qualquer alteragdo no metabolismo em relagdo aos niveis basais de corticosterona e
de glicose em resposta ao estresse cronico.

Os animais submetidos ao estresse cronico, nas medidas
realizadas imediatamente apds os estresses de natacdo e imobilizagdo, conforme
observado na Figura 19, ndo apresentaram diferencas entre os grupos para os dois
agentes estressores, em relagdo aos niveis glicémicos. No caso dos niveis de
corticosterona, imediatamente apds imobilizagdo, o0s animais estressados
apresentaram maiores niveis em comparagdo com 0s manipulados, mas nado em
comparacao com os controles. Por outro lado, imediatamente apds natagdo nao houve
diferengca entre os grupos, mas existe uma grande tendéncia dos animais do grupo
estressado apresentarem um maior nivel de corticosterona.

Assim sendo, a cronificacdo do estresse ndo acarreta uma
completa habituagdo ao estresse, visto que, imediatamente apds imobilizagdo, os
animais estressados apresentam maior quantidade de corticosterona no plasma,
embora a glicemia seja igual em todos os grupos. Dados da literatura demonstram que
os glicocorticoides inibem a captagdo de glicose por varios tecidos (Sapolsky et al.,
1985; Sapolsky, 1986; Horner et al., 1990). Esperar-se-ia uma aumento da glicose
circulante, o que nio foi observado. E possivel que o organismo desenvolva
mecanismos para compensar este estresse cronico, onde estariam envolvidos outros

horménios relacionados com a mobilizagéo de glicose.
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Ao analisarmos os niveis de corticosterona dos animais
estressados observa-se que a diferenca nos niveis de corticosterona imediatamente
apos imobilizagéo foi em relagdo ao grupo manipulado. O estressado apresenta maior
quantidade de corticosterona do que o manipulado. Pode-se sugerir que o estresse de
manipulacdo diaria, durante 40 dias, seja de pouca intensidade e possa causar uma
adaptacdo na liberacdo dos hormonios, de forma que o0s animais manipulados
respondem com menores niveis de corticosterona em comparagdo com controles e
estressados. Trabalhos realizados por outros autores como Sapolsky (1997) e Liu e
colaboradores (1997) demonstram que a manipulagdo neonatal pode influenciar a
liberagdo de hormodnios do estresse. Os animais submetidos a manipulagcédo neonatal
quando adultos respondem a um agente estressor com uma menor liberagdo dos
hormdnios do estresse. Diante deste dado podemos supor que a manipulagédo tenha
causado o mesmo efeito apesar dos animais receberem a manipulagdo ja na fase
adulta. Por outro lado, o fato de que ha diminuigdo nos niveis de corticosterona do
grupo manipulado em relagdo ao grupo controle pode significar que a propria
manipulagao, no momento do experimento, funcione como um estresse leve para estes
animais. Existem dados da literatura que analisam varios parametros comportamentais
e hormonais em relag&o a manipulagé&o dos animais (Gartner et al, 1980).

Quando comparamos as respostas em relagdo aos niveis de
corticosterona imediatamente apds natagdo dos animais submetidos ao estresse
cronico variavel, com as respostas dos animais submetidos ao estresse agudo, estes

ultimos apresentam niveis mais elevados de corticosterona. Esta diferenca é

102



significativa. Sugerimos que a continua exposi¢do dos animais cronicamente
estressados tenha causado um adaptacZo, ou uma dessensibilizacdo destes animais,
acarretando niveis menores de glicocorticdides quando expostos a um agente
estressor, embora, como colocado acima. esta adaptacao n&o seja completa.

Ao compararmos também as respostas ao estresse de
imobilizacdo tanto no tratamento croénico quanto no agudo, 0 mesmo se observou, ou
seja, os anirﬁais agudamente estressados respondem ao estresse liberando maior
quantidade de horménio do que os animais cronicamente estressados. Porém &
importante ressaltar que os animais cronicamente estressados apresentam niveis mais

altos de corticosterona em comparagao com animais manipulado.

3.2. Medidas das Catecolaminas

A ativagdo do eixo hipotalamo-hipofise-adrenal também libera as
catecolaminas adrenalina e noradrenalina, e estas podem assumir papéis de hormonio
ou de neurotrasmissores, dependendo de sua localizagdo no sistema nervoso
periferico ou no sistema nervoso central. A dopamina, precursora da noradrenalina,
tem atividade bioldgica periférica no rim e funcdo de neurotransmissor em muitas
rotas importantes do sistema nervoso central. Nao s6 a localizagdo € fator que
diferencia a agdo das catecolaminas como neurotransmissores ou hormonios. Os
neurdnios catecolaminérgicos contém varias enzimas responsaveis pela sintese de
neurotransmissores como por exemplo a tirosina hidroxilase, responséavel por catalisar

0 primeiro passo da sintese de catecolaminas, convertendo tirosina em um precursor
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da dopamina, que sera convertido em dopamina pela acéo de outra enzima no caso
DOPA carboxilase. Os neurotransmissores sdo sintetizados e armazenados em
grandes concentragdes em terminais simpaticos, e s&o liberados quando estes
terminais séo estimulados ( Levitan e Kaczmarek, 1991).

Neurbnios noradrenérgicos estdo situados no locus coeruleus e
projetam-se para cortex cerebral e hipocampo, entre outras estruturas. Estudos
relatam que os efeitos do estresse repetido sobre os niveis de noradrenalina
dependem da natureza do estressor e da regido estudada (Stanford, 1993). Existem
evidéncias demonstrando aumento na sintese de noradrenalina com a repeticdo do
estresse no cortex cerebral e hipocampo (Adell et al., 1988) e alguns estudos incluiam
também o hipotalamo (Anisman et al., 1987).

Estudos demonstraram que ocorre downregulation, uma
diminuigdo nos receptores  adrenérgicos do cortex, quando o animal é exposto
repetidamente ao estresse. Dados da literatura sdo contraditérios em relagédo ao
estresse cronico variavel e alteragdes em receptores noradrenégicos.

As catecolaminas, dopamina e nofadrenalina, foram analisadas em
quatro estruturas cerebrais: hipotalamo, hipocampo, amigdala e cértex frontal. As
estruturas foram escolhidas por apresentarem inervagdes do sistema dopaminérgico e
noradrenérgico, e por apresentarem importancia sob varios aspectos da resposta ao
estresse e efeitos deste sobre o organismo. As medidas foram realizadas 24h apés a

ultima exposicéo ao estresse cronico variavel.

104



Na Figura 27 observa-se que ndo existe diferenga significativa
quanto aos niveis de noradrenalina entre os grupos estressado e controle nas 4
estruturas estudadas. Sabe-se que o estimulo estressante aumenta a atividade de
neurdnios, aumentando a liberacdo de noradrenalina, porém a resposta do animal ao
estimulo estressante € complexa e depende do tipo do estressor ( Fleckenstein et al.,
1994b). Apesar de dados da literatura relatarem um aumento nos niveis de
noradrenalina, em situagdes de estresse agudo, devido a ativag@o do /ocus coeruleus
(Anisman et al.,1987). Assim como no estresse crénico ocorre um aumento em seus
niveis basais no cértex e hipocampo (Adell,1988; Anisman et al., 1987). Porém, n&o
encontramos este efeito. Deverdo ser realizados mais estudos em relagc&o ao estresse
cronico variavel, pois pouco se sabe a respeito dos niveis de catecolaminas centrais
neste modelo.

Na Figura 28 estdo demonstrados os niveis de dopamina nas 4
estruturas estudadas. N&o existe diferenca entre os grupos em quaisquer das
estruturas, exceto no cortex frontal, onde os niveis de dopamina estdo aumentados
nos animais estressados. Existem dados na literatura que indicam um aumento na
atividade dos neurdnios dopaminérgicos que projetam-se para o nucleo accumbens, o
que aumenta a liberagdo de dopamina também nesta estrutura ( Fleckenstein et al,,
1994a).

Estudos em relagéo ao estresse agudo demonstram um aumento
nos niveis de noradrenalina no cértex medial pré-frontal, enquanto os niveis de

serotonina e dopamina ndo mudam. Entretanto, quando o mesmo estresse é repetido
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no dia seguinte, o animal responde com aumento nos niveis de noradrenalina e
dopamina, o que sugere uma sensibilizacéo do sistema das catecolaminas no estresse
repetido (Jordam et al., 1994).

O aumento nos niveis de dopamina no cdrtex pode ser devido a
um aumento na sua sintese ou a uma diminuigdo em sua biotransformag&o, como por
exemplo, inativagdo da enzima dopamina B-hidroxilase, que transforma dopamina em
noradrenalina. Existem relatos sugerindo que a modulagdo dos receptores
dopaminérgicos seja importante determinante da resposta ao estresse, porém existem
dificuldades em detectar a ligagdo dos receptores D, no cértex pré-frontal ( Stanford,
1993 ). Outro aspecto a ser considerado é a importancia dos neurbnios
dopaminérgicos na sensibilidade em relagdo a intensidade do agente estressor
(Stanford, 1993 ).

Portanto o modelo de Estresse Cronico Varidvel causa uma
diminui¢do no peso corporal dos animais sem alteragdo do consumo de ragdo e agua.
Ocorre um aumento no peso das glandulas adrenais acompanhado de um aumento
nos niveis de corticosterona, embora a glicemia ndo se apresente aumentada (taivez
uma adaptagdo). Nao ocorrem mudancas sobre a meméria nas tarefas realizadas
nesta dissertacdo, e também n&o ocorrem alteragbes na atividade locomotora e
atividade exploratéria. Ocorre uma diminuigdo do limiar da dor nos animais e um
decrescimo no consumo de alimento doce. Os niveis de dopamina encontram—se
elevados no cortex frontal e os niveis de noradrenalina nas quatro regiées do cérebro

estudadas permaneceram inalterados.
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CONCLUSOES

1. Os animais submetidos ao Estresse Cronico Variavel apresentaram

uma diminuicdo no peso corporal ao final do tratamento, porém o consumo de racéo e
agua foi igual ao dos animais controle. Esta perda de peso pode ser devida a liberagdo
continua de glicocorticoides, em resposta ao tratamento cronico.

2. Os animais cronicamente estressados apresentaram um aumento na
relacdo peso da glandula adrenal/peso corporal, sugerindo uma produgdo aumentada
de glicocorticoides, provavelmente decorrente de repetida ativagdo do eixo
hipotalamo-hipéfise-adrenal em resposta ao estresse.

3. Durante o estresse agudo, os niveis glicémicos foram mais altos nos
animais submetidos ao estresse por imobilizagdo, na medida realizada logo apés o
estresse. Os animais submetidos ao estresse agudo por natacdo ndo diferiram dos
demais grupos. Sugere-se que a glicose no plasma daqueles animais esta sendo
utilizada durante o exercicio fisico para obtengéo de energia. Ja os niveis glicdmicos
dos animais submetidos ao estresse cronico variavel ndo mostraram alteragdes basais.
As medidas realizadas imediatamente ap6s natagdo e imobilizagdo também néo
apresentaram diferenga em comparagdo com os demais grupos. Os animais
cronicamente estressados responderam de maneira diferente dos animais estressados

agudamente. Pode -se sugerir uma habituacéo ao estresse.
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4. Os niveis de corticosterona nos animais submetidos ao estresse
agudo, imediatamente apds imobilizagdo e natagdo, demonstraram um aumento
significativo. Por outro lado, nos animais submetidos ao estresse cronico variavel, os
niveis basais nao diferiram entre os grupos e somente na medida realizada
imediatamente apds imobilizacdo houve diferenga entre 0s grupos; observou-se,
porém, um aumento ndo significativo imediatamente apds natagéo.

5. Os animais submetidos ao Estresse Crbnico Variavel néo
apresentaram alteragdo de memdria nas tarefas de Esquiva Inibitéria e Esquiva Ativa
de Duas Vias.

6. Os animais estressados cronicamente e os manipulados apresentaram
uma diminui¢do no limiar da dor, que persistiu, no caso dos estressados, duas
semanas apos o término do tratamento.

7. Ao analisarmos o comportamento alimentar em relagéo ao alimento
doce, os animais estressados ingeriram menor quantidade de alimento doce em
comparagdo com os demais grupos. Uma semana apds o término do tratamento, o
efeito desaparece.

8. Na tarefa comportamental de Exposigéo ao Campo Aberto, os animais
estressados demonstraram um comportamento semelhante ao dos controles,
sugerindo uma habituacéo ao estresse.

9. N&o houve diferenga significativa nos niveis de noradrenalina nas
quatro estruturas cerebrais estudadas, cértex frontal, hipocampo, hipotdlamo e

amigdala, enquanto que a dopamina s6 apresentou aumento no cortex frontal.
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