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RESUMO

C termo estresse é utilizado para definir o conjunto de alteragbes
adaptativas do organismo, que objetivam a reagdo a estimulos nocivos e
restabeiecimento da homeostase. G principal evento da resposta ao estresse é a
sintese e liberagdo de glicocorticbides, devido a ativacdo do sistema limbico-
hipotalamo-pituitaria-adrenal (LHPA), o que, por tempo prolongado, pode levar a
perda neuronal ou atrofia dendritica. A hiperativagéo do eixo LHPA também ocorre
na depress&o, 0 que leva a sugerir que as duas patologias tenham mecanismos de
acdo semeihantes, e ainda que a terapia antidepressiva poderia ser utilizada no
tratamento ou prevengéo dos efeitos do estresse cronico. Uma das alternativas
terapéuticas na depresséo € o tratamento com sais de litio, utilizado principaimente
nos disturbios bipolares. Estes sais atuam por diversos mecanismos, gue vao de
transducdo de sinal a express&o génica, e recentes estudos sugerem um novo
aspecto do tratamento com litio: a neuroprotegao.

Para testar a hipbtese de efeito neuroprotetor do litio sobre o estresse,
utilizamos um modeio de estresse cronico variavel previamente estabelecido em
nosso iaboraidrio, que consisie na apiicacdo de sete diferenies agenies esiressores
(imobilizagao, imobilizagéo mais frio, iuz piscante, inciinag@o, baruiho, nado forcado e
isolamento, aplicados aleatoriamente e com duracgao variavel) durante quarenta dias,
durante os quais ,metade dos animais foram tratados com ragdo contendo cloreto de
litio. Ao final do tratamento, foram realizadas as seguintes tarefas comportamentais:
Medida de Laténcia de Retirada da Cauda com exposicao a novidade, onde todos os
animais apresentaram efeito da novidade; Exposicdo ao Campo Aberto, em que
todos os animais apresentaram efeito da sessdo, havendo diferengca apenas na
laténcia para sair do primeiro quadrado; Labirinto em Cruz Elevado, onde o
tratamento com litio induziu efeito ansiolitico; Esquiva Inibitéria, em que todos os
animais apresentaram memoria adequada; e Labirinto Aquatico, onde o efeito
prejudicial do estresse sobre a memoria de referéncia foi revertido pelo tratamento
crénico com litio.

Na tentativa de avaliar os correlatos neuroquimicos destes resultados, foram
realizadas medidas de imunoconteudo de duas proteinas cerebrais — beta-tubulina e
GFAP - no cortex cerebral, amigdala e trés diferentes regides do hipocampo — CA1,
GD e CA3 — dos animais. Os resultados obtidos demonstraram nao haver diferencas
significativas em nenhum destes parametros, excetuando uma alteragéo dos niveis
de beta-tubulina encontrada no cértex do hemisfério direito de todos os grupos,
sugerindo que as alteracdes neuronais responsaveis pelos efeitos verificados no
comportamento sejam muito sutis para determinacéo por imunorreatividade, e que o
litio tenha atuado por mecanismos outros que ndo a gliose reativa.
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ABSTRACT

The word “stress” is used to define the adaptive alterations of an organism,
aimed to react against nocive stimuli and reestablish the homeostasis. The main
event of the stress response is the synthesis and reiease of glucocorticoids, due to
the activation of the limbic-hypothalamus-pituitary-adrenal axis (LHPA), which may
lead to neuronal loss or dendritic atrophy, when the exposure to stress is prolonged.
An increased activation of the LHPA axis occurs aiso in the depression, what
suggests that both pathologies have similar mechanisms of action, and that
antidepresive therapy may be used in the treatment or prevention of chronic stress
effects. One of the therapeutic possibilities in treating depression is the treatment
with lithium saits, which are used mainly in bipoiar disorders. These saits act by
different mechanisms, from signal transduction to gene expression, and recent
studies suggest a new aspect of this lithium treatment: neuroprotection.

To test the hypothesis of a neuroprotective effect of lithium under stress
conditions, we used a model of chronic variable stress, previously established in our
laboratory, which consists in the exposure to seven different stressors (restraint,
cold restraint, flashing light, inclination of the cages, noise, force swimming,
isolation, used in a random way, and during different periods) during forty days.
During this period, half of the animals were treated with lithium chioride in the chow.
At the end of the treatment, the animals were submitted to the following behaviorai
tasks: measurement of the latency to tail-flick after exposure to noveity, in which ali
the groups presented a novelty-induced effect; habituation to the open field, in
which all the animals presented habituation to the open field, and there was only a
difference in the latency to leave the first square; plus-maze, in which lithium
treatment presented an anxiolytic effect; inhibitory avoidance, with ali the animais
presenting adequate memory; and water maze, with the chronically stressed
animals presenting a decreased performance (impaired spatiai memory), and this
effect was reverted by chronic lithium treatment.

Trying to evaluate the neurochemical correlates of these resuits, we
measured the immunocontent of two brain proteins — beta-tubulin and GFAP — in
cerebral cortex, amygdaia and in three different regions of the hippocampus — CA1,
CA3 and dentate gyrus - in these animals. The results presented no significant
differences in these parameters, except for an alteration observed in ali grouops in
beta-tubulin levels in the right cerebral cortex, suggesting that the neuronal
alterations responsibie for the behavioral changes are not easily observed by these
immunoreactive evaluations, and that lithium may have act by other mechanisms
not involving reactive giiosis.
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Quando referimo-nos ao estresse, a linguagem € praticamente
universal. Nao é exagero dizer que o termo “siress” rompe as barreiras da
lingua, cultura, ou classe social. No decorrer dos Ultimos anos, este termo foi
utilizado com cada vez maior freqiéncia, independentemente de idade ou sexo,
para denominar, quase que invariavelmente, as sensacgbes que sucedem
eventos de alguma forma desagradaveis, seja pelo evento per se, seja por suas
consequéncias. Estes eventos fataimente implicam uma reagéo adaptativa do
organismo, e observando bem, os seres vivos estdo constantemente em
contato com situacbes que lhes exigem adaptacdo em nivel fisico e/ou
psicolégico. Exemplos disso s&o as alteragbes climaticas, que exigem um
reequilibrio térmico do organismo, alteragbes no estado nutricional, que levam o
organismo a mobilizar-se para armazenar ou liberar energia, ou também, para
seres que vivem em comunidade, alteragbes socio-politico-econdmicas, que
levam o individuo a necessidade de reestruturar-se para se integrar melhor a
sociedade. Contudo, n&o s&o apenas eventos desagradaveis que
desencadeiam uma resposta adaptativa: sentimentos de exultacdo, excitagéo,
provocam no organismo a mesma série de reagbes, o que é denominado por
alguns autores como um “bom estresse” (McEwen, 2000a). Considerando
entao esta gama de respostas adaptativas como causadas por eventos
estressantes, podemos dizer, enfim, que 0 estresse € um aspecto constante de
nosso dia-a-dia.

A resposta ao estresse induz alteragbes que sdo cruciais para a

adaptacdo e sobrevivéncia do organismo, e Ss30 responsaveis por sua



resisténcia as modificagbes do meio ambiente. Segundo Chrousos & Gold
(1995), organismos unicelulares adaptam-se com mudancas apropriadas em
sua bioquimica, organismos multicelulares adaptam-se através de complexas
mudangas neurais, humorais e celulares, e organismos sociais, cuja
sobrevivéncia depende da cooperagéo da comunidade, também desenvolvem
ligagdes sociais com esta comunidade, e a manutencdo destas ligacées é
crucial para a sobrevivéncia. Tais alteracbes geram disturbios no complexo
equilibrio organico conhecido como “homeostasia’, que corresponde a
manutencdo dos niveis 6timos de pH, oxigénio e temperatura corporal, vitais ao
organismo (McEwen, 2000a). Pode-se dizer, portanto, que a resposta ao
estresse, sendo uma resposta adaptativa, €& desencadeada visando
restabelecer este fino equilibrio, e ainda que os hormdnios liberados durante o
estresse tem um intuito protetor quando a curto prazo, tornando-se lesivos
quando produzidos a longo prazo, em grandes quantidades ou
desnecessariamente (Sapolsky, 2000).

Dificil, no entanto, € formular uma definicdo fiel ao termo “estresse’.
Trata-se de um conceito complexo e multidimensional, por ter inerente diversos
componentes que podem ser enumerados, tais como o estimulo estressante, os
sistemas de processamento deste estimulo, o que inclui a experiéncia subjetiva
do estresse, a resposta ao estresse, e ainda as experiéncias e atribuigbes
sensoriais do individuo frente ao estimulo estressante (Ursin e OIff, 1993). O
cérebro responde ao estresse de maneira complexa e orquestrada, e esta

resposta requer ativagdo de estruturas envolvidas com estimulos sensoriais e
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motores, bem como as fungbes autdbnomas, cognitivas e emocionais (Jessop,
1999; Lopez et al., 1999). No entanto, a resposta ao estresse ndo envolve
apenas elementos cerebrais, mas também outros sistemas, como 0 endocrino,
o autdbnomo e o imunoldgico — de fato, sdo as ligagbes entre os circuitos
cerebrais e os sistemas mais “periféricos” que formam as bases para as
respostas adaptativas ao estimulo estressante (Lépez et al., 1999).

Em 1936, o cientista e médico austriaco Hans Selye, em meio a seus
experimentos pioneiros no assunto, definiu o estresse como “Sindrome da
Adaptacdo Geral’, ou seja, a resposta adaptativa de um organismo a acéo de
agentes nocivos - os chamados agentes estressores. Ele postulou, ainda, que a
resposta ao estresse seria dividida em trés estagios: um primeiro de alarme,
onde o agente estressor seria notado; um segundo de resisténcia, no qual o
organismo estaria combatendo o agente estressor com sucesso; e, por fim, um
estado de exaustdo, onde o0 organismo esgotaria sua capacidade de resposta
ao estresse, dai advindo os seus efeitos deletérios (Selye, 1936, apud Kopin,
1995). De fato, vérias alteragbes - ou desordens - estdo associadas a
hiperexposi¢do a agentes estressores, o que denominamos Estresse Cronico
(McEwen & Magarinios, 1997). Exemplos disso s&o disfun¢des hormonais, que
vao desde alteragdes no crescimento a problemas reprodutivos, hipertenséo,
diabetes induzida por esterdides, etc. No entanto, sdo poucas as evidéncias
que indiqguem esta “faléncia” apontada por Selye. O estresse crénico néo é
patogénico em funcéo das falhas nas defesas do organismo, mas em fung&o

das proprias defesas tornarem-se patogénicas (Sapolsky, 1992). Para entender



isto, contudo, é necessario relembrar quais sistemas estdo envolvidos na

resposta ao estresse, e 0s mecanismos pelos quais atuam sobre o organismo.

Neuroendocrinologia da Resposta ao Estresse:

Os sistemas fisioloégicos responsivos ao estresse mais comumente
estudados sdo o eixo limbico-hipotalamo-pituitaria-adrenal (eixo LHPA) e o
sistema neuro-vegetativo (SNV, em especial a resposta simpatica da medula
adrenal), sendo ambos controlados pelos neurdnios da regido periventricular do
hipotalamo, chamados “neurdnios neurossecretorios parvocelulares” (Lopez et
al.,, 1999). O componente simpatico da reacio ao estresse pode ser visto como
a primeira fase desta resposta, e a ativagdo do eixo LHPA como a segunda: as
catecolaminas secretadas pelo SNV induzem cascatas de segundos
mensageiros nos tecidos alvo em poucos segundos, enguanto o0s
glicocorticoides, produto final da ativagdo do eixo, sdo secretados apds uma
laténcia de minutos, sendo que seus efeitos podem levar horas para surgir, pois
tipicamente envolvem eventos transcricionais (McEwen e Sapolsky, 1995).

Frente ao estimulo estressante, as aferéncias sensoriais, oriundas do
tronco cerebral e de diversas regides da medula espinal, efou estimulos
oriundos do Sistema Nervoso Central (SNC, e.g. a recordagao de um momento
estressante, ou a antecipacdo de um evento de mesma caracteristica), atingem

a regido periventricular do hipotélamo. Este, por vias do sistema simpatico,



estimula a medula das glandulas adrenais, levando & liberacdo de
catecolaminas endégenas (adrenalina e noradrenalina), o que constitui uma
resposta imediata inicial ao estresse (Ursin & OIff, 1993; Zigmond et al., 1995;
Bear et al., 1996). Esta descarga catecolaminérgica tem como fungao principal
a mobilizac&o de energia e supressao de todos os sistemas “desnecessarios”
na situagdo de alarme, como digestado, crescimento, reprodugcdo e imunidade
(Sapolsky, 2000; Leonard & Song, 1996), e é responsavel pelos sintomas
descritos por Walter Cannon no inicio do século (Cannon, 1929 apud Pacak &
Palkovits, 2001) e que foram imortalizadas pelo paradigma da “luta ou fuga’.

Historicamente, contudo, o sistema bioldgico que tem sido associado
mais diretamente a resposta'ao estresse em mamiferos € o eixo LHPA, que
possui componentes tanto cerebrais quanto enddcrinos, constituindo, entéo, o
circuito neuroendocrino de resposta ao estresse (Herman et al, 1996; Fuchs et
al,, 2001). Diversas estruturas do prosencéfalo, incluindo o cortex pré-frontal,
hipocampo, amigdala e septo, juntamente com as fibras nervosas
transportadoras dos estimulos sensoriais, langam aferéncias mono e
polissinapticas que convergem para o nicleo paraventricular hipotalamico
(NPV), o qual age como um integrador final da resposta ao estresse (Lopez et
al., 1999). Os neurbnios do NPV expressam importantes peptideos, como
arginina-vasopressina, ocitocina e, neste caso especialmente, o hormodnio
liberador da corticotrofina (CRH, do inglés corticotrophin releasing hormone)
(Stratakis & Chrousos, 1995), que séo liberados em resposta a estressores

fisiologicos e psicologicos. Os axbnios destes neurbnios projetam-se para a



zona externa da eminéncia média do hipotalamo, o que leva a liberagédo dos
peptideos no sistema porta - uma estrutura vascular especializada que liga o
SNC a porgao anterior da hipofise (Hayden-Hixson & Nemeroff, 1993). lIsto
resulta na sintese e liberagéo hipofisaria de diversos outros peptideos derivados
de um precursor comum: a pro-opiomelanocortina. Entre estes peptideos, estéo
incluidos os opidides endégenos, como a f-endorfina, € 0 horménio
adrenocorticotréfico (ACTH) (Akil & Morano, 1995), que, ao ser langado na
circulagdo sistémica, é carregado até o cortex das glandulas adrenais, onde &
ativada a producao e liberagéo de glicocorticdides (Lupien & Meaney, 1998).

O CRH exerce o papel principal na liberagédo de ACTH induzida pelo
estresse (Kalin et al., 1994). Entretanto, animais com lesdes no nucleo
paraventricular hipotaldmico ainda respondem a agentes estressores, sugerindo
gue a hipdfise ainda permanece funcional apds a destruicdo dos neurdnios
liberadores de CRH. De fato, a secrecdo de ACTH ¢é controlada por fatores
estimulatérios além do CRH, como arginina-vasopressina, peptideo intestinal
vasoativo, adrenalina e serotonina, e fatores inibitérios incluindo somatostatina
e glicocortictides (Delbende et al., 1992).

Os glicocorticéides (GC) - principaimente o cortisol em humanos € a
corticosterona em ratos (Bhatnagar et al., 1997; Fuchs e Flugge, 1998) - s&o
parte de uma grande familia de horménios esterdides, sendo sintetizados nas
células da zona fasciculata adrenocortical a partir de uma série de reac6es

enzimaticas utilizando o colesterol como precursor. As células adrenocorticais



ndo armazenam grande quantidade de glicocorticodes, e a secregdo destes
estd associada a sintese “de novo’. Ao serem liberados, 90 a 95% dos
glicocorticoides ficam ligados a proteina plasmatica corticosteréide-globulina,
com a qual apresentam uma relagao linear de concentragéo, e apenas a fragédo
livre (cerca de 5%), altamente lipofilica, penetra livremente a barreira hemato-
encefalica (BHE) (Herbert, 1998). Em situacdes de estresse, os niveis de
corticosteroide-globulina disponiveis para ligacdo tornam-se saturados pelos
altos niveis de GCs, provocando um marcado aumento em sua fragdo livre
(Campeau ef al., 1998; Herbert, 1998). Estes hormonios exercem seus efeitos
sobre varios tecidos, e sua agdo esta relacionada em grande parte a
interacdo com receptores citosodlicos, regulando eventos gendmicos e alterando
a transcricdo de determinados genes (Sapolsky, 1992).

O nome “glicocorticide” € devido a habilidade destes hormbnios em
promover a conversdo de proteinas e lipideos a fontes de carboidratos
prontamente utilizaveis pelo organismo (McEwen, 2000a). S&o, portanto,
horménios hiperglicemiantes, que participam da regulacdo energética e da
atividade metabolica corporea estimulando a ingestao de alimentos e inibindo o
armazenamento periférico de energia (Strack et al, 1995). Em condi¢es
normais de homeostasia, estes hormonios sdo liberados no organismo em
ciclos alternados, obedecendo a um reldgio bioldgico que prevé um aumento da
demanda de energia do animal (Marti et al., 1993; Campeau et al., 1998), com
altos niveis pela manha em humanos e no inicio da noite em ratos, que s&o

animais noturnos (Endo et al., 1999). energia.



Parece claro que a ativagdo do eixo LHPA, e consequente liberacao de
glicocorticoides, é adaptativa e essencial para a sobrevivéncia imediata do
organismo quando em resposta a estimulos agudos. Contudo, o estresse
crénico pode levar a alteracdes especificas na atividade deste circuito, que
podem ser consideradas patologicas, ou resultantes de uma adaptacgdo

inadequada, gerando a situacéo deletéria denominada estresse crénico.

Estresse Cronico e Neurotoxicidade:

A regulacdo das acgbes do eixo LHPA é feita, em grande parte, por
retroalimentacgao (“feed-back”) dos glicocorticéides sobre componentes do SNC,
aumentando ou diminuindo sua atividade de acordo com as necessidades
fisiologicas (Marti ef al., 1999). Vérias estruturas cerebrais estdo envolvidas nos
processos de retroalimentagdo, dentre as quais incluem-se o hipotalamo,
componente do eixo LHPA, e a amigdala, o cértex cerebral pré-frontal e o
hipocampo (Campeau et al., 1998), sendo esta ultima estrutura uma das mais
fortemente relacionadas a regulagéo do eixo devido a sua alta concentragéo de
receptores glicocorticoides.

Estes hormonios possuem dois tipos basicos de receptores: (1) os
mineralocorticoides, ou receptores Tipo |, os quais respondem a niveis
hormonais basais e no SNC encontram-se distribuidos principaimente no

hipocampo, e (2) os receptores glicocorticoides, ou Tipo I, que s&o ativados em



resposta a niveis elevados de glicocorticoides e apresentam distribuicdo mais
ampla, e.g., estruturas como cértex cerebral, septo lateral e ventromedial e
nucleo arqueado hipotalamico, além do préprio hipocampo (Magarifios et al.,
1989, Sapoisky, 1992; Smith, 1996).

Lesbes no hipocampo estéo relacionadas ao desligamento defeituoso
da resposta ao estresse e ao aumento do CRH e da vasopressina, com
consequente hipersecrecdo de glicocorticéides. Por outro lado, a exposi¢éo
prolongada a altos niveis de glicocorticdides lesa os neurdnios hipocampais,
reduzindo de modo permanente a sensibilidade a retroagéo e perpetuando o
excesso de glicocorticdides e suas repercussdes sobre o hipocampo (Halbe ef
al., 1996).

Diversos dados da literatura vém apontando os efeitos neurotéxicos da
exposicdo prolongada a glicocorticéides. De todas as estruturas cerebrais,
parecem ser as camadas de células piramidais das regides CA3 e CA4 do
hipocampo as mais sensiveis a injurias mediadas por glicocorticoides (McEwen,
1999; McKittrick, 2000). Estas injurias podem se manifestar em diversos niveis,
que incluem desde atrofia dendritica e retragdo celular até morte neuronal
(Watanabe et al., 1992; Sapolsky, 2000). Evidentemente, o nivel da les&o
provocada € dependente da intensidade e duragdo da exposicdo aos
glicocorticoides, e aqui € importante ressaltar que as quantidades destes
horménios liberadas durante situagGes de estresse cronico s&o suficientes para
causar atrofia dendritica e perda celular (McEwen et al., 1999; McKittrick, 2000;

Sapolsky, 2000). Este tipo de dano as células hipocampais também é
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observado em humanos: diversos estudos constataram que o hipocampo sofre
atrofia apds situacdes como estresse traumatico, depressio recorrente e
sindrome de Cushing, patologias estas que apresentam como caracteristica
comum um aumento da atividade do eixo LHPA (Magarifos et al., 1997).
Individuos idosos também apresentam uma aumentada atividade do eixo LHPA,
o0 que pode provocar atrofia de neurdnios hipocampais, € nesta linha de
raciocinio foram desenvolvidos trabalhos com ratos velhos que demonstraram
uma resposta exacerbada a situagbes de estresse agudo, justamente pela
impossibilidade do hipocampo em ativar os processos de retroacdo negativa
(Sapolsky, 1983; Smith, 1995).

Embora o dano celular nas regides CA1 e Giro Denteado (GD) do
hipocampo, mediado por altos niveis de GCs, n&o seja tdo evidenciado quanto
na regido CA3, estes horménios tém a propriedade de aumentar a
vulnerabilidade destas estruturas frente a insultos induzidos por outros agentes
lesivos (Stein-Behrens et al., 1992, 1994a e 1994b), ou também inibir o
funcionamento normal dos neurdnios destas regides. Exemplos disso sdo a
potencializacdo dos danos provocados na regido CA1 por processos
isquémicos (Adachi ef al., 2001; DeVries et al, 2001), e o aumento da
vulnerabilidade de suas células frente a insultos induzidos por drogas
convulsivantes, como o acido cainico (Smith-Swintosky et al., 1996; Sapolsky
2000).

Nos dltimos anos, tem-se evidenciado um outro efeito da exposicéo a

niveis alterados de GC, tais quais os observados em situagbes de estresse: a
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diminuicdo na proliferagao de células granulares do GD. Esta regido do
hipocampo € rica em células-tronco, que apresentam a propriedade de
diferenciar-se em novas células nervosas ao longo do desenvolvimento do SNC
e também na fase adulta (Biebl et al., 2000; Ambrogini et al., 2000). As células-
tronco adquirem o fenotipo de neurdnio, enviando prolongamentos axonais para
a regido CAS3, integrando-se as fibras musgosas e estabelecendo contatos
sinapticos com as células desta regido, tornando-se, portanto, funcionalmente
incorporadas aos circuitos neurais pré-existentes (Hastings & Gould, 1999;
Hastings et al, 2001). O processo de diferenciacédo das novas células a
neurdnios e o equilibrio entre a génese e morte apoptdtica destas células &
denominado neurogénese, € as reais implicacbes destes novos neurdnios ndo
sdo ainda bem descritas (Scharff, 2000). Contudo, ha indicios de que estes
neurdnios estejam envolvidos nos mecanismos de aprendizagem e memoria, e
também que facam parte dos processos de plasticidade neural (Gouid et al.,
1999; Hastings et al., 2001; Snyder et al., 2001). Diversos trabalhos apontam
uma diminuigdo da neurogénese em hipocampo de animais submetidos a
diferentes modelos de estresse, bem como a administracdo de GC, e esta
diminuicdo é observada tanto nos cérebros em desenvolvimento (Tanapat et
al, 1998) quanto na fase adulta (Gould & Tanapat, 1999; Gould et al., 2000).

Os mecanismos pelos quais os glicocorticéides prejudicam as células
nervosas sao constante fonte de estudos, ja tendo sido apontados diversos

fatores que podem estar envolvidos nos processos de lesdo. S&o eles:
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a) Deplecao Energética e Diminuicdo da Captacdo de Glicose

Este efeito faz parte das alteragbes classicas do organismo em
resposta ao estresse, i.e., a inibicdo da utilizagdo de glicose por sistemas
“desnecessarios” na resposta de alarme. De fato, os glicocorticoides inibem em
torno de 75% o transporte de glicose em células do sistema imune, fibroblastos
e adipocitos (Munck, 1971 apud Sapolsky, 1998). Estes efeitos parecem ser
dependentes de sintese protéica (Giaume et al., 1995). em poucos minutos os
GCs estimulam a sintese de uma proteina sequestradora de transportadores de
glicose, carreando-os para sitios intracelulares ou redistribuindo-os para locais
outros que nao os seus sitios ativos; além disso, em questdo de horas ou dias,
os GCs inibem a transcricdo dos genes para os transportadores de glicose, ou
desestabilizam os niveis de RNAm para estes transportadores. Isto resulta,
enfim, num decréscimo no transporte de glicose para o meio intracelular.

Nos ultimos tempos, tém-se evidenciado estes mesmos efeitos
inibitérios em estruturas do SNC, especialmente no hipocampo. Estudos
indicam a possivel atuacdo dos GCs via eventos gendmicos lentos, uma vez
que os insultos ndo s&o aparentes apds exposigdo de culturas celulares a
periodos de poucos minutos (Xavier, 1995; Chipkin, 1998; Sapoisky, 1998).
Comparando, contudo, com os tecidos periféricos, este efeito é bem mais
reduzido, localizando-se na faixa dos 25% (Sapolsky, 1992). Esta redug&o por
si s& nao é suficiente para provocar perda celular, mas é capaz de exacerbar as

lesdes induzidas por outros insultos.



Py

b) Toxicidade Glutamatérgica e Acumulo de Caéicio

O glutamato, que € um aminoacido essencial, € também o principal
neurotransmissor excitatério do SNC, perfazendo cerca de 60% do total de
sinapses nele existentes. Altas concentragbes de glutamato, contudo, podem
ser deletérias as células nervosas, por provocar a denominada excitotoxicidade
glutamatérgica, ou seja, uma situacio de hiperestimulacdo destas células. Para
evitar esta excitotoxicidade, existe um fino equilibrio entre a liberagéo e a
recaptacéo de glutamato: ele é liberado na fenda sinaptica mediante estimulo, e
rapidamente recaptado, a maior parte pelos astrocitos adjacentes, via
cotransporte com sédio por transportadores acoplados a uma bomba sédio-
potassio-ATPase (Na'/K'-ATPase) (Smith, 1995; Anderson & Swanson, 2000).
E Iégico, portanto, que ha a necessidade de uma alta concentracéo de sédio
extracelular como coadjuvante para este cotransporte, 0 que n&o ocorre num
periodo pés-excitatorio extenso, em que o influxo neuronal de sédio € elevado
(Sapolsky, 2000). Justamente neste ponto a acdo dos GCs pode ser deletéria:
ao diminuir a captac@o de glicose, diminui a fonte de substrato energético para
o funcionamento das Na'/K'-ATPases, o que tende a diminuir a captacdo de
glutamato (Reagan & McEwen, 1997). Somando-se a isto, em situagbes de
deplecdo energética severa, a despolarizacdo da membrana neuronal leva a
uma maior concentracdo de sodio intracelular, e consequente efeito reverso da
bomba: ndo s6 havera falha na remogdo do glutamato, como também aumento

no efluxo das reservas citosélicas deste neurotransmissor (Rossi ef al., 2000).
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A hipétese de que os GCs exergam seus efeitos deletérios em parte por
excitoxicidade glutamatérgica tem ja inUmeras comprovacgées, e os dados ja
citados, que indicam uma exacerbacio dos danos provocados por situagbes em
que sabidamente ha dano mediado por excesso de glutamato, i.e., isquemia
cerebral e convulsbes, vém de encontro a isto. Paralelamente, a atrofia
dendritica observada nas células da regido CA3 é bem mais acentuada nas
celulas apicais, que recebem o maior nimero de aferéncias excitatérias das
fibras musgosas oriundas do GD (Smith, 1996; McEwen, 2000a), dados que
também combinam com a hipotese de que a toxicidade dos GC seja mediada
por aumento na liberagédo de glutamato.

A elevacdo nos niveis de glutamato induz efeitos neurotoxicos
basicamente pelo aumento dos niveis de célicio intracelular, o que ocorre em
parte pela ligacéo aos receptores ionotropicos (i.e., NMDA e AMPA), permitindo
a entrada de célicio. Contudo, em experimentos utilizando culturas de células
em condicbes basais, i.e., em que ndo ha aumento nas concentracbes
extracelulares de glutamato, a adicdo de GCs provocou aumento do calcio
citosolico livre (Elliot & Sapolisky, 1993), o que indica que estes hormdnios
podem exercer alguns de seus efeitos influenciando o transporte vesicular de
célcio.

O aumento exacerbado nos niveis intracelulares de célcio desencadeia
uma série de reagbes que poderdo levar a danos ou mesmo morte neuronal.
Exemplos disso sdo a génese de radicais livres mediada por célcio, o que é

evidenciado pela indugdo de sintese de Oxido nitrico, geracao de xantina
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oxidase, ativacdo de fosfolipases que liberam acido araquidbnico das
membranas e prejuizo da atividade mitocondrial (Sapolsky, 2000). Outro
mecanismo pelo qual o calcio pode ser lesivo é através da ativacdo de
proteases como a calpaina, responsavel pela destruicdo da proteina espectrina,
uma das proteinas componentes do citoesqueleto (Vanderklish & Bahr, 2000). A
atuacdo destas proteases pode ser uma das responsaveis pela atrofia
dendritica observada frente a situacbes de estresse (Rajkowska, 2000; Souza
et al, 2000; McEwen, 2000b).

Resumindo: o estresse estimula a liberagéo de glicocorticoides, que por
sua vez inibem a captacdo de glicose em tecidos periféricos € no SNC. A
diminuicdo de glicose, principal substrato energético para o funcionamento
cerebral, leva a uma diminuicdo da atividade das ATPases existentes no
sistema nervoso. Um grupo destas ATPases esta associado a transportadores
de giutamato — logo, sem combustivel para seu funcionamento, haverd um
acumulo de glutamato nas fendas sinapticas, o que implica também em
aumento das concentragbes de célcio intracelular, tanto pela ativacdo de
receptores glutamatérgicos ionotropicos quanto pela mobilizac&o das reservas
intracelulares de calcio.

Contudo, conforme citado anteriormente, apenas a diminuicdo na
captacdo de glicose mediada pela hiperexposigdo a situagbes de estresse n&o
seria suficientemente potente para provocar perda celular. Além disso, ha
situagbes em que a simples administracdo de GCs n&o é suficiente para

mimetizar os efeitos do estresse cronico, o que indica que fatores cerebrais
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adicionais devem estar envolvidos nas alteracdes observadas apos a exposicio
ao estresse (Smith, 1996; Sapolsky, 1998). Estudos correntes tem demonstrado
que existem outros mecanismos envolvidos na acido deletéria do estresse
crénico, como a diminuigdo nas defesas contra insultos neuroldgicos, alteragdes
eletrofisiologicas mediadas por GCs, e a alteragdo na mobilizagdo de fatores

neurotroficos.

c) Diminuicdo das Defesas Neuronais

Diversos estudos tem relatado que o estresse crénico induz uma
diminuig&o em diversos tipos de defesas neuronais. Como exemplo disso pode-
se citar a marcante diminuicdo de enzimas antioxidantes, e.g. diminuigdo da
atividade das enzimas Cu/Zn-superoxido dismutase e glutationa peroxidase
(Mcintosh & Sapolsky, 1996; Mcintosh ef al., 1998), provocada pela exposi¢éo a
niveis supra-fisiolégicos de GCs. Outro exemplo € a diminuigdo na mobilizagdo
extracelular do acido gama-aminobutirico (GABA, do inglés gamma-
aminobutyric acid) e da adenosina durante insultos (Ravindran et al. 1994 apud
Sapoisky, 1998), bem como a reducdo do potencial inibitdrio pds-sinaptico
gabaérgico, que funciona como uma resposta protetora aos insultos
glutamatérgicos (McEwen, 2000b). Além disso, o estresse parece induzir
alteracbes na sintese e eficacia da proteina de choque térmico hsp72 (hsp, do
inglés Heat Shock Protein), cuja express&o € neuroprotetora em uma variedade

de insultos {(Sapolsky, 2000).
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d) Alteracdes Eletrofisiologicas

Os glicocorticoides também podem causar alteracGes eletrofisiologicas
em células hipocampais e, curiosamente, os efeitos sdo diferenciados de
acordo com o tipo de receptor estimulado: baixas doses de GCs, com
consequente ligagdo aos receptores de alta afinidade Tipo | (ou
mineralocorticoides), provocam aumento na excitabilidade neuronal da regido
CA1. Este efeito se da provavelmente via inibicdo da hiperpolarizacdo lenta
pos-potencial, a qual atua como um mecanismo intrinseco de atenuacdo da
aferéncia excitatéria (Joels & Kloet, 1991; Smith, 1996). Paralelamente, altas
doses de GCs, as quais estimulam os receptores do Tipo I, provocam o efeito
inverso, aumentando a hiperpolarizacdo pos-potencial (provavelmente por
aumentar a condutancia de calcio) e, consequentemente, diminuindo a
excitabilidade hipocampal (Joels & Kioet, 1991; Smith, 1996). Uma das
consequéncias desta diminuigéo € o prejuizo provocado sobre a potenciagdo de
longo prazo (LTP, do inglés Long-term Potentiation), um correlato de
memodria e aprendizagem, que tem sido apontado como envolvido na
formacgéo e memodria espacial no hipocampo (Pavlides et al., 1996; Wang et al,
2000; Garcia, 2001). De fato, diversos estudos tem apontado prejuizos na
memoria espacial provocados pelo estresse crénico ou pela administracéo

cronica de GCs, conforme sera mencionado posteriormente.
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e) Alteracdo da Sintese e Liberacdo de Fatores Neurotréficos

Fatores neurotréficos s&o substancias humorais que promovem o
crescimento e a diferenciagao de neurdnios, e sua remogdo causa, senédo morte
neuronal, atrofia e perda do fenétipo de neurdnio (Altar, 1999; McAllister et al..,
1999). Existem diversos tipos de fatores neurotréficos, como o Fator de
Crescimento Nervoso (NGF, do ingiés Nerve Growth Factor), Fator Neurotréfico
Derivado do Encéfalo (BDNF, do inglés Brain-derived Neurofrophic Factor), e as
Neurotrofinas (NT). Classicamente, os fatores neurotréficos s@o liberados pelo
neurbnio pds-sindptico, ligando-se a receptores acoplados a tirosina-cinase
existentes na superficie do neurbnio pré-sinaptico, e entdo transportados por
fluxo retrogrado ao nucleo, onde influenciardo a expressao génica (Thoenen,
1995; Duman et al, 2000; Goldberg & Barres, 2000).

Os dados referentes ao efeito do estresse sobre a prqdugéo de fatores
neurotroficos sdo ainda bastante confusos. Sabe-se que o estresse diminui a
expressdo do RNAm para o BDNF em todas as regides do hipocampo. Esta
diminuicdo € mais pronunciada no Giro Denteado, onde uma unica exposigdo
ao estresse é suficiente para provocar diminuicdo no RNAm, o que ocorre em
pouco menos de 45 minutos (Smith et al., 1995; Smith, 1996). Ha ainda
evidéncias de diminuicdo nesta expressao em outras dreas do sistema limbico,
tais como amigdala basolateral e claustro (Smith, 1996). Contudo os resultados

referentes & administragdo de corticosterdides, sem exposi¢do ao estresse, nao
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apresentam a mesma ampla diminuicdo, sendo esta mais localizada no Giro
Denteado.

Em func&o dos prejuizos neurais observados em situagSes de estresse,
seria de se esperar que o0s demais fatores neurotréficos também se
apresentassem diminuidos. No entanto, ndo ¢é isio que ocorre: estudos
pioneiros ja indicavam que os niveis séricos de NGF apresentam-se
aumentados em resposta ao estresse tanto em humanos quanto em roedores
(Lakshmanan, 1987), e trabalhos posteriores demonstraram aumento dos niveis
séricos de NGF em camundongos submetidos a um modelo de estresse social
(Alleva, 1993), bem como aumento nos niveis do RNAm para este peptideo em
hipocampo de animais submetidos a estresse por frio (Foreman et al., 1993).
Curiosamente, estes efeitos foram dependentes do tempo de duragao do
estresse: enquanto uma exposicao aguda ao frio provocou aumento do RNAm,
cinco dias seguidos de estresse n&o surtiram efeito algum. Em nenhum dos
casos a administracdo isolada de corticosterona induziu os mesmos aumentos,
e tampouco eles foram evitados por adrenalectomia, sugerindo que o0s
efeitos do estresse sobre o NGF se ddo por mecanismos outros que nao

o aumento de GCs circulantes.

Estresse Cronico e Efeitos Sobre o Comportamento Animal:

Os dados até aqui mencionados demonstram um claro efeito lesivo do

estresse sobre diferentes estruturas cerebrais, especialmente estruturas do
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sistema limbico ou a ele relacionadas. Conforme ja citado, estes efeitos lesivos
podem se manifestar tanto com atrofia dendritica, o que pode tornar os
neurdnios hipofuncionais, como, em menor escala, perda neuronal.

Estes efeitos deletérios do estresse também se manifestam em tarefas
comportamentais: exposicdo de ratos adultos e primatas a elevadas
concentracdes de GCs, tais quais as observadas em situacbes de estresse
cronico, resulta em danos cognitivos em diversas tarefas cujo desempenho esta
relacionado a func&o hipocampal, tais como exposi¢do ao Labirinto Aquatico
(Bodnoff et al., 1995), ao Labirinto Radial de Oito Bragos (Luine et af., 1993;
Nishimura et al., 1999), ao Labirinto em Y (Conrad et al., 1996), e ao labirinto
de Barnes (McLay et al., 1998).

Diversos estudos tém demonstrado um efeito ansiogénico do estresse
na tarefa do Labirinto em Cruz Elevado (File, 1996; Zurita ef al., 2000; Padovan
et al., 2000), o que é evidenciado por um comportamento de “congelamento” e
diminuicdo do numero de entradas nos bragcos abertos. Paralelamente, a
atividade exploratéria na tarefa de Exposicdo ao Campo Aberto também
encontra-se alterada em animais cronicamente estressados (D’Aquila ef al.,
2000).

Em nosso laboratério, foi estabelecido um modelo de Estresse Cronico
Variavel (Gamaro, 1998a; Manoli ef al., 2000) baseado em modelos pré-
existentes de estresse e depressdo (Wiliner et a/.; 1987; Echandia et al., 1988;
Konarska et al., 1990; Papp et al, 1991; Wiliner & Muscat, 1991; Murua e

Molina, 1992; Jordan ef al, 1994), que apresenta efeitos sobre diversos
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parametros bioquimicos e comportamentais. Por exemplo, demonstrou-se
alteragcdes de comportamento alimentar, com diminuicdo da ingestéo de
alimento doce por animais cronicamente estressados, e alteragbes na
nocicepgao, em que os animais submetidos a estresse crénico responderam

com hiperalgesia (Gamaro, 1998).

Estresse e Depressao:

A depress&o € uma desordem que chega a atingir um percentual de 5%
da populagcéo, e pode ser classificada em dois tipos basicos: a Depressao
Maior, ou unipolar, que €& caracterizada pela total anedonia e estado de
constante melancolia do paciente, e Desordem Maniaco-Depressiva, ou
disturbio bipolar, que intercala os periodos depressivos com surtos de mania,
i.e., elevacdo do humor, irritabilidade, inquietagdo, etc. Cerca de 25% dos
paciente depressivos sofrem também de acessos de mania (Kandel, 1991). A
patofisiologia destas desordens tem sido bastante estudada, e cada vez mais
s&o descobertos mecanismos envolvidos na génese e sustentagdo de estados
depressivos. Os recém citados fatores neurotréficos séo exemplos de recentes
descobertas acerca de mecanismos de agdo da depressdo: postula-se que a
modulagao destes fatores esteja envolvida na depressé&o, em fungéo de estudos
que tém apontado um aumento nos niveis de BDNF e de seus receptores

tirosina cinase B (irkB, do inglés Tyrosine Kinase B), especialmente no
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hipocampo de pacientes submetidos a terapia anti-depressiva (Duman et al..,
1997; Chen et al.., 2001). Aliados a isto, estudos reportam que o BDNF atua
como antidepressivo em dois modelos animais de depressio — nado forcado e
desesperanca aprendida (Siuciak ef al.., 1997).

Os dados que concernem a modulacdo do BDNF em casos de
depressao concordam com o que se sabe a respeito da relacdo destes fatores
com estresse: parece que em ambos 0s casos a diminuic3o desta neurotrofina
pode ser em parte responsavel pelos efeitos deletérios observados nas
patologias. N&o obstante, a relacéo entre os efeitos do estresse e da depressao
€ muito mais proxima. Sabe-se, por exemplo, que em grande parte dos
pacientes deprimidos existe uma hiperatividade do eixo LHPA e consequente
hipersecrecdo de cortisol, tal qual em situagcbes de estresse. Reforcando esta
idéia, 50% das pessoas que sofrem de Sindrome de Cushing, a qual apresenta
hipercortisolemia como caracteristica marcante, sofrem de depressdo, o que
também ocorre com mais de 75% das pessoas submetidas a tratamento cronico
com corticdides. Estes dados estabelecem uma forte relac&o entre a depressao
e os niveis de glicocorticoides circulantes. E, concordando com isto, observa-
se também nesta patologia uma acentuada atrofia dendritica, especiaimente
nos neurdnios piramidais apicais da regido CA3 do hipocampo (Duman et al.,
1997, 1999, 2000; Sapolsky, 2000), semelhante a observada em situagbes de
estresse. Além da atrofia dendritica, estudos postmortem em pacientes com

transtornos de humor revelaram alterada densidade de células gliais e



neuronais, bem como alteragcbes no volume de estruturas como hipocampo e
cortex pré-frontal (Rajkowska, 2000; Cotter et al., 2001).

Existem ainda outros fatores de semelhanca entre a patogenia da
depressdo e do estresse cronico. Exemplos importantes s&o as alteragdes nos
sistemas neurotransmissores. De fato, outros sistemas neurotransmissores,
além do glutamatérgico, encontram-se alterados apos situacbes de estresse.
Estudos tém demonstrado que os receptores gabaérgicos, por exemplo, tém
sua afinidade alterada mediante exposigdo crénica a glicocorticoides (Orchinik
et al,, 1995, 2001), e Magarifios et al. (1999) demonstraram que drogas
benzodiazepinicas, como o Adnizolam, sdo capazes de reverter a atrofia
dendritica provocada pelo estresse, o que & mais um indicativo do prejuizo
provocado ao sistema gabaérgico ja citado anteriormente. Nos ultimos anos,
surgiram diversas evidéncias reforcando a idéia de que o prejuizo na
neurotransmissdo gabaérgica possa estar envolvido na patogenia da depressao
(Shiah & Yatham, 1998). Uma vez que o GABA tem efeito inibitério sobre as
aminas biogénicas neurotransmissoras, € que esta inibicdo pode estar
envolvida em circuitos locais e interneurdnios, tem sido sugerido que a
diminuicdo de GABA n&o compita, e sim complemente o ja bem estabelecido
efeito das alteragbes nas fungbes serotonérgicas e noradrenérgicas em casos
de depressao (Shiah & Yatham, 1998).

O sistema serotoninérgico € outro que encontra-se prejudicado em
fungcdo do estresse: experimentos in vitro e in vivo demonstraram que o0s

glicocorticéides tém a propriedade de diminuir a expressdo dos receptores
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S5HT1a pOs-sinapticos, que sao de especial interesse por estarem envolvidos
em estados de ansiedade e depresséo, em estruturas como hipocampo e cértex
cerebral (Flugge, 1995; Nishi & Azmitia, 1996; Meijer et al, 1997). Estes
experimentos demonstraram ainda que os efeitos encontrados, aparentemente,
devem-se a estimulacéo dos receptores mineralocorticoides, uma vez que se
d&o sob concentragdes basais destes horménios (Meijer et al., 1997).

Além destes, outros estudos indicam a relacdo entre serotonina e os
danos observados no hipocampo de animais cronicamente estressados, uma
vez que o tratamento com tianeptina — uma droga estimuladora da captacao de
serotonina — inibe a atrofia dendritica da regido CA3 desta estrutura (McEwen et
al., 1997). Postula-se ainda que a serotonina atue sinergisticamente com o
glutamato, interagindo pré- ou pds-sinapticamente com o glutamato liberado
pelo estresse ou pelos glicocorticoides, potencializando a ligacdo aos
receptores NMDA, bem como sua atividade (McEwen, 2000a). Curiosamente, a
serotonina, juntamente com a noradrenalina, € o neurotransmissor mais
fortemente relacionado a depresséo, tanto que muitas drogas utilizadas como
tratamento para esta patologia modulam a atividade serotonérgica. Além disso,
o aumento da fun¢do serotoninérgica dos receptores SHT1A pés-sinapticos
parece ser requerido para a atividade da terapia antidepressiva (Duman ef al.,
1999, 2000).

Interessante também salientar os dados apontados por diversos
estudos demonstrando que o tratamento crénico com antidepressivos é capaz

de induzir uma aumento na neurogénese (Malberg et al., 2000; Manev et al.,
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2001), o que tambéem ocorre apés tratamento com terapia eletroconvulsiva
(Madsen et al., 2000).

Algumas teorias tém postulado que a acdo terapéutica dos anti-
depressivos se da a longo prazo em funcéo de sua agdo sobre os mecanismos
de transdugdo de sinal, muitas vezes modulando a sintese de proteinas e
expressédo génica (Duman et al., 1997). Exemplos disso s&do as descobertas de
que o fator de transcricdo protfeina ligante de elemento responsivo ao AMPc
‘(CREB, do inglés cyclic adenosine 3’,5-monophosphate (CAMP) response
element-binding protein), estimulado pela agéo tanto da serotonina quanto da
noradrenalina, € uma alvo intracelular da acéo de antidepressivos, e que um de
seus genes alvo € o que expressa o BDNF (Duman et al., 1997). Estes dados
colocam os fatores intracelulares de transdugdo de sinal como potenciais
agentes mediadores da terapia antidepressiva, e também abrem prescedentes

para a pesquisa de novos tratamentos contra a depresso.

O litio (Li*) foi introduzido na terapéutica por Alexander Ure por volta de
1840, primeiramente para o tratamento da gota, que ele acreditava estar
relacionada aos sintomas afetivos de mania e depressdo. Foi somente em
1880, com os estudos de dois médicos americanos chamados John Aulde e

Carl Lange, que o Li* passou a ser utilizado para o tratamento da depressao,
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independentemente da gota. Contudo, apés alguns anos de uso indiscriminado
em ténicos ou mesmo como substituto do sal, o consequente alto indice de
toxicidade fez com que este sal entrasse em desuso (Lenox et al., 1998).

Em 1949, John Cade, um psiquiatra australiano, publicou um estudo
sobre o efeito do Li* no tratamento da fase maniaca da psicose maniaco-
depressiva, ou disturbio bipolar (DB), o que abriu novamente as portas da
terapéutica para este sal. Em 1952, Mogens Schou reinvestigou a agéo do Li",
corﬁprovando a eficiéncia do mesmo para aplacar a agitagdo maniaca. O efeito
profildtico do Li* sobre o DB foi descrito entre 1959-1960, simultdnea e
independentemente, por um psiquiatra inglés, G.P. Hartigan, e um psiquiatra
dinamarqués, P.C. Baastrup, e varios ensaios clinicos confirmaram a eficacia
do Li* em prevenir tanto os episddios de mania como os de depresséo no DB. A
partir de 1969 (quando foi aprovado para uso clinico nos E.U.A.), o Li* comecou
a ser largamente utilizado no mundo inteiro para o tratamento e profilaxia da
PMD (Schou, 1980). Estima-se que cerca de 0,1% da populacédo mundial faca
tratamento com Li*, que atualmente é também utilizado como adjuvante no
tratamento da Depressdo Maior, além de ser a droga de escolha para o
tratamento do disturbio bipolar (Manji et al,, 1995; Schou et al.; 1998).

Os mecanismos de acdo deste cation monovalente sdo fontes de
constantes estudos, o que & compreensivel: a cada ano descobrem-se mais
vias pelas quais se da a sua ag&o. Sabe-se, por exemplo, que o Li* atua sobre
a maioria dos mecanismos de transducdo de sinal (Manji ef al., 1995, 2000z,

Jope, 1999) dentre os quais pode-se dar uma énfase especial ao ciclo do
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fosfatidilinositol: o Li* inibe a reciclagem dos fosfatos de inositol através da
inibicdo da enzima inositol monofosfatase, o que tem como consequéncia o
acumulo de diacilglicerol e inositol-trifosfato. Os niveis elevados de
diacilglicerol, por sua vez, levam a ativagdo de proteinas cinases C (PKC), que
s&o responsaveis por mediar as alteragdes a longo prazo nas fungdes celulares,
alterando inclusive a expressao génica (Berridge et al., 1989; Lenox et al., 1998;
Shaldubina et al., 2001).

QOutro efeito marcante do Li* é sobre a modulacdo de muitos dos
sistemas neurotransmissores (Lenox et al., 1998). Um exemplo disto sdo os
efeitos inibitorios do Li* sobre os autoreceptores serotoninérgicos pré-
sinapticos, os quais tém como funcdo diminuir a disponibilidade de serotonina
por mecanismos de retroagao negativa (Shaldubina ef al., 2001). Inibindo estes
auto-receptores, havera uma maior disponibilidade de serotonina, bem como
aumento das quantidades deste neurotransmissor liberadas por impulso (Lenox
et al., 1998). Postula-se que este efeito do Li* seja responsavel pela sua
eficacia em acelerar os efeitos da terapia antidepressiva em pacientes com
Depressao Maior. Esta interferéncia do Li* nos mais diferentes processos ocorre
em regides relativamente especificas do sistema nervoso, como o sistema limbico
e estruturas a ele associadas, que estdo relacionadas as emogdes e ao
comportamento (Manji & Lenox, 2000).

Nos ultimos anos tem-se dado uma atenc@o especial aos possiveis
efeitos neuroprotetores do Li*, especialmente em fungdo da descoberta de seus

efeitos reguladores sobre proteinas pro- e anti-apoptoticas. Estudos recentes tém
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demonstrado que o tratamento crénico com Li* provoca aumento nos niveis da
proteina citoprotetora bcl-2 em estruturas como hipocampo, cortex frontal e
estriado (Chen ef al., 1999; Maniji et al., 1999, 2000b; Chen & Chuang, 1999).
Esta proteina, expressa no sistema nervoso de mamiferos, localiza-se em
diversas estruturas celulares, como a membrana mitocondrial externa, o reticulo
endoplasmatico e a membrana nuclear, o que lhe permite atuar de maneira
protetora nos mais diversos niveis, pela ag&o antioxidante, inibicdo dos efeitos da
acao das caspases, inibicdo da liberagdo de calcio e recaptacdo do mesmo, etc.
Sabe-se que estas proteinas atuam inibindo tanto a morte celular apoptética
quanto a necrose celular, e estudos mais recentes apontam as bcl-2 como
promotoras de regeneracao celular.

Paralelamente, estudos tém demonstrado o efeito inibidor do tratamento
com Li" sobre a express&o da proteina pré-apoptética p53 em células granulares
do cerebelo bem como em células de neuroblastoma humano (Lu et al., 1999,
Chen & Chuang, 1999). Além disso, o Li* regula negativamente a expresséo da
proteina Glicogénio Sintase Cinase -3§, uma enzima diretamente relacionada a
regulacéo dos niveis das proteinas fau e B-catenina fosforiladas, que estéo
envolvidas, por exemplo, na neurodegeneragdo observada na doenga de
Alzheimer, bem como na desestruturagéo ‘do citoesqueleto de células nervosas
mediante algum processo de lesdo (Lovestone et al., 1998; Maniji ef al., 1999;

Munoz-Montano et al., 1999; Mora et al., 2001).
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Acredita-se que a soma destes mecanismos seja responsavel pelos efeitos
neuroprotetores do Li* em diferentes modelos de patologias do sistema nervoso,
que tém sido apontados por diversos estudos in vitro e in vivo. Nonaka e Chuang
(1998) demonstraram o efeito neuroprotetor do Li* em ratos submetidos a
isquemia cerebral focal, e este efeito neuroprotetor sobre células submetidas a
isquemia também foi demonstrado in vitro por Cimarosti et al. (2001), através da
utilizagdo de cultura organotipica hipocampal. Outros estudos, realizados por
Volonte et al. (1994), demonstraram que o tratamento de culturas primarias de
neurdnios cerebelares e corticais com Li* promove a sobrevivéncia de neurdnios
GABAérgicos (é interessante aqui relembrar o prejuizo observado na
neurotransmissdo GABAérgica mediante estados depressivos, conforme
mencionado anteriormente). Curiosamente, o tratamento crénico de ratos com Li*
também tem a propriedade de aumentar a expressédo do BDNF (o qual encontra-
se reduzido em situagcdes de estresse e na depressdo) em estruturas como o
hipocampo e os cortices temporal e frontal (Fukumoto et al., 2001).

Por fim, convém salientar que o efeito neuroprotetor do Li* também é
observado em cérebro de humanos in vivo: Moore et al. (2000b) demonstraram,
por ressonancia magnética tri-dimensional, que o tratamento de pacientes
bipolares com Li* aumenta o volume total da massa cinzenta encefélica. Estes
mesmos autores apontaram por espectroscopia magnética por ressonéancia de
protons que o tratamento com Li* aumenta a concentragdo de N-acetil-aspartato,

um marcador de viabilidade e funcionamento neuronal, em diversas estruturas



cerebrais humanas (Moore et al, 2000a). Estes dados s&o de importancia extrema

por demonstrarem a aplicabilidade e os efeitos terapéuticos do Li* na clinica.

Conforme ja citado anteriormente, o estresse crénico, bem como a
depressé&o, s&o capazes de induzir uma retracdo — ou atrofia — da arboriz¢do
dendritica de estruturas suscetiveis, como (e especialmente) a regido CA3 do
hipocampo. Estas alteracdes parecem se dar especialmente via efeitos dos
GCs sobre as concentragbes de céicio intracelular, uma vez que elevados
niveis deste ion sdo capazes de ativar proteases que atuardo sobre o
citoesqueleto, o qual é responsavel pela estruturacdo do neurénio saudavel
(Vanderklish & Bahr, 2000). Uma das proteinas constituintes do citoesqueleto &
a B-tubulina, que é tomada muitas vezes como marcadora da integridade neural
(Kimonides ef al., 1999). Paralelamente, estudos tém demonstrado uma
integracdo cada vez maior entre neurdnios e células gliais, bem como a
importancia destes “sistemas” gliais para o bom funcionamento do SNC.
Diversas fontes da literatura indicam uma alteracdo no numero e
funcionalidade destas células mediante lesbes ao SNC (Cotter et al., 2001), e

acredita-se que a ativacéo da astroglia seja benéfica em situagbes de leséo



(Eddleston & Muck, 1993). Complementando, por fim, dados anteriores de
nosso laboratério indicaram que o Li* produz uma gliose suave e modifica a
morfologia dos astrocitos hipocampais (Rocha & Rodnight, 1994; Rocha et al.,

1998).



OBJETIVOS



Considerando os ja bem estabelecidos efeitos do estresse sobre os
parametros comportamentais e sobre a estrutura do SNC mencionados,
considerando as similaridades entre a patogenia do estresse crénico e a da
depresséo, bem como o fato de que o modelo de estresse cronico estabelecido
em nosso laboratoério € também considerado um modelo de depresséo, capaz
de induzir diversas alteragbes no funcionamento do SNC, e considerando ainda
os emergentes dados acerca dos efeitos terapéuticos do litio no tratamento do
disturbio bipolar e da depress&o maior, bem como as descobertas em torno do
seu potencial neuroprotetor, o objetivo geral deste trabalho é verificar um
possivel efeito neuroprotetor do tratamento crénico com litio em ratos
submetidos a um modelo de estresse cronico variavel.

Para tanto, o trabalho sera desenvolvido em duas etapas: num primeiro
momento, serdo avaliados os efeitos dos tratamentos citados sobre diferentes
parametros comportamentais. Assim, 0s objetivos especificos dessa primeira
parte s&o:

1. avaliar os efeitos da exposicdo cronica ao estresse variavel,
concomintante a um tratamento com litio sobre o desempenho dos
animais em uma tarefa de Exposicdo ao Campo Aberto;

2. avaliar os efeitos da exposicdo cronica ao estresse variavel,
concomintante a um tratamento com litio sobre a nocicepgéo através
da Medida de Laténcia para Retirada da Cauda, avaliando também

os efeitos da exposigdo & novidade sobre esse parémetro;



nst. Ciéncin
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3. avaliar os efeitos da exposicido cronica ao estresse variavel,
concomintante a um tratamento com litio sobre o desempenho no
Labirinto em Cruz Elevado;

4. avaliar os efeitos da exposicdo cronica ao estresse variavel,
concomintante a um tratamento com litio sobre a meméria na tarefa
de Esquiva Inibitéria;

5. avaliar os efeitos da exposicdo crbnica ao estresse variavel,
concomintante a um tratamento com litio sobre a meméria espacial
na tarefa do Labirinto Aquatico de Morris;

6. avaliar os efeitos da exposicdo cronica ao estresse variavel,
concomintante a um tratamento com litio sobre a memoria de

trabalho em um Labirinto Aquatico.

A segunda parte deste trabalho tem como objetivo avaliar correlatos
neuroquimicos, considerando possiveis alteracdes neuronais e gliais atraves de
proteinas marcadoras. Para tal, teremos como objetivos especificos:

7. avaliar os efeitos da exposicdo crénica ao estresse variavel,
concomintante a um tratamento com litio sobre sobre a
imunodeteccdo de B-tubulina (cuja medida sera tomada como
marcadora neuronal) em trés diferentes estruturas cerebrais: cortex

cerebral, amigdala e e regides CA1, DG e CA3 do hipocampo;



8. avaliar os. efeitos da exposicdo cronica ao estresse variavel,
concomintante a um tratamento com litio sobre sobre a
imunodeteccdo da proteina glial fibrilar acida (GFAP, do inglés gilial
fibrillary acidic protein), uma marcadora da reatividade astrocitica,
em trés diferentes estruturas cerebrais: cortex cerebral, amigdala e

e regibes CA1, DG e CA3 do hipocampo.
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MATERIAL E METODOS

Reagentes

Tratamento dos animais:

Para o tratamento dos animais foi utilizada a racdo Nuvilab CR-1
(Nuvital), adicionadas ou nao de cloreto de sédio (NaCl) da Merck e cloreto de

litio (LiCl) da Synth.

Preparacéo das amostras:

A preparacdo das amostras para eletroforese foi feita utilizando os
seguintes reagentes: NaCl, KCl, CaCl,, Glicerol, HEPES e Glicose da Merck,
MgSO4 da Riedel, B-mercaptoetanol, azul de bromofenol, dodecil sulfato de
sodio (SDS) e Tris(hidroximetil)-aminometano (Tris) da Sigma, e acido

etilenodiaminotetracético (EDTA) da Reagen.

Eletroforese:

Foram utilizados os seguintes reagentes para realizacdo das

eletroforeses: acrilamida, bisacrilamida, persulfato de amonio, tetrametil-

etilenodiamina (TEMED), Tris e glicina da Sigma, e glicerol e HCI da Merck.



Eletrotransferéncia e imunodeteccao:

Foram utilizados Tris, Glicina, Tween-20, SDS e anticorpos primarios
anti-B-tubulina il e anti-GFAP da Sigma; metanol, NaCl e acido acético da
Merck; leite em pd desnatado da Nestlé; membrana de nitrocelulose da Bio-
Rad; reagentes para detecgéo do luminol (ECL), anticorpos secundarios, contra
anticorpos de camundongo e de coelho (anti-mouse e anti-rabbit) conjugados a
peroxidase, da Amershan; e filmes raio-X (13 x 18cm, X-Omat), solugdes

reveladora e fixadora da Kodak.

Animais Experimentais

Foram utilizados ratos Wistar machos, provenientes do biotério do
Departamento de Bioquimica da Universidade Federal do Rio Grande do Sul,
com 60 (sessenta) dias de idade ao inicio do tratamento. Os animais foram
mantidos em suas caixas moradia confeccionadas em plexiglass, medindo 42 x
34 x 16cm, tendo o assoalho recoberto com maravalha, e acondicionados em
grupos de 5 (cinco) ratos por caixa, sendo submetidos a um ciclo claro-escuro
de 12 horas e com racdo e agua ad libitum. Durante todo o tratamento, foi

realizado o monitoramento do consumo de agua e peso corporal dos animais.



Desenho Experimental

Os animais foram divididos em dois grupos: Grupo Controle, que sofreu
apenas a manipulacao necessaria a manutencao de suas habitagbes em boas
condigdes de higiene, e Grupo Estressado, que foi submetido a um tratamento
de Estresse Cronico Variavel por um periodo minimo de quarenta dias. Estes
grupos foram subdivididos em dois outros grupos: tratados cronicamente ou nao
com cloreto de litio. Os dois tratamentos (estresse X litio) foram aplicados

concomitantemente, por um periodo minimo de 40 (quarenta) dias.

Modelo de Estresse Cronico Variavel:

Foi utilizado o modelo de Estresse Cronico Varidvel ja estabelecido no
laboratério com algumas modificagGes, consistindo entdo na aplicagéo
alternada de 7 (sete) diferentes agentes estressores, uma vez por dia com
duracédo e horarios alternados (figura 3.1). A utilizacdo de agentes variados em
horarios e por periodos diferentes € uma tentativa de minimizar a previsibilidade
da aplicacdo do estressor. Pela mesma razdo, houve dias em que nenhum
agente foi utilizado. Os agentes estressores utilizados foram:

- Imobilizagdo (imobilizacdo dos animais em cilindros plasticos de diametro

regulavel, por periodos de até 2 horas);
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Imobilizag&o mais frio (imobilizacdo com posterior exposicé@o a temperatura
de 4° Celsius);

Inclinacdo (inclinacdo das caixas-moradia a um angulo de 45° por periodo
minimo de 4 horas);

Barulho {(exposi¢cao dos animais a um ruido de forte intensidade, a intervalos
regulares, por um periodo de 10 minutos);

Luz piscante (exposicao a luz de forte intensidade piscando a intervalos
regulares por periodos de até 6 horas);

Nado forgado (realizado em aquario de 50x47x40cm, com 30 cm de agua a
temperaturas alternadas entre 15 e 24° Celsius);

Isolamento dos animais em caixas separadas, por periodos de até trés dias.

A tabela 1 corresponde ao cronograma de estressores aplicados durante

os primeiros quarenta dias de tratamento.
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Tabela 3.3.1: Cronograma de Agentes Estressores

DIA |  AGENTE ESTRESSOR DURACAO
Dia 1 nado forcado a 15°C 3 minutos
Dia 2 isolamento 24 horas
Dia 3 isolamento 24 horas
Dia 4 isolamento 24 horas
Dia 5 imobilizacao 1 hora e 30 minutos
Dia 6 barutho 10 minutos
Dia7 inclinacao 6 horas
Dia 8 nenhum
Dia 9 nenhum

Dia 10 nenhum

Dia 11 barulho 5 minutos
Dia 12 luz piscante 3 horas
Dia 13 imobilizagdo 1 hora
Dia 14 imobilizacéo + frio 1 hora e 30 minutos
Dia 15 nado forcado a 22°C 10 minutos
Dia 16 barulho 7 minutos
Dia 17 inclinacdo 4 horas
Dia 18 isolamento 24 horas
Dia 19 isolamento 24 horas
Dia 20 nenhum

Dia 21 nenhum

Dia 22 imobilizacdo + frio 2 horas
Dia 23 nado forcado a 15°C 5 minutos
Dia 24 luz piscante 2 horas
Dia 25 inclinacéo 5 horas
Dia 26 imobilizac&o 1 hora e 30 minutos
Dia 27 barulho 5 minutos
Dia 28 nado forcado a 24 °C 10 minutos
Dia 29 imobilizacdo 1 hora
Dia 30 luz piscante 3 horas
Dia 31 nenhum

Dia 32 nenhum

Dia 33 inclinacao 6 horas
Dia 34 isolamento 24 horas
Dia 35 isolamento 24 horas
Dia 36 isolamento 24 horas
Dia 37 barulho 7 minutos
Dia 38 nado forcado a 15°C 3 minutos
Dia 39 imobilizac&o 1hora e 30 minutos
Dia 40 luz piscante ] 4 horas
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Imobilizagao + frio
60-90 min.

Imobilizagao - 60-90

Luz piscante - 2-4 hs min.

D ‘QI»\. w’,

Barutho - 5-10 min.

Nado forgado - 3-15 min.

Inclinagao - 2-6 hs Isolamento - 48-72 hs.

FIGURA 3.1: Agentes estressores utilizados no

Modelo de Estresse Cronico Variavel



Tratamento Cronico com Litio:

O litio foi administrado através da rac&o: a rag&o padrio era triturada e a
ela eram adicionados cloreto de sédio e de cloreto de litio, atingindo
concentragdes finais de 282 mmolkg e 60 mmol/kg, respectivamente. A
concentracéo de litio na racao foi calculada para obterem-se, nos ratos, niveis
plasmaticos dentro da faixa terepéutica utilizada em humanos, i.e., entre 0,4 e
1,2 meq/l, e o cloreto de sddio era adicionado a fim de minimizar as perdas de
sodio decorrentes da filtragem glomerular do litio, o qual € trocado por Na* nos
rins, evitando uma intoxicagdo por este sal. Devido & diurese elevada, os
animais tratados com litio tinham suas caixas moradia trocadas com

periodicidade diaria, muitas vezes duas vezes por dia.

Tarefas Comportamentais

Apds os guarenta dias de tratamento, os animais foram submetidos a

diferentes testes comportamentais. Foram eles:

Medida de Laténcia para Retirada da Cauda (“TAIL FLICK?),

- Exposigdo ao Campo Aberto (“OPEN FIELD?;

- Comportamento no Labirinto em Cruz Elevado (“PLUS MAZE?),
- Exposigao a Esquiva Inibitoria;

- Exposigéo ao Labirinto Aquatico (“WATER MAZE?).
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Medida da laténcia de retirada da cauda apos exposicdo a novidade:

Com esta tarefa, em que se avalia a medida da laténcia para retirada da
cauda do animal quando exposto a um estimulo doloroso, € possivel fazer uma
andlise do nivel de algesia (nocicepgdo) do animal. Para tanto, utiliza-se um
aparelho (figura 3.2) que possui uma fonte luminosa de intensidade ajustavel,
sobre a qual é colocada a cauda do animal. O acionamento da lampada aciona
também um crondémetro, e a deflexdo da cauda do animal, que € uma acgio
reflexa & sensacéo térmica provocada pela lampada, desobstrui o feixe luminoso
e ativa uma fotocélula que encerra a medida. Toma-se, portanto, a laténcia para
retirada da cauda como indice de nocicepcéo.

A avaliacdo da laténcia de retirada da cauda com exposicéo a novidade foi
utilizada para avaliagao de dois fatores:

- resposta do animal a um estimulo doloroso,
- integridade da ativacdo do sistema de resposta & novidade, o qual por uma
serie de mecanismos provoca analgesia no animal.

O experimento foi realizado em duas sessdes: na primeira, o animal foi
submetido a uma medida basal para habituacdo ao aparelho (para que este néo
funcionasse como uma novidade posteriormente). Na segunda sess&o, realizada
24 horas apds, os animais foram submetidos a uma primeira medida de
nocicepgao, que € denominada “Medida Pré-novidade”, e apds esta medida eles
foram expostos a um ambiente novo. Esta exposigéo foi feita por um periodo de

dois minutos, apds os quais os animais foram transferidos para uma “caixa de
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espera” (caixa moradia vazia) por mais dois minutos para, entdo, realizarem-se as
“Medidas Pos-novidade”. Foi utilizado um teto maximo de 15 segundos para a
retirada da cauda, apos os quais a medida era encerrada para evitar danos
teciduais. A poténcia utilizada foi de 0,7 mW/mm? e o ambiente novo utilizado foi o

Labirinto Radial de oito bragos.

Campo Aberto (“OPEN FIELD™):

Esta tarefa objetiva analisar diferentes parametros comportamentais, como
atividade motora, ansiedade e também membria, uma vez que & uma tarefa
realizada em duas sessoes (treino e teste) e pode-se comparar as diferencas no
comportamento do animal de uma sessao para a outra. Para isto, utiliza-se como
aparato uma caixa retangular com paredes altas, sendo uma delas de vidro para
permitir a observagao do comportamento do animal, € com tampa, para que nao
haja influéncia de ruidos externos. Essa caixa apresenta as seguintes dimensées:
40 x 60cm, com 50cm de altura. O assoalho desta caixa € dividido em doze
quadrados de igual tamanho (figura 3.3).

Os animais foram colocados no canto esquerdo da caixa, com a face
voltada para a parede, e expostos a este “campo aberto” por cinco minutos. As
sessbes treino e teste, de mesma duragéo, foram realizadas com um intervalo de
24 horas. Os parametros analisados foram:

- Laténcia para deixar o primeiro quadrado (tempo, em segundos, que 0

animal levou para se deslocar da posicao inicial, saindo do primeiro
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FIGURA 3.2: Desenho esquematico do aparelho de TAIL FLICK -

Medida de Laténcia para Retirada da Cauda



quadrado com as quatro patas). Pode ser utilizado como indice de
ansiedade do animal.

- Numero de cruzamentos — (“*CROSSINGS”) (nimero de vezes que o
animal transpds as marcacdes no assoalho da caixa). Esta medida
pode ser utilizada como indice de atividade motora e também como
indice de memoria entre as sessdes treino e teste.

- Numero de respostas de orientacdo — (‘REARINGS”) (nimero de vezes
que o animal se ergueu sobre as patas traseiras para se orientar no
ambiente). Comportamento exploratdrio cuja reducéo pode ser tomada
como medida de memoria entre as sessodes treino e teste.

- Numero de bolos fecais excretados pelo animal durante a exposicdo, o

que pode ser visto como parametro de ansiedade.

Labirinto em Cruz Elevado (PLUS MAZE):

Através desta tarefa € possivel a avaliagdo de dois parémetros
comportamentais: atividade locomotora e, principalmente, o grau de ansiedade do
animal (Hogg, 1996). Utiliza-se, para tanto, um labirinto em cruz elevado, que
possui dois bracos com paredes altas (denominados bracos fechados) e dois
outros bragos “sem paredes” (denominados bragos abertos, figura 3.4).

Os animais foram colocados no centro do labirinto (cruzamento entre os
bragos), com a cabeca voltada para um dos bragcos fechados, e o seu

comportamento foi avaliado por um periodo de 5 minutos.
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FIGURA 3.3: Desenho esquematico da caixa de habituacao ao
Campo Aberto (OPEN FIELD), demonstrando o assoalho dividido

em quadrados de igual tamanho e a frente de vidro da caixa.
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Durante a exposic&o a este labirinto, as variaveis observadas foram:

- tempo total de permanéncia nos bragos abertos e freqiéncia de
entradas nesses bracos, considerando-se menos ansioso o animal que
mais tempo ali permanecer;

- tempo total de permanéncia nos bracos fechados e freqiéncia de
entradas nesses bragos, tomando-se a preferéncia do animal por este
braco como parametro de ansiedade.

Na avaliag&o comportamental no labirinto em cruz, foram também considerados:

- porcentagem do numero de vezes que o rato entra nos bragos abertos
em relacao ao total de entradas;

- porcentagem do tempo que o rato permanece nos bragos abertos em
relacdo ao total de tempo em que permanece nos quatro bracos (tempo
nos bracos abertos mais tempo nos bracos fechados);

- numero total de entradas em bracos abertos e fechados, que refletem a
atividade locomotora.

Considerava-se que o animal havia entrado em um dos bragos quando

ele colocava as quatro patas no brago em quest&o.

Esquiva Inibitoria:

Esta tarefa é utilizada para medida de memoria condicionada por um
estimulo aversivo. Utiliza-se uma caixa de condicionamento automatizada

(Albarsch), de formato retangular e com a face frontal em vidro. O assoalho é
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fechado

Figura 3.4: Labirinto em Cruz Elevado, para medida dos

tempos de permanéncia e numero de entradas em cada brago.



constituido de uma grade de barras de bronze, espagadas 1 cm umas das outras,
através da qual & possivel aplicar uma diferenca de potencial elétrico de
intensidade variavel. No canto esquerdo do assoalho ha uma plataforma de
madeira a uma altura de 5cm da grade (figura 3.5).

O experimento se deu em duas sessdes: na sesséo de treino, o animal foi
gentiimente colocado de frente para o canto posterior esquerdo da caixa de
condicionamento, sobre a plataforma. Cronometrou-se a laténcia até a descida
completa do animal (com as quatro patas na grade de bronze), apds o0 qué ele
recebeu choques de 0,5 mA nas patas, de forma intermitente, por 6 s. Na sess&o
de teste, 24 h apds o treino, o animal foi recolocado na caixa de condicionamento,
sobre a plataforma, e a laténcia até a descida para a grade foi medida novamente.
A diferenga de laténcia entre treino e teste foi tomada como medida de retengéo
de memoria, tendo sido estabelecido um limite superior (teto) de 300 s para a

permanéncia do animal na plataforma no dia do teste.

Labirinto Aquatico (WATER MAZE):

Esta tarefa foi descrita por Morris ef al. em 1984, e objetiva avaliar a
memoria espacial dos animais. Para tanto, os animais s&o submetidos a diversas
sessdes de treino em um labirinto aquatico, que consiste em um tanque preto
circular medindo 180 cm de diédmetro por 60 de altura, preenchido com 30cm de
agua a 24 + 1° C, e contendo uma plataforma submersa (1,5 cm abaixo da

superficie). Externamente ao tanque, séo colocadas diversas dicas espaciais
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Figura 3.5: Esquiva Inibitria



visiveis ao animal, permitindo sua orientacdo (figura 3.6). Durante os treinos, os
animais sdo colocados no tanque em 4 diferentes posicdes, que dividem o tanque
em 4 quadrantes, e sdo forgados a nadar até encontrar a plataforma ou até atingir
um teto de 60s, apds os quais eles sdo gentiimente conduzidos & plataforma.
Com o decorrer das sessdes de treino, os animais tendem a localizar a plataforma
mais rapidamente, o que denota seu aprendizado.

Foram realizados dois tipos de medida utilizando este mesmo tanque:
Memoria Espacial de Referéncia e Memoria Espacial de Trabalho.

Memoria Espacial de Referéncia: Neste modelo, os animais foram submetidos a

cinco dias consecutivos de sessao treino, sendo largados em quatro diferentes
posicdes em ordem alternada a cada dia. No dia do teste (sexto dia), a plataforma
foi retirada, e 0s animais largados de uma unica posi¢ao. Os testes foram filmados
para posterior analise. Mediram-se entdo os seguintes parametros:

- laténcia para realizar o primeiro cruzamento sobre o local exato em

que estava a plataforma,

- Numero de cruzamentos realizados sobre o local exato da plataforma;

- Tempo de permanéncia no quadrante em que estava a plataforma;

- Tempo gasto no quadrante oposto.

Memoria Espacial de Trabalho: Esta medida foi realizada utilizando-se o mesmo

procedimento citado acima, com a diferenca de que foram realizadas apenas
quatro sessbes didrias de quatro tentativas cada, e a plataforma era mudada de

posicdo a cada sessao. Como nesta tarefa ndo ha sesséo de teste, toma-se como
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FIGURA 3.6a: Desenho esquematico do Labirinto Aquatico para

medida de memob&ria espacial

FIGURA 3.6b: Desenho esquemético dos 4 quadrantes do Labirinto Aquatico
1.Quad.adjacente; 2. Quad. Alvo;-3. Quad.adjacente 2; 4. Quad. oposto



medida de memoria as diferencas na laténcia para achar a plataforma entre

diferentes medidas dentro da mesma sesséo (tentativas ou “trials”).

Durante o periodo de testagens comportamentais, os animais continuaram

sendo submetidos aos dois tratamentos (estresse e litio).

Medidas Neuroguimicas

Apbs a redlizagdo das tarefas comportamentais, os animais foram
sacrificados por decapitagcdo e os cérebros totais retirados para obtenc&o das
amostras. Imediatamente apds, os enceéfalos eram adicionados de tampé&o-
HEPES salina (Meio de Krebs Ringer, tabela 2), objetivando mimetizar seu meio
fisiologico, e transferidos para um fatiador “Mcllwain chopper”, através do qual
cortavam-se seccdes coronais do cérebro com 0,4 mm de espessura. Foram
retiradas microfatias de 5 estruturas cerebrais (cortex, amigdala, e 3 diferentes
regibes do hipocampo: CA1, CA3 e giro denteado) através da utilizagdo de um
‘punch” metdlico com 15 mm de didmetro, num numero de 4
microfatias/estruturafhemisfério.

Tabela 2: Meio de Krebs Ringer

COMPOSTO CONCENTRACAO
NaCl 124 mM

KClI 4 mM

MgSO4 1,2 mM

NaHEPES (pH 7,4) 25 mM

Glicose 12 mM

CaCl, 1T mM
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As estruturas (de microfatias) obtidas foram homogeneizadas em 100ul de
solugdo de lise proteica (Solucéo A, tabela 3) . Retiraram-se 20ul de amostra para
dosagem de proteinas, feita espectrofotometricamente a 700 nm pelo método de
Peterson, o qual é baseado no método de Lowry com algumas alteragbes para
permitir a presenca de SDS, melhorando a solubilizacio de proteinas (Peterson,
1977). Ao homeogeneizado restante, foi adicionado um volume de 20 ul de
Solugdo B, cuja composicdo é apontada na tabela 4, acrescida de 5% de -
mercaptoetanol. Ao fim destes procedimentos, as amostras foram incubadas em
banho-maria fervente por 10min, apés o qué estavam prontas para aplicacéo em

eletroforese unidimensional.

Tabela 3: Solugéo A (solucédo de lise para Eletroforese Unidimensional)

COMPOSTO CONCENTRAGAO
SDS 4%

EDTA 21 mM

Tris-HCI (pH 6,8) 50 mM

Tabela 4: Solugdo B (solucéo de lise para Eletroforese Unidimensional)

COMPOSTO CONCENTRAGCAO
Glicerol 40%

Tris-HCI (pH 6,8) 50 mM

Agua (Milli-Q) a.s.

Azul de Bromofenol g.s.
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Eletroforese Unidimensional:

As separagbes eletroforéticas foram realizadas em mini-géis SDS-PAGE
(poliacrilamida - acrilamada / bisacrilamida), com concentrag@o final de 12% para
0 gel de separacéo e 4,5% para o gel de entrada (tabela 5). As placas de mini-gel
foram separadas com espagadores de 1mm, aplicando-se oito diferentes
amostras por gel. Os volumes de amostra foram calculados para a aplicacéo de
uma quantidade final de 50 ng de proteinas totais, e as amostras foram aplicadas
com o auxilio de uma pipeta Hamilton. Utilizou-se um tampéao SDS-glicina (tabela
6) para proceder a separagdo das proteinas, que foi realizada utlizando-se o
sistema Gibco (sistema de eletroforese vertical Mini-V 8-10). As corridas foram
realizadas em voltagens entre 80 e 120 mV, e eram encerradas quando a linha de

frente atingia o limite final da placa (aproximadamente 2 horas de duragdo).

Tabela 5: Gel de Poliacrilamida-SDS

COMPOSTO SEPARACAO ENTRADA
Acrilamida/Bisacrilamida {12 % 45%

(39/1)

Tampé&o Tris-HClI 17 % (1,5 M, pH 8,8) 25 % (500mM, pH 6,8)
SDS 0,1 % 0,1%

Glicerol 6,0 % -—

TEMED 0,06 % 0,08 %

Persulfato de Amoénio 0,45 % 0,1%

Tabela 6: Tampao de Eletroforese

COMPOSTO CONCENTRACAO
Tris 495 mM

Glicina 1,05 M

SDS 36,5 mM
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Eletrotransferéncia (Western-Blotting):

Ao final da eletroforese, as proteinas separadas nos géis foram
submetidas a uma transferéncia para membranas de nitrocelulose, a qual foi
realizada através do sistema semi-seco (semidry electroblotter, Trans-blot RD®
, Bio Rad). Para tanto, montou-se o sistema obedecendo a seguinte disposicéo:
duas folhas de papel filtro Whatman N°® 3, a membrana de nitrocelulose, o gel
contendo as proteinas separadas através da corrida eletroforética e novamente
duas folhas de papel filtro. Todos os componentes foram previamente
embebidos em tamp&o Bjerrum (tabela 8), sendo que as membranas
permaneceram neste tamp&o por um periodo de 15 minutos para promover sua
hidratag@o, e os géis foram apenas lavados com o tampdo para retirada do
excesso de SDS. A transferéncia se deu a uma voltagem de 15V, com corrente
de 1,5 mA/cm? por um periodo de 60 minutos.

Ao final da transferéncia, os papéis-filtro e os géis foram descartados, e
as membranas de nitrocelulose lavadas com uma solugao fixadora por alguns
minutos, sendo posteriormente submetidas a sucessivas lavagens com agua
destilada para retirada do excesso de fixador. Por fim, as membranas foram
incubadas com aproximadamente 10 ml de tampao Tris salino com adic&o de
leite em pd (L -TTS, tabela 7) durante toda a noite. Este procedimento tem a

funcdo de bloquear sitios nao especificos inibindo, assim, a ligacdo de
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anticorpos a regides nido desejadas, apds 0 qué as membranas estavam
prontas péra os procedimentos de imunodeteccdo.

Convém destacar que as amostras eram sempre corridas com seus
respectivos controles, para que fosse possivel a comparacéo ‘dos resultados

como porcentagem do controle.

Tabela 7. TTS, L-TTS e T-TTS

COMPOSTO | CONCENTRAC_“,T\O

TTS

Tris 20 mM
NaCl 500 mM
pH (ajustado com HCH) 7,5
L-TTS

| eite em P06 desnatado 5%
TTS qg.s.
T-TTS ‘

Tween 20 0,05 %
TTS qg.s.

Tabela 8. Tampao Bjerrum

COMPOSTO CONCENTRAC,‘T\O

Tris 48 mM

Glicina 39 mM

Metanol 20%
Imunodeteccio:

Apds o periodo de bloqueio, as membranas foram submetidas a duas
lavagens com 10 mi de T-TTS (tabela 7), por um periodo de 5 min cada. O

procedimento seguinte consistia na incubagdo com os primeiros anticorpos
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(anti-B-tubulina Hl ou anti-GFAP), diluidos em L-TTS a uma concentracdo de
1:400, por um periodo de 2 horas, sob agitagdo suave e constante. Em seguida,
as membranas eram novamente submetidas a lavagens com T-TTS (3 lavagens
de 5 minutos cada), para entdo serem submetidas a incubacdo com os
segundos anticorpos (anticorpo acoplado a peroxidase contra anticorpo de
camundongo - anfi-mouse peroxidase - para as membranas incubadas
previamente com f-tubulina e anticorpo acoplado a peroxidase contra anticorpo
de coelho - anti-rabbit - para GFAP). Os segundos anticorpos foram diluidos a
uma concentragdo de 1:2000, também em L-TBS, e as incubagdes se deram
por um periodo de 2 horas.

Quando retiradas da incubacéo com o segundo anticorpo, as membranas
foram submetidas a 3 lavagens de 5 minutos com T-TTS, seguidas por 2
lavagens com TTS, ao fim do qué estavam prontas para o ensaio de ECL. Este
foi feita expondo-se as membranas a um agente luminescente (luminol), que
reage com a peroxidase acoplada ao segundo anticorpo, provocando emissao
de luz. Ao expor-se as membranas a filmes autorradiograficos, a luz emitida
pela reacdo ECL-Peroxidase provoca uma impressao que € proporcional a sua
intensidade. Apds revelados, os filmes foram escaneados e quantificados peio
programa computacional “OptiQuant’.

Apés o ECL, as membranas foram submetidas ao procedimento
denominado “stripping”, que consiste na aplicacdo de sucessivas lavagens com

agua destilada e NaOH 2N para retirada de quaisquer residuos protéicos (de
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anticorpos ou do bloqueio) aderidos @ membrana, estando esta pronta, entio,

para novo bloqueio e reagdo com novo anticorpo.

Analise Estatistica

Os dados referentes a analise da evolucdo do peso corporal e do
consumo de &gua foi feita utilizando o teste de Andlise de Variancia (ANOVA)
de medida repetida, seguida, quando indicada, pelo teste de Student-Newman-
Keuls.

A anadlise estatistica das tarefas comportamentais foi feita da seguinte
forma: para as tarefas em que os resultados tinham uma distribuicdo normal, ou
parameétrica, e.g., Exposicéo ao Labirinto em Cruz Elevado e Meméria Espacial
de Referéncia no Labirinto Aquatico, foi utlizada uma ANOVA de duas vias,
seguido, quando indicado, pelo teste de Student-Newman-Keuls. A curva de
aprendizado, os resultados de Memoria de Trabalho no Labirinto Aquatico e os
resultados da Exposicdo ao Campo Aberto (ou seja, tarefas com medidas
realizadas em mais de uma sessao, também de resultados com distribuigao
normal), foram avaliados por ANOVA de medida repetida (seguida, quando
indicado, pelo teste de Student-Newman-Keuls). O mesmo teste foi feito para os
resultados obtidos com o Tail Flick, uma vez que poucos animais atingiram o
teto estipulado. Nesta tarefa, utilizou-se ainda o teste t de Student pareado na

avaliacao do efeito da novidade para cada grupo individualmente.
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Os resultados da tarefa de Esquiva Inibitoria (dados nao paramétricos)
foram avaliados pelo teste de Kruskal-Wallis, e a diferenca dos grupos entre as
sessbes treino e teste foram avaliadas pelo teste de WILCOXON.

Por fim, a analise estatistica dos resultados de imunodetecgao foi feita

através de Teste t de Student pareado.



RESULTADOS




Hibliotecs

Monitoramento de Peso Corporal e Consumo de Agua:

Todos os grupos apresentaram pesos semelhantes no inicio do tratamento
(dia zero). Nas duas primeiras semanas, 0s animais dos grupos controle e
estressado apresentaram evolugdo normal no ganho de peso, enquanto os
grupos tratados com litio tiveram pouca diferenga no seu peso corporal. A partir
da segunda semana, todos os animais apresentaram ganho regular de peso,
contudo, os tratados com litio (controles e estressados) permaneceram com
menor peso que os demais até o final do tratamento (figura 4.1).

Os animais tratados com cloreto de litio também apresentaram diferenca
no volume de agua consumida, chegando este a ser cinco vezes maior que o
volume consumido pelos animais controle. isto deve-se provavelmente a ingestéo
de maiores quantidades de cloreto de sodio, uma vez que este era adicionado a

racéo padrao (figura 4.2).

Litemia:

' Todos os animais apresentaram litemia dentro da faixa terapéutica utilizada

em humanos, ou seja, entre 0,4 e 1,2 mEg/litro de plasma.
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Figura 4.1: Curva de evolugdo do peso corporal de ratos submetidos a
tratamentos cronicos com estresse e litio. Dados expressos como média + erro
padrao, N = 10 animais por grupo

Houve efeito do litio, com retardo do ganho de peso (ANOVA de medida repetida,
P < 0,001); houve efeito do tempo, pois os animais ganham peso com o tempo ( P
< 0,001); houve interagéo significativa entre litio e tempo (P < 0,001) e entre
estresse e tempo (P < 0,01), pois os animais tratados cronicamente ganham peso
mais lentamente. Uma ANOVA de duas vias mostrou as seguintes diferencas:
semana 1: P = 0,007; semana 2: P < 0,001. Diferenca entre os grupos até o final
do tratamento: P < 0,001. O teste de Student-Newman-Keuls mostrou diferenca

entre os grupos tratados com litio e os demais grupos a partir da semana 1.
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Figura 4.2: Efeito dos tratamentos cronicos com estresse e litio sobre o consumo
médio de agua. Dados expressos como média + erro padrdo, animais dispostos

em 5 ratos/caixa (duas caixas/grupo).
O tratamento com litio aumentou o consumo hidrico (ANOVA de medida repetida,

P < 0,01 para o litio; P < 0,01 para o tempo e P < 0.01 para interac&o entre tempo

e tratamento com litio).
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Tarefas comportamentais:

a) Medida da Laténcia para Retirada da Cauda {TAIL FLICK) com Exposicao

a Novidade

Todos os animais apresentaram efeito da novidade, mostrando analgesia
apos exposicao a um ambiente novo (ANOVA de medida repetida, P < 0,001 para
o efeito da sessao). Houve também interacao estresse-litio (P < 0,05), sendo que
os animais tratados com litio apresentaram-se hiperalgésicos em relagdo aos
controles e os animais dos grupos estressados, tratados ou nao com litio, ndo
mostraram diferenca estatisticamente significativa em relagdo aos controles

(figura 4.3).
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Tail Flick com Exposicao a Novidade

®,
%

O controle

B litio

Bl estresse

|B estresse + litio

Laténcia (s)

TFL pré-nov TFL pbs-nov

Figura 4.3: Efeitos dos tratamentos cronicos com estresse e litio sobre a
Laténcia para Retirada da Cauda com exposigdo a novidade. Dados expressos
como média + erro padréo, N = 10 animais por grupo.

% — Houve efeito significativo da novidade (ANOVA de medida repetida, P <
0,001), todos os grupos apresentando tal efeito (teste t de Student para amostras

dependentes, P < 0,05). Houve ainda interac&o estresse x litio (P < 0,05).
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b) Exposicdo ao Campo Aberto {(OPEN FIELD):

Nesta tarefa, todos os animais apresentaram efeito da sessdo, ou seja,
houve uma habituagéo da sesséo treino para a sessdo teste, o que é evidenciado
pela diminuigdo no numero de cruzamentos (“crossings”, figura 4.4) e no numero
de respostas de orientacdo (‘rearings”, figura 4.5). Estes resultados foram
estatisticamente significativos (P < 0,001 para ambos os parametros), e podem
ser interpretados como consolidacdo de memodria por parte de todos os animais.
N2o houve diferenga significativa entre os grupos tanto para o numero de
cruzamentos quanto para o numero de respostas de orientagao.

Na laténcia para deixar o primeiro quadrado, durante a sessdo treino,
houve efeito significativo do grupo, com aumento da laténcia dos animais do
grupo estressado (P < 0,001), e do litio, também com aumento da laténcia destes
animais (P = 0,001). Na sessdo teste, houve interacdo entre os tratamentos
estresse e litio (P < 0,05, figura 4.6) . Nao houve diferenca estatisticamente
significativa no namero de bolos fecais excretados em nenhum dos grupos

analisados, independentemente da sesséo (figura 4.7).
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Figura 4.4: Efeito dos tratamentos cronicos com estresse e litio sobre o numero

de cruzamentos (“Crossings”) na tarefa do Campo Aberto. Dados expressos como

média + erro padrdo, N = 10 animais por grupo.

% — Todos os grupos apresentaram efeito da sessdo (ANOVA de medida

repetida, P < 0,001). Nao houve diferenca entre os grupos (P > 0,05).
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Figura 4.5: Efeito dos tratamentos crénicos com estresse e litio sobre o nimero

de respostas de orientacdo (“Rearings’) na tarefa do Campo Aberto. Dados

expressos como média + erro padrao, N = 10 animais por grupo.

< — Todos o0s grupos apresentaram efeito da sessdo (ANOVA de medida

repetida, P < 0,001). N&o houve diferenca entre os grupos (P > 0,05).
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Figura 4.6: Efeito dos tratamentos cronicos com estresse e litio sobre a laténcia
para deixar o primeiro quadrado na tarefa do Campo Aberto. Dados expressos
como media + erro padréo, N = 10 animais por grupo.

Uma ANOVA de medida repetida mostrou efeito geral do estresse (P = 0,001) e
do litio (P < 0,001), assim como interagio entre estresse e litio (P < 0,02). Uma
comparagdo entre os grupos nas sessfes isoladamente mostrou ser o grupo
estresse + litio diferente dos demais (® — P < 0,05, teste de Student-Newman-

Keuls).
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Figura 4.7: Efeito dos tratamentos cronicos com estresse e litio sobre o nimero
de bolos fecais na tarefa do Campo Aberto. Dados expressos como média + erro

padrdo, N = 10 animais por grupo.
Nao houve efeito da sessao ou dos tratamentos (ANOVA de medida repetida, P >

0,05 para todas as variaveis).
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c) Exposicao ao Labirinto em Cruz Elevado (PLUS MAZE)

Os resultados obtidos com esta tarefa demonstraram claro efeito do
tratamento com litio sobre o tempo de permanéncia no braco aberto: os animais
tratados com litio permaneceram bem mais tempo no brago aberto quando
comparados com os controles, da mesma forma que os estressados tratados com
litio quando comparados ao grupo estressado (P = 0,001, figura 4.8).

Na medida do numero de entradas no brago aberto, houve efeito
significativo do estresse (P < 0,05) e do litio (P < 0,001): os animais tratados com
litio apresentaram aumento no numero de entradas no braco aberto; além disso, o
litio reverteu a diminuicdo das mesmas provocada pelo estresse. Nao houve
diferenga significativa no numero de entradas no bracgo fechado, e a soma total de
entradas foi diferente entre os grupos, tratados ou ndo com litio (P < 0,05, figura

4.9).
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Fiqura 4.8: Efeito dos tratamentos cronicos com estresse e litio sobre a
porcentagem de tempo nos bragos abertos e fechados no Labirinto em Cruz
Elevado. Dados expressos como média + erro padrao, N = 10 animais por grupo.
< - Houve efeito significativo do litio sobre o tempo de permanéncia no braco
aberto (ANOVA de duas vias, seguida pelo teste de Student-Newman-Keuls, P =
0,001). N&o houve efeito do estresse (ANOVA de duas vias, P> 0,05).
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Figura 4.9: Efeito dos tratamentos cronicos com estresse e litio sobre o namero
de entradas nos bragos abertos, fechados, e numero iotal de entradas no
Labirinto em Cruz Elevado. Dados expressos como média + erro padrao, N = 10
animais por grupo.

+» - Houve efeito significativo do litio e do estresse sobre o nimero de entradas
no brago aberto (ANOVA de duas vias, seguida pelo teste de Student-Newman-
Keuls, P < 0,05 para o estresse e P < 0,001 para o litio) e sobre o nlimero total de
entradas ( P < 0,05 para ambos os tratamentos). Nao houve efeito sobre o
namero de entradas no brago fechado (ANOVA de duas vias, P > 0,05).
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d) Medida de Laténcia na Esquiva Inibitdria

Os resultados obtidos com esta tarefa demonstraram n&o haver diferenca
no indice de retengcdo de memoria entre os grupos (figura 4.10). Quando
comparadas as sessoes treino e teste isoladamente, os animais do grupo tratado
com litio n&o tiveram diferenca significativa no indice de retencao (P = 0,0745), ao

contrario dos demais grupos (P < 0,01 para todos os demais).
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Figura 4.10: Efeito dos tratamentos crénicos com estresse e litio sobre as
laténcias para descer da plataforma na Esquiva Inibitoria. Dados expressos como
mediana (intervalo interquartis). Nao houve diferenca significativa entre os grupos
(teste Kruskal-Wallis). N = 10 animais por grupo.

++ - Houve efeito significativo entre as sessdes treino e teste (teste de Wilcoxon;

P < 0,01). Nao houve diferenca significativa entre as sessbtes no grupo tratado

com litio (P = 0,08).
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e) Medida de Meméria Espacial no Labirinto Aquatico (WATER MAZE)

Memoria Esbaciai de Referéncia:

Os animais de todos os grupos apresentaram curvas de aprendizado
estatisticamente iguais, o que indica que tiveram aprendizado semelhante durante
as sessoes treino (figura 4.11).

Na sessdo de teste, os efeitos dos tratamentos aplicados sobre os
diferentes parametros desta tarefa foram bastante significativos. Os resultados
obtidos demonstraram que 1 - 0 estresse aumentou a laténcia para o primeiro
cruzamento (P < 0,001), o que pode ser interpretado como déficit de memoria. Por
sua vez, o tratamento com litio reverteu o efeito do pelo estresse, ndo provocando
por si sO efeito significativo neste parametro, apesar de apresentar uma certa
tendéncia para tal (P = 0,088, figura 4.12); 2 - o tratamento com litio aumentou o
numero de cruzamentos dos animais sobre o local exato da plataforma, e reverteu
a diminui¢do provocada pelo estresse neste parametro, (efeito do estresse: P <
0,001; efeito do litio: P = 0,003; fig. 4.13); 3 - houve interagdo dos efeitos no tempo
de permanéncia no quadrante alvo, com os animais estressados tratados com litio
apresentando performance semelhante aos controles e tratados somente com litio
(P = 0,006) e 4 - o estresse provocou aumento no tempo de permanéncia no
quadrante oposto (P = 0,017), o que é um indice da desorientacdo do rato, e
houve interac&o estresse-litio nesse parametro (P = 0,017), com reversdo desta

medida de desorientagdo (figura 4.14).
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Memoria Espacial de Trabalho:

Como nesta tarefa nao ha sesséo treino, toma-se como medida de memoaria
as diferengas na laténcia para achar a plataforma entre diferentes medidas dentro
da mesma sessdo (trials). Os resultados obtidos com esta tarefa indicam
aprendizado semelhante para todos os grupos, a exceg¢do do grupo estressado

que apresentou maior laténcia na primeira tentativa (trial) (P = 0,037; figura 4.15).
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Figura 4.11: Efeito dos tratamentos cronicos com estresse e litio sobre a curva de
aprendizado no Labirinto Aquatico de Morris. Dados expressos como média + erro

padrao, N = 10 animais por grupo.
Houve aprendizado (ANOVA de medida repetida, P < 0,01 para as sessoes) e
ndo houve efeito dos tratamentos (P > 0,05). Todos os grupos apresentaram

aprendizado estatisticamente igual.
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Figura 4.12: Efeito dos tratamentos crénicos com estresse e litio sobre o
desempenho na sessdo de teste da tarefa de Labirinto Aquatico de Morris: efeito
sobre a laténcia para atingir o local onde se localizava a plataforma. Dados
expressos como média + erro padréo, N = 10 animais por grupo.

Houve efeito do estresse (ANOVA de duas vias, P < 0,001).

% - Significativamente diferente dos demais grupos (Teste de Student-Newman-
Keuls, P <0,05)
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Figura 4.13: Efeito dos tratamentos cronicos com estresse e litio sobre o
desempenho na sess&o de teste da tarefa de Labirinto Aquatico de Morris: efeito

sobre o numero de cruzamentos no local onde se localizava a plataforma. Dados

expressos como média + erro padréo, N = 10 animais por grupo.

& Houve efeito do estresse (ANOVA de duas vias, P < 0,001).
% Houve efeito do litio (ANOVA de duas vias, P = 0,003).

84




tempo nos quadrantes (s)

Calvo
oposto

35+

e 1

—
(&)
R
()
e

controle litio estresse estresse + litio

Figura 4.14: Efeito dos tratamentos crénicos com estresse e litio sobre o
desempenho na sess&o de teste da tarefa de Labirinto Aquatico de Morris: efeito
sobre o tempo de permanéncia nos quadrantes alvo e oposto. Dados expressos
como média + erro padrao, N = 10 animais por grupo.

Houve interacdo entre estresse e litio tanto para o tempo no quadrante alvo
quanto para o tempo no quadrante oposto (P < 0,02).

+»» Houve efeito do estresse (ANOVA de duas vias, P < 0,02).
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Figura 4.15: Efeito dos tratamentos cronicos com estresse e litio sobre a memoria
de trabalho no Labirinto Aquatico. Foi calculada a média da primeira tentativa
(trial) durante as quatro sessOes, assim como das tentativas subsequentes. Os
dados s&o expressos como média + erro padrao da média para cada grupo. Uma
ANOVA de medida repetida mostrou efeito do estresse (P < 0,05) e efeito da
tentativa (frial) (P < 0,001). N+ 10 animais por grupo.

€ Significativamente diferente dos demais grupos na primeira tentativa (trial)
(ANOVA de duas vias, P < 0,05).
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Medidas Neuroquimicas:

As medidas neuroquimicas foram realizadas de forma lateralizada, para
possibilitar a comparagéo entre os dois hemisférios cerebrais. Contudo, quando
néo foi apresentada qualquer diferenca entre estes, os resultados foram

analisados conjuntamente.

a) Medida da Imunorreatividade ao Anticorpo Anti-B-tubulina lli

Na maioria das estruturas analisadas, nao houve diferenca estatisticamente
significativa no imunoconteudo de B-tubulina Il (figuras 4.18, 19, 20 e 21). No
cortex cerebral, contudo, todos os grupos apresentaram diminuicdo significativa
na reatividade deste anticorpo quando comparados com o grupo controle,
indicando também diminuicdo em seu imunoconteudo nesta estrutura. Contudo,
ao analisarmos separadamente os hemisférios, ficou claro que esta diminuicdo é
bem mais acentuada no hemisfério direito, especialmente no grupo estressado
(P < 0,0001 para o grupo estressado e P < 0,03 para os demais grupos, figura
416), ao passo que, no hemisfério esquerdo, a diferenca €& apenas
marginalmente significativa para o grupo estressado (P < 0,1 para o grupo

estressado, e P > 0,1 para os demais grupos, figura 4.17).
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Figura 4.16: Efeito dos fratamentos crOnicos com esiresse € lito sobre o
imunocontetido de beta-tubulina 11l em cortex cerebral (hemisfério direito) de ratos.
Dados expressos como média + erro padréo, N = 5 animais por grupo.

< Significativamente diferente do controle (teste t de Student para amostras

dependentes, P < 0,03).
<< Significativamente diferente do controle (teste t de Student para amostras

dependentes, P < 0,0001).
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Figura 4.17: Efeito dos tratamentos cronicos com estresse e litio sobre o
imunocontetido de beta-tubulina 1ll em cortex cerebral (hemisfério esquerdo) de
ratos. Dados expressos como média + erro padréo, N = 5 animais por grupo.

Nao houve diferenca enire os grupos (teste t de Student para amostras

dependentes, P > 0,05).
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Figura 4.18: Efeito dos tratamentos cronicos com estresse e litio sobre o
imunocontetdo de beta-tubulina 1ll em amigdala de ratos. Dados expressos como
média + erro padréo, N = 5 animais por grupo.

Nzo houve diferenca entre os grupos (teste t de Student para amostras

dependentes, P > 0,05).
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Figura 4.19: Efeito dos tratamentos crénicos com estresse e litio sobre o
imunoconteudo de beta-tubulina 1l em giro denteado de ratos. Dados expressos
como média + erro padrao, N = 5 animais por grupo.

N3o houve diferenca entre os grupos (teste t de Student para amostras

dependentes, P > 0,05).

91




beta-tubulina - CA1

120 -
(¢}
5 80
>
c
(o)
o
° 40 4
0
controle litio estresse estresse +
litio

Figura_4.20: Efeito dos tratamentos cronicos com estresse e litio sobre o
imunocontetido de beta-tubulina 11l na regido CA1 de hipocampo de ratos. Dados
expressos como média + erro padao, N = 5 animais por grupo.

Ndo houve diferenca entre os grupos (teste t de Student para amostras

dependentes, P > 0,05).
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Figura 4.21: Efeito dos tratamentos cronicos com estresse e litio sobre o
imunoconteudo de beta-tubulina Il na regi&o CA3 de hipocampo de ratos. Dados
expressos como média + erro padrao, N = 5 animais por grupo.

Ndo houve diferenca entre os grupos (teste t de Student para amostras

dependentes, P > 0,05).




b) Medida da Imunorreatividade ao Anicorpo Anti-GFAP

Nao houve diferenca estatisticamente significativa no imunoconteudo de
GFAP em nenhuma das estruturas analisadas. Contudo, em algumas delas, foi
observada uma tendéncia a aumento da reatividade a este anticorpo: no cortex
cerebral, houve uma tendéncia a aumento provocado pelo litio, uma vez que os
dois grupos tratados com este sal apresentaram uma diferengca com P = 0,08
guando comparados com o grupo controle (figura 4.22). Na amigdala, esta
tendéncia foi apresentada por todos os grupos quando comparados com ©
controle (P = 0,1 para o grupo litio, P = 0,055 para o grupo estressado e P =
0,0505 para o grupo estresse + litio, figura 4.23). Por fim, houve ainda uma
tendéncia a aumento no giro denteado, em que os animais do grupo estressado
apresentaram uma diferenga com P = 0,08 quando comparados com os controles
(figura 4.24). Nas demais estruturas, ndo houve qualquer tendéncia a diferencas

no imunoconteudo de GFAP (figuras 4.25 e 4.26).
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Figura 4.22: Efeito dos tratamentos cronicos com estresse e litio sobre o
imunocontetdo de GFAP no cortex cerebral de ratos. Dados expressos como

média + erro padréo, N = 5 animais por grupo.
NZo houve diferenca entre os grupos (teste t de Student para amostras

dependentes, P > 0,05).
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Figura 4.23: Efeito dos tratamentos crénicos com estresse e litio sobre o
imunoconteido de GFAP na amigdala de ratos. Dados expressos como média +
erro padréo, N = 5 animais por grupo.

Houve um efeito marginal do estresse (P = 0,055, teste t de Student para
amostras dependentes) e do tratamento conjunto estresse + litio (P = 0,0505,

teste t de Student para amostras dependentes).
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Figura 4.24: Efeito dos tratamentos cronicos com estresse e litio sobre o
imunoconteudo de GFAP no giro denteado de ratos. Dados expressos COmo

média + erro padréo, N = 5 animais por grupo.
N3o houve diferenca entre os grupos (teste t de Student para amostras

dependentes, P> 0,05).
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Figura 4.25: Efeito dos tratamentos cronicos com estresse e litio sobre o
imunoconteido de GFAP na regi&o CA1 do hipocampo de ratos. Dados
expressos como média + erro padrdo, N = 5 animais por grupo.

Nao houve diferenga entre os grupos (teste t de Student para amostras

dependentes, P > 0,05).
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Figura 4.26: Efeito dos tratamentos crénicos com estresse e litio sobre o
imunocontedo de GFAP na regido CA3 do hipocampo de ratos. Dados
expressos como média + erro padréo, N = 5 animais por grupo.

Ndo houve diferenca entre os grupos (teste t de Student para amostras

dependentes, P > 0,05).
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DISCUSSAO




O objetivo principal deste trabalho foi o de estabelecer um tratamento
cronico de estresse concomitante a um tratamento com litio, e avaliar os
possiveis efeitos protetores do litio sobre diferentes parametros bioquimicos e
comportamentais dos ratos cronicamente estressados.

O modelo de estresse cronico variavel aqui utilizado ja apresentava-se
bem estabelecidos por trabalhos prévios, onde foi constatada hipertrofia da
glandula adrenal dos animais estressados cronicamente, o que € um indicativo
de hiperatividade do eixo LHPA (Gamaro, 1998). Também ja bem padronizado
estava o tratamento cronico com litio, o que foi reproduzido neste trabalho, pois
a adicdo deste sal a ragdo proporcionou a obtencao de niveis séricos dentro da
faixa terapéutica adequada a humanos (Rocha, 1996).

O aumento no consumo de agua observado nos animais tratados com
litio & explicado pela concentracdo de sal (NaCl) presente na racdo, a qual era
necessaria para evitar as perdas acentuadas desta substancia decorrentes da
filtragem glomerular do litio, além da compensacdo do efeito diurético
provocado pelo tratamento com litio (Christensen et al,, 1985, Goodman &
Gilman, 1996). Estes dois fatores provocaram elevacéo da diurese dos animais,
pelo que suas caixas moradia eram trocadas com maior periodicidade.

A perda de peso inicial observada nos animais tratados com litio
também era esperada, uma vez que durante a habituagdo a nova ragdo os
animais apresentavam diminui¢do no consumo de comida. Com o decorrer do

tratamento, os animais passaram a ter ganho normal de peso, o que indica
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aumento gradativo na ingestdo de racdo adicionada de cloreto de litio e de

sodio.

TAREFAS COMPORTAMENTAIS:

a) Medida de Laténcia de Retirada da Cauda

Através da medida de laténcia para retirada da cauda, ou fail-flick, &
possivel fazer uma avaliagao da reatividade do animal frente a um estimulo
nocivo, ou seja, uma avaliagao de sua nocicep¢do, ou percepgdo da dor.

Diversos trabalhos tém demonstrado que a resposta nociceptiva é
profunda e diferenciadamente afetada pelo estresse. Trabalhos desenvolvidos
em nosso labora{ério demonstraram que enquanto animais submetidos a uma
unica sessao de estresse por imobilizacdo apresentam aumento nas laténcias
no teste de retirada da cauda (ou seja, apresentam-se analgesicos), animais
estressados cronicamente apresentam diminui¢cdo neste limiar (o0 que também é
chamado de hiperalgesia) (Gamaro et al., 1998). Os mecanismos pelos quais
estas alteracbes se ddo sdo fonte de constantes estudos. Sabe-se que em
situagbes de estresse ha hiperativagdo do eixo LHPA, o que induz a sintese e a
liberacéo de diversos peptideos. Um destes peptideos € o opidide endégeno B-

endorfina, que € liberada pela hipdfise em resposta ao estresse (Heyden-Hixon
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& Nemeroff, 1993), o que da indicios de que o sistema opidide enddégeno pode
ser alterado por situagdes de estresse. Contudo, outras situagdes também
induzem a liberacéo de B-endorfina, como, por exemplo, exposicao a situagdes
de novidade, que estimulam a liberag&o hipotalémica deste peptideo (lzquierdo
et al., 1984; Izquierdo & Netto, 1985).

Dados anteriores de nosso laboratdrio demonstraram que o estresse
cronico por imobilizagdo, além de diminuir a laténcia dos animais no teste de
retirada da cauda, induz uma alterac&o na resposta a situagbes de novidade,
i.e., animais estressados cronicamente nao apresentaram a analgesia
caracteristica quando expostos a uma situagao nova (Torres et al., 2001b).

Neste trabalho, contudo, todos o©0s animais apresentaram-se
responsivos a novidade, ou seja, houve um aumento caracteristico nas
laténcias para retirada da cauda apOs exposicdo ao ambiente novo
independentemente dos grupos, o que pode ser avaliado como um bom
funcionamento do sistema endorfinico-hipotalamico responsivo a novidade.
Esta diferenca com relagdo aos dados anteriormente citados pode ser devida
aos diferentes modelos de estresse cronico aplicados, visto que a reatividade
dos animais em cada modelo é diferenciada. Magarifios e McEwen sugeriram
em 1995 que o estresse cronico por imobilizagdo produz uma habituagéo
significativa a partir do 21° dia de tratamento, o que foi também evidenciado por
redugdo na liberagcdo de corticosterona apds imobilizagdo em ratos

cronicamente estressados (Torres et al., 2001a). Talvez uma menor habituagéo



nos animais submetidos ao estresse crénico variavel também se reflita na
atividade B-endorfinica, o que permitiria a resposta adequada a novidade.
Estretanto, os animais tratados cronicamente com litio apresentaram-se
hiperalgésicos quanto submetidos ao teste de retirada da cauda, quando
comparados com os animais dos grupos controle, estressado e estressado +
litio. Os efeitos da administragdo aguda de cloreto de litio, intraperitonealmente,
ja estdo bem estabelecidos como indutores de hiperalgesia, tanto que este &
um modelo de estudo para condicionamento a estimulos aversivos (McNally &
Westbrook, 1998). Contudo, poucos estudos foram conduzidos para elucidar os
efeitos do tratamento cronico com litio sobre a dor. Em sua maioria, os
trabalhos existentes apontam que o litio atuaria potencializando os efeitos
hipoaigésicos de outras drogas e/ou situagdes, como é o caso da prolongagéo
da hipoalgesia induzida por choques, demonstrada por Teixeira et al. (1995), e
também pela potencializagdo do aumento na laténcia de escape da placa
guente em animais submetidos a administracédo de morfina (Staunton et al.,
1982). Algumas hipoteses séo formuladas para entender os mecanismos pelos
quais se da esta acdo, como a atuacdo sobre os niveis de encefalinas
(Staunton et al, 1982) e os efeitos sobre os niveis de fosfatidilinositol
intracelular (Shimizu et al., 2000). Além disso, estudos demonstraram que a
administragao de litio em doses relevantemente terapéuticas induz um leve mas
significativo aumento na captacdo de glutamato, que € um dos mediadores das

respostas a estimulos dolorosos (Dixon & Hokin, 1998). Cabe ressaltar que os
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dados recém mencionados foram obtidos em animais tratados por um periodo
de trés semanas, ou seja, metade do tempo de tratamento aplicado neste
trabalho, e em nenhum deles foi utilizada a medida de laténcia para retirada da
cauda. Seria necessario, portanto, fazer um exame curso-temporal da influéncia
do litio sobre esta resposta, para verificagdo da existéncia (ou n@o) de alteragéo

da nocicepgao com o passar do tempo de tratamento.

b) Campo Aberto

Nesta tarefa, conforme citado anteriormente, sdo avaliados quatro
parametros: o numero de cruzamentos, de respostas de orientacao, a laténcia
para deixar o primeiro quadrado e o numero de bolos fecais excretados pelo
animal durante o teste.

O numero de cruzamentos e de respostas de orientagdo servem tanto
como medida de atividade motora quanto medida de memoria, neste uditimo
caso avaliando-se as diferencas entre as sessdes treino e teste. Os resultados
obtidos nestes parametros indicam que todos os grupos apresentam efeito da
s$essao, ou seja, na sessao teste houve diminuigdo no numero de cruzamentos
e no numero de respostas de orientacdo, provavelmente porque o ambiente do
campo aberto ndo apresentava-se mais como uma novidade para os animais.
Estes dados concordam com dados anteriores de nosso laboratério, em que o
estresse n&o produziu alteragdes no comportamento do animal frente ao campo

aberto (Gamaro et al,, 1999). Contudo, os dados apontados na literatura séo
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pouco uniformes: Ferreti et al. (1995) demonstraram que animais tratados
cronicamente por 20 dias apresentam diminuig&o na atividade locomotora. No
entanto, em um modelo de estresse psicossocial em ratos (35 dias de
exposicdo ao predador natural - o gato), Park et al. (2001) encontrou um efeito
relacionado apenas com a sess&o, ndo havendo diferengca entre controles e
estressados na primeira exposi¢ao, e verificando auséncia de habituagéo do
grupo estressado entre as sessodes treino e teste, o que representaria mais um
efeito sobre a memoria do animal do que propriamente sobre sua atividade
motora. Em um trabalho comparativo realizado em 2000, DAquila et al.
verificaram que o estresse cronico variavel, com duragdo de 8 semanas, levou a
uma diminuicdo da atividade exploratoria, ac passo que o estresse cronico por
imobilizagdo ndo surtiu qualquer efeito sobre este parémetro. Estes dados
indicam que a resposta do animal frente ao campo aberto & bastante
dependente do modelo de estresse utilizado, podendo também ser dependente
da duragdo do tratamento.

Os dados relacionados aos efeitos do litio sobre a atividade locomotora
e exploratoria também s&o ambiguos: enquanto alguns autores demonstraram
gue o tratamento com este sal pode induzir diminuicdo nestes parametros
(Cappeliez, 1986; Berggren, 1988; Jahkel et al., 1994; Bowden, 2000), o que
parece ser mediado pela diminuigdo do inositol, uma vez que a administracao
de mio-inositol € capaz de reverté-lo (Kofman et a/., 1991), outros estudos tém
demonstrado que o tratamento crénico com litio € capaz de reverter a

hipocinesia observada apos exposi¢cdo aguda ao estresse (Redrobe & Bourin,



1999). Talvez a agéo do tratamento com litio seja de alguma forma dependente
do estado fisioldgico do animal, ie., talvez em condigdes normais de
homeostasia os animais respondam ao tratamento com litio de uma forma, e de
forma diferente quando subemtidos a situagdes de estresse.

Na medida de laténcia para deixar o primeiro quadrante, houve uma
aumento marcante, tanto em fungdo do estresse quanto do litio, com soma
destes dois aumentos no grupo estressado tratado com litio, quando avaliando
a sessdo de treino. Estes resultados concordam com alguns dos relatos
anteriormente expostos, de que tanto o estresse quanto o litio induziriam um
efeito no sentido de reduzir a locomogdo do animal, havendo um efeito
interativo dos dois tratamentos na sesséo teste. O tempo gasto pelo animal na
periferia da caixa de campo aberto tem sido utilizado como um parametro de
ansiedade (Morgan e Pfaff, 2001; Bert et al., 2001), de modo que poderiamos
também imaginar que esses grupos tratados apresentassem um maior nivel de
ansiedade em relaco aos grupos controle. Um teste mais amplamente utilizado
para avaliar ansiedade, porém, é o teste de labirinto em cruz elevado (plus
maze), que sera discutido logo mais.

Por fim, houve auséncia de qualquer efeito sobre o numero de bolos
fecais excretados pelos animais. Esta medida, tomada por alguns como medida
de ansiedade, pode ser avaliada como um tanto subjetiva, visto que o estado
alimentar do animal no momento do teste (0 que n&o foi controlado) é fator

obviamente determinante neste parédmetro, especialmente considerando que os
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grupos apresentavam diferengas nas dietas que lhes eram fornecidas e no

consumo de agua.

c¢) Comportamento no labirinto em cruz elevado

Esta tarefa € baseada na preferéncia natural dos roedores pelos
bracos fechados do labirinto, postulando-se que os indices exploratorios dos
bragos abertos estejam inversamente relacionados a ansiedade (File, 1996;
Padovan et al., 2000), o que é reforgado pelo fato de que drogas classicamente
conhecidas como ansioliticas (e.g. benzodiazepinicos) aumentem a
permanéncia nestes bragos (Silva & Frussa-Filho, 2000). Acredita-se, ainda,
gue a aversao do animal aos bragos abertos provavelmente se deva a entdo
impossibilidade de orientagdo por suas vibrissas (Dr. Francisco Guimaraes,
comunicacao pessoal).

Os resultados obtidos neste trabalho demonstraram um claro efeito
ansiolitico do litio, pois os animais dos grupos tratados com este sal, tanto
controles quanto estressados, permaneceram mais tempo nos bragos abertos
guando comparados com os demais grupos. Além disso, houve também um
aumento no numero de entradas no brago aberto, o que poderia ser decorrente
de um aumento na atividade locomotora. Contudo, acreditamos que esta nao
seja a causa deste aumento em funcdo dos resultados obtidos no Campo
Aberto, ja anteriormente citados, que demonstraram atividades locomotoras

iguais para todos os grupos. Além disso, o aumento do numero de entradas
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ocorreu especificamente para os bragos abertos, e ndo para o numero de
entradas nos bracos fechados.

E necessario um estudo mais aprofundado para explicar os
mecanismos pelos quais se da a agao do tratamento crénico com litio nesta
tarefa. O litio parece capaz de normalizar os niveis do neurotransmissor GABA
— 0 principal neurotransmissor inibitorio do SNC — em pacientes bipolares, bem
como de eleva-los no estriado e no mesencéfalo, elevando também o seu
turnover no hipocampo (Lenox ef al., 1998). Sabidamente o sistema gabaeéergico
esta inibido em individuos ansiosos, tanto que a grande maioria das drogas
ansioliticas séo estimuladoras do sistema GABAérgico, e os receptores GABA
responsivos aos benzodiazepinicos estdo altamente concentrados no sistema
limbico, especialmente na amigdala que, como ja citado, é uma estrutura
intrinsecamente relacionada as emogdes e ao comportamento (Kandel, 1991).
E possivel, portanto, que parte do efeito ansiolitico do tratamento com litio seja
mediado por este neurotransmissor.

Estdo ja também bem descritos os efeitos do litio sobre o sistema
serotoninérgico, conforme ja citado anteriormente. Muraki ef al. (1999)
demonstraram que drogas que tém a propriedade de diminuir o efeito
ansiogénico da exposicdo a um estimulo aversivo (no caso, choque
inescapavel), tais como inibidores da recaptacdo de serotonina e agonistas 5-

HTia, tém seu efeito potencializado pelo tratamento concomitante com litio, o

que confere mais um possivel mecanismo para a acio ansiolitica deste sal.
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Também ja foram mencionados aqui os efeitos do litio sobre os niveis
intracelulares de inositol. Diversos trabathos tém evidenciado que a
administracdo cronica de inositol € capaz de interferir no comportamento dos
animais em situagées de nivel acentuado de ansiedade. Contudo, estes dados
indicam um efeito ansiolitico sobre os animais quando expostos ao labirinto em
cruz elevado (Kofman et al.,, 2000; Einat & Belmaker, 2001). Visto que o litio
provoca diminui¢&o sobre os niveis de inositol, pode-se supor que o seu efeito
ansiolitico se dé por mecanismos outros que nao a agao sobre o ciclo do
fosfatidil-inositol.

O modelo de estresse aqui aplicado ndo produziu efeito sobre o tempo
de permanéncia nos bragos abertos. Contudo, houve uma diminuigdo no
numero de entradas nestes mesmos bragos, podendo isto ser um indicativo do
comportamento de congelamento dos animais quando entravam nos bragos
abertos, o que também € visto como um efeito do alto nivel de ansiedade
(Hogg, 1996). Diversos trabalhos tém apontado para os efeitos ansiogénicos da
exposicdo cronica ao estresse, ou a niveis elevados de corticosterdides, no
comportamento no iabirinto em cruz elevado (Calvo-Torrent et al., 1999; Zurita
et al, 2000; Hata et al., 2001, Korte, 2001). Muitos destes estudos tém
demonstrado, também, que a exposicdo a uma experiéncia aversiva prévia
modifica o comportamento do animal quando este confronta-se com uma
situacdo nova, alterando, 'por exemplo, a sua caracteristica exploratéria

inclusive nos bragos fechados do labirinto (Padovan et al., 2000).

110



Por fim, o fato dos animais estressados e ftratados com litio
apresentarem um numero de entradas nos bragos abertos semelhante ao dos
controles, o que indica uma soma dos resultados obtidos com os dois
tratamentos individualmente, sugere a possibilidade de que a agdo do estresse
e a acdo do litio sobre o nivel de ansiedade do animal se déem por vias

semelhantes, porém em sentidos opostos.

d) Esquiva Inibitoria

Os resultados obtidos com a esquiva inibitéria demonstraram nao haver
diferenca na consolidagdo da memoria entre os grupos, ou seja, todos os
animais apresentaram diferencas adequadas nas laténcias entre as sessdes
treino e teste. Estes resultados combinam com resultados anteriores de nosso
laboratdric obtidos com a mesma tarefa, em que animais submetidos a um
modelo de estresse cronico por imobilizacdo apresentaram consolidacéo de
memadria semelhante a dos controles (Gamaro ef al, 1999). Efeitos
semeihantes foram encontrados por outros grupos: Cabib e Castellano (1997)
demonstraram que animais estressados cronicamente por um modelo de
restricdo de comida ndo apresentam diferengas de comportamento em relacdo
aos controles na esquiva inibitéria.

Sabidamente, tanto o estresse quanto a administracdo cronica de
glicocorticoides podem influenciar muitos processos cognitivos, em especial

aqueles estreitamente relacionados ao hipocampo. Contudo, por envolver uma
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situacdo de conflito, a esquiva inibitdria possui um componente emocional muito
forte. Conforme j& citado, a estrutura cerebral mais fortemente relacionada as
emocdes € a amigdala, a qual é também conhecida por desempenhar um
importante papel nos sistemas neuromodulatérios ativados por experiéncias de
aprendizado (McGaugh et al., 1993). A esquiva inibitéria &€ muitas vezes a tarefa
de escolha para analise de aquisigdo, modulagdo e evocagdo da memdria,
embora sendo considerada por alguns autores como uma tarefa pouco
especifica (Slangen et al., 1990) por haver a presenca de um estimulo aversivo
muito forte, o que dificultaria a observagdo de alteragdes mais sutis no
comportamento do animal.

Por fim, enquanto todos os demais grupos apresentaram laténcias
significativamente diferentes entre as sessodes treino e teste (i.e,, P < 0,01), o
grupo tratado com litio apresentou um P = 0,08 para este parametro. Embora
marginalmente significativo, este resultado poderia indicar uma menor
consolidacio da memoria nestes animais. Contudo, em uma revis&o realizada
em 1990, Mathews sugeriu que um certo nivel de ansiedade possui fungéo
cognitiva, uma vez que individuos ansiosos apresentam maior nivel de
vigilancia. Conforme observado no Labirinto em Cruz Elevado, os animais
tratados com litio apresentaram-se menos ansiosos que os demais. Pode-se
sugerir, portanto, que esta diminuigdo na diferenca enire as laténcias na
esquiva inibitdria seja devida a um menor nivel de ansiedade e,

conseguentemente, menor conflito do animal frente ao estimulo aversivo.
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e) Labirinto Aquéatico

Os efeitos lesivos do estresse sobre a memoria espacial, que tém sido
demonstrados por diversos autores (Bodnoff et al.,, 1995; Conrad et al., 1996;
McLay et al., 1998; Nishimura et al., 1999), também foram observados neste
trabalho, o que foi denotado pelo aumento da laténcia para achar o local exato
da plataforma, diminuicdo no numero de cruzamentos sobre este local, e
diminuic&o da razao entre o tempo gasto no quadrante alvo e o tempo gasto no
quadrante oposto. Somando-se a estes resultados, foi observada a eficiéncia da
administracdo cronica de litio na prevencao dos efeitos do estresse, bem como
aumento do numero de cruzamentos pelos animais tratados exclusivamente
com este sal. Embora trabalhos anteriores tenham demonstrado uma
diminuicdo da atividade exploratéria em animais cronicamente estressados
(Garcia-Marquez & Armario, 1987), acreditamos que esta nao seja a causa dos
resultados aqui encontrados, uma vez que 0 desempenho dos animais no
Campo Aberto foi semelhante em todos os grupos, conforme ja citado. Além
disso, 0s animais apresentaram desempenho adequado tanto nas sessbes
treino para a memoria de referéncia quanto na memoédria de trabaiho.

Na memoria de trabalho, o aumento nas laténcias para achar a
plataforma observado nos ratos cronicamente estressados durante as sessdes
de aquisicdo da memobria (i.e., a primeira sesséo do dia) pode se dar em fungdo
de uma dificuldade de extinguir a informacdo adquirida previamente, ou seja,

possivelmente haveria interferéncia da experiéncia prévia, uma vez que apenas



nesta sessdo 0s animais estressados apresentaram uma maior laténcia quando
comparados com os demais. Todos o0s grupos apresentaram retengio
adequada, uma vez que as laténcias nas sessbes de retengéo (i.e., sessbes
subsequentes a de aquisigdo), bem como a diferenga nas laténcias entre as
duas sessodes, foram semelhantes. Estes resultados concordam com uma série
de outros trabalhos que demonstram que os processos de memoéria s&o
diferentemente afetados pelo estresse. Sabidamente, o hipocampo é
intimamente relacionado a processos de memoria espacial de referéncia
(Jarrard, 1993; Oitzl ef al., 1998; Souza et al., 2000). Logo, é esperado que
animais estressados apresentem prejuizo neste tipo de memoéria, o que
concorda com trabalhos que apontam este tipo de efeito mediado por estresse
crénico ou por administragao cronica de glicocorticoides (Sapolsky et al., 1985,
1988; Armanini ef al., 1990; Horner et al., 1990). Por sua vez, a memoria de
trabalho, necessaria para manter informacgdes armazenadas por periodos
temporarios, & mediada pelas fungdes do cortex pré-frontal medial, ndo
envolvendo o hipocampo (Ohl & Fuchs, 1999).

Uma série de trabalhos tem sugerido que os glicocorticoides podem
aumentar a vulnerabilidade de neurdnios hipocampais, que desempenham um
importante papel tanto na funcdo neuroenddcrina quanto em processos
cognitivos (Sapolsky et al., 1985, 1988; Sapolisky, 1986; Izquierdo, 1989, 1994;
Zola-Morgan ef al., 1993). Além disso, sabe-se que o hipocampo desempenha
importante papel na consolidacdo de memoria em diferentes tarefas, inclusive

as estudadas neste trabalho (lzquierdo, 1992; Fin et al., 1994; Jerusalinsky et

114



al., 1994), e muitas hipéteses ja foram aventadas para explicar os efeitos do
estresse sobre esta estrutura, muitas delas ja citadas na introdugdo deste
trabalho.

Duman et al. (1997) demonstraram que os efeitos do estresse sobre as
células piramidais hipocampais podem ser prevenidos (ou revertidos) pelo
tratamento com farmacos antidepresseivos, 0s quais aumentam a expresséo de
fatores neurotréficos como o BDNF, que é também afetado pelo estresse. Neste
trabalho, os efeitos lesivos do estresse sobre a meméria foram marcadamente
revertidos pela administracio de litio em doses equivalentes as utilizadas na
terapéutica em humanos. Estes dados concordam com os dados anteriormente
citados de que o litio aumenta a viabilidade e funcionalidade das células
nervosas in vitro e in vivo, sugerindo ainda que alguns dos efeitos do litio a
longo prazo sejam mediados por fatores neurotréficos (e.g. BDNF) e
neuroprotetores (e.g. bcl2).

Somando-se a isto, estudos recentes demonstraram que o tratamento
com litio é capaz de aumentar a neurogénese em cérebros de ratos adultos
(Chen et al., 2000). Alguns autores acreditam que a neurogénese hipocampal,
a sobrevivéncia destas novas células, estejam envolvidas nos processos de
aprendizado (Gould et al., 1999; Ambrogini et al., 2000). Curiosamente, o
estresse diminui a génese de novos neurdnios nesta mesma estrutura (Gould &
Tanapat, 1999), sugerindo que o litio possa exercer alguns de seus efeitos

benéficos via regulagdo da neurogénese hipocampal.
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IMUNODETECCAO:

a) Imunoreatividade ao Anticorpo Anti-B-tubulina 1l

A beta tubulina IlIl é€ uma das tubulinas mais especializadas,
especificamente usada para marcar neronios. Estas proteinas formam a
estrutura do corpo celular de neurénios, bem como dos dendritos, e 0 aumento
de sua expressdo esta relacionado com o desenvolvimento e a regeneracao
celular, também podendo significar sobrevivéncia neuronal (Kimonides et al.,
1999), uma vez que seu imunoconteudo encontra-se diminuido apds alguns
processos de lesao (Mink & Johnston 2000). Devido a especificidade destas
proteinas como marcadoras neuronais, a imunoquantidade das mesmas podera
refletir plasticidade neural.

Os dados obtidos com a imunodetecgcdo desta proteina n3o
demonstraram diferencas entre os grupos nas regifes do hipocampo e na
amigdala. Ao analisarmos o cortex, observamos uma diferenga restrita ao
hemisfério direito, em que todos os grupos apresentaram valores diminuidos
quando comparados aos controles.

Estudos de contagem de células realizados anteriormente, com animais
submetidos ao mesmo tratamento com Li+, mas por um periodo de 30 dias,
demonstraram nao haver diferencas no numero de neurbnios em coértex e

hipocampo, quando avaliado pelas técnicas de Nissl e Hematoxilina-Eosina
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(Gehlen, 2002). Estes resultados concordam com o0s encontrados neste
trabalho, uma vez que niveis inalterados de beta-tubulina poderiam ser
interpretados como resultantes de também inalteradas densidades neuronais.
Cabe salientar, contudo, que o estudo neuroquimico das diferentes areas foi
realizado depois de 70 dias do inicio do tratamento com Li+, devido ao periodo
em que foram desenvolvidas as tarefas comportamentais. Para equiparar estes
resultados, devemos analisar os mesmos grupos de animais apds 30 e 70 dias
de tratamento com Li+, utilizando-se as técnicas necessarias para a contagem
de células.

A diminuicdo do imunoconteudo de beta tubulina Il encontrada no
cortex cerebral poderia significar uma diminui¢cdo da arborizacdo dentritica, e a
diferenca entre morte celular e hipotrofia de neurdnios pode ser realizada por
técnicas de imunocitoquimica, utilizando o mesmo anti-corpo. Contudo, deve-se
considerar com cuidado qualquer interpretagcdo do efeito do estresse e
tratamento cronico com litio nesta estrutura, pois, como demonstramos, as
respostas dos dois hemisférios foram diferentes. Outros estudos ja
demonstraram que o cortex cerebral do hemisfério direito € bem mais envolvido
na resposta ao estresse do que a mesma porgéo do hemisfério esquerdo, uma
vez que lesbes bilaterais, ou apenas no cortex direito, induzem uma resposta
atenuada a agentes estressores (Diamond, 1991; Sullivan & Gratton, 1999).
Contudo, existem poucos dados na literatura que evidenciem um efeito
lateralizado mediado por litio. Thau et al. (1989) demonstraram que o perfil

eletroencefalografico de pacientes tratados com litio difere entre os hemisférios,

117



0 que ndo necessariamente significaria dano celular. Estudos mais
aprofundados seriam necessarios para confirmar esta lateralizacdo na
encontrada nos niveis de beta-tubulina cortical.

Por fim, deve-se salientar que a auséncia de mudancas no contetido de
beta-tubulina Il nas demais estruturas analisadas n&o exclui a possibilidade de
alteracbes neuronais mais especificamente relacionadas com as sinapses

envolvidas nas respostas aos fratamentos com estresse e litio.

b) Imunorreatividade ao Anticorpo Anti-GFAP

A GFAP ¢é uma proteina marcadora de astrocitos maduros e também da
reatividade astrocitaria. No entanto, apesar de sua hiperexpressédo em resposta
a diferentes insultos, o preciso papel da GFAP ¢ desconhecido, e sugere-se
que ela pode ser necessaria para a formagido de processos gliais estaveis em
resposta a estimulos neuronais (Eddleston & Mucke, 1993). Além disso, sabe-
se que os astrocitos desempenham um importante papel na “reorganizacdo e
plasticidade” morfoldgica no encéfalo de ratos adultos, através de uma gliose
reativa que ocorre em resposta aos mais diversos insultos, como lesbes
mecéanicas, quimicas, e alguns modelos de isquemia, assim como processos
fisiologicos, tais como a lactacéo e a exploragdo de ambientes ricos {Calvo ef
al., 1991; Norenberg, 1994; Louw ef al., 1998).

Injurias dos mais diferentes tipos, causadas por diversos agentes e
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doencgas do SNC, produzem variadas respostas astrogliais, provocando glioses
com variadas caracteristicas que dependem do agente indutor e da regido do
SNC afetada. Estas respostas em geral sdo benéficas e estdo relacionadas
com as funcdes desempenhadas pelos astrocitos e sua intima relagdo com os
neurdnios. As propriedades da neurotransmissao e a excitabilidade neuronal
dependem da colaboragéo entre os neurdnios e as células gliais, em particular
os astrocitos. Estas células apresentam um papel importante na regulagdo da
concentragdo idnica do microambiente celular, regulando principalmente a
homeostase do K* (Wenzel et al., 1991; Nixdorf-Bergweiler et al., 1994), tao
necessaria para a manutengao da excitabilidade neuronal adequada as funcdes
destas células. Os astrocitos removem neurotransmissores como GABA e
glutamato para metabolizé-los e devolver os precursores para 0s neuronios
(Sutherland ef al., 1991), e através de seus sistemas enzimaticos podem
inativar uma série de outros neurotransmissores, como acetilcolina, adenosina,
ATP, aspartato, dopamina, dlicina, histamina, noradrenalina e serotonina
(Eddleston & Mucke, 1993; Vernadakis, 1996; Anderson & Swanson, 2000).
Somando-se a isto, as células astrogliais expressam um grande numero de
fatores neurotréficos e fatores que promovem o crescimento neuritico, como
fatores peptidicos de crescimento, neurotransmissores, moléculas de adesdo
celular, proteinas de matriz extracelular (Muller et al., 1995; Ridet et al., 1997;
Rutka ef al., 1997).

Além de todas estas fungdes, os astrécitos estdo diretamente

envolvidos com o metabolismo energético cerebral, captando glicose dos
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capilares, transformando-a em glicogénio, e produzindo lactato, que sera
captado e utilizado pelos neurénios (Tsacopoulos & Magistretti, 1996), sendo
que muitos dos metabdlitos intermediarios do glutamato recaptado pelos
astrécitos (tais como lactato, alanina e glutamina) podem também ser utilizado
como substrato energético pelos neurbnios (Magistretti, 1999).

E importante salientar que nem sempre a gliose reativa é benéfica, uma
vez que astrocitos reativos podem secretar moléculas que séo inibitdrias do
crescimento neuritico. O inchamento glial estd associado a um aumento
excessivo na liberacdo de glutamato, o que pode ser toxico aos neurdnios (Stoll

et al., 1998). Um exemplo disto € o que ocorre na encefalopatia hepatica, na
qgual o alvo primario da doenca sdo os astrocitos e os disturbios clinicos estéo
relacionados com a disfungdo dos mesmos (Magistretti, 1999).

Trabalhos anteriores de nosso laboratério demonstraram que o
tratamento cronico com litio induz um aumento na GFAP imunodetectavel, bem
como na astrogliose reativa, em hipocampo de ratos (Rocha & Rodnight, 1994;
Rocha ef al., 1998). Os mecanismos para esta agdo ndo sdo bem conhecidos,
uma vez que o litio atua de maneira complexa sobre os mecanismos de
transducdo de sinal, e é possivel que mais de um esteja envolvido nesta
reatividade astroglial. Uma das hipoteses que tinhamos ao iniciar o trabalho era
a de que o litio poderia atuar induzindo uma gliose benéfica nos cérebros dos
animais estressados, 0 que aumentaria a superficie de contato entre as células
gliais e os neurdnios, minimizando, assim, os postulados efeitos neurotdxicos

do excesso de glutamato presente em situagbes de estresse.
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Os dados obtidos no presente trabalho demonstraram diferentes
tendéncias a aumento na GFAP imunodetectavel em trés estruturas cerebrais:
no cortex, este aumento foi induzido unicamente pelo tratamento com litio. No
giro denteado, por sua vez, houve uma tendéncia a aumento em funcdo do
estresse. Ja na amigdala, tanto o estresse quanto o litio influenciaram a
expressdo desta proteina.

Alguns trabalhos da literatura indicam um aumento na GFAP

imunodetectavel apds situagdes de estresse. Lambert et al. (2000)

demonstraram diferentes tipos de reatividade a diferentes modelos de estresse:
enquanto os animais estressados por restricdo de comida ndo apresentaram
alteracbes nas células imunorreativas a GFAP, os estressados também por
atividade fisica forgada (concomitantemente a restricdo de comida)
demonstraram um aumento de 30% destas células na regido CA3 do
hipocampo. Outros trabalhos demonstraram que os hormodnios corticoides
podem alterar positivamente a expresséo desta proteina (De Nicola ef al,
1998), sugerindo que a reatividade glial frente a niveis alterados de
glicocorticoides represente uma mecanismo de prote¢cdo do sistema nervoso.

Os resultados obtidos na tarefa do labirinto aquatico demonstraram um
prejuizo cognitivo dos animais cronicamente estressados, o qual foi revertido
pelo tratamento com litio, conforme ja citado. Aparentemente, contudo, estes
resuitados nao foram mediados pelos efeitos indutores de astrogliose do litio,
uma vez que as estruturas cerebrais classicamente envolvidas com o

aprendizado (i.e., as regiées do hipocampo) n&o apresentaram diferencas no
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imunoconteudo de GFAP. Pode-se supor, com isto, que o efeito protetor do litio
se dé por outros mecanismos, como, por exemplo, a¢do sobre fatores
neurotréficos, sistemas neurotransmissores e estimulo a neurogénese.

Cabe ainda salientar que todos os animais, inclusive os controles, foram
submetidos a tarefas de aprendizado. Diversos estudos tém demonstrado que o
aprendizado influencia a plasticidade neuronal, podendo inclusive estimular a
neurogénese (Gould et al, 1999, 2000). E possivel que a auséncia de
diferencas mais expressivas no imunoconteudo da GFAP se deva, portanto, a
uma plasticidade neural desencadeada pelas tarefas de aprendizado,
especiaimente nas regides do hipocampo (as mais diretamente envolvidas nos

processos cognitivos) em todos os grupos testados.
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1 — O tratamento croénico com litio adicionado a racg&o foi eficiente para

produzir nos animais niveis séricos dentro da faixa terapéutica utilizada em

humanos.

2 — Os animais tratados com litio apresentaram ganho de peso e
consumo hidrico dentro do esperado, de acordo com trabalhos anteriores que

utilizaram o mesmo protocolo de tratamento.

3 — Na Medida da Laténcia para Retirada da Cauda, todos os grupos
demonstraram-se responsivos a novidade, ou seja, apresentaram analgesia
induzida por uma situacdo nova. Além disso, houve uma interacdo estresse-
litto, com os animais tratados cronicamente com litio apresentando-se

hiperalgésicos em relagdo aos demais.

4 — Na exposicao ao Campo Aberto, ambos os tratamentos alteraram a
laténcia para deixar o primeiro quadrante. Contudo, a atividade exploratéria e
locomotora, bem como o numero de bolos fecais excretados, ndo foram
alterados por nenhum dos tratamentos. Houve, outrossim, -efeito da sessao,

com todos os animais demonstrando habituacdo entre as sessbes treino e

teste.

5 — Na tarefa do Labirinto em Cruz Elevado, houve um claro efeito

ansiolitico do tratamento com litio, o qual foi evidenciado pelo aumento no
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tempo de permanéncia e no nimero de entradas nos bragos abertos. Por sua
vez, o estresse provocou um certo efeito ansiogénico, com diminuigdo no
numero de entradas nos bragos abertos, sem, contudo, alterar o tempo de
permanéncia nestes mesmos bracos, o que pode ser um indicativo de

“congelamento” do animal.

6 — Na tarefa da Esquiva Inibitdria, ndo houve diferenca significativa
entre os grupos. Contudo, os animais tratados apenas com litio mostraram uma
diferenca nao significativa entre as laténcias das duas sessdes, o que pode
significar prejuizo cognitivo ou, também, diminuicdo do nivel de ansiedade dos

animais.

7 — Os resultados das medidas de memobria espacial de referéncia,
medidos no Labirinto Aquético de Morris, demonstraram um prejuizo provocado
pelo estresse na sessdo teste, 0 que foi evidenciado pelo aumento na laténcia
para encontrar o local exato da plataforma, diminuicdo do numero de
cruzamentos e diminuigdo da razdo “tempo no quadrante alvo/tempo no
quadrante oposto”. O tratamento crénico com litio foi eficiente na reversao de
todos estes prejuizos, chegando a sozinho melhorar o desempenho dos

animais em alguns parametros.

8 — Na memoria de trabalho, medida também em um Labirinto Aquatico,

todos os animais apresentaram desempenho satisfatorio, a excecéo dos
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animais estressados, que apresentaram aumento no tempo de laténcia no

primeiro trial de cada sess&o.

g — Os niveis de beta-tubulina apresentaram-se inalterados na maioria
das estruturas cerebrais analisadas, estando diferentes apenas no hemisfério
direito do cortex cerebral. Isto indica que talvez esta medida ndo apresente
sensibilidade suficiente para detectar em nivel celular as alteragdes observadas

no comportamento.

10 — N&o houve diferengca significativa nos niveis de GFAP
imunodetectavel em nenhuma das estruturas, apresentando-se uma tendéncia
a aumento no imunoconteudo desta proteina na amigdala de animais

submetidos a ambos os tratamentos.
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