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RESUMO

Os hormdnios relacionados ao estresse podem alterar fungdes metabdlicas no tecido adiposo e
no figado. O eixo hipotdamo-pituitéria-adrenal (HPA) € uma das vias enddcrinas que
promove lipdlise aumentando os niveis de acidos graxos livres (AGL) no sangue, aém de
indiretamente causar hiperglicemia. Assim, a lipdlise e, consequentemente, os nivels de AGL
e de glicose podem ser considerados marcadores confiaveis para a resposta individua a
diferentes tipos de estresse. Por outro lado, a substancia P (SP) esta envolvida na
patofisiologia de transtornos psiquiatricos graves e é considerado um neurotransmissor central
do estressee. A SP estd presente em inOmeras areas cerebrais relacionadas ao
estresse/ansiedade. No presente estudo, verificamos os niveis plasmaticos de AGL e glicose
como marcadores metabdlicos complementares do estresse/ansiedade em ratos machos
adultos submetidos a diferentes estressores (imobilizag&o, imobilizac&o no frio, nado forgado,
exposicdo ao labirinto em cruz elevado [LCE], e & administragdo intracerebroventricular de
SP). A corticosterona sérica foi utilizada como marcador convencional de estresse. Nossos
resultados mostraram elevados niveis de corticosterona, assm como de AGL e glicose
(indicadores da mobilizac&o de substratos energéticos induzidos pelo estresse), confirmando a
situacdo aversiva induzida pela SP (pardmetros comportamentais acessados no LCE), e
indicando a SP como um estressor “quimico”, cujos efeitos envolvem receptores NK; pois o
antagonista destes receptores reverte ambos efeitos, bioquimicos e comportamentais. Além
disso, nossos resultados mostraram um aumento diferencial nos niveis de corticosterona, AGL
e glicose apos cada estressor, sendo a duracdo deste efeito dependente do tipo de estressor.
Nossos resultados também mostraram que a mobilizacdo de reservas energéticas, inferida
pelos niveis de AGL, é um marcador confiavel para diferentes condicfes de estresse agudo,
sendo em algumas situagdes mais sensivel que a corticosterona. Ainda, a adrenalectomia ndo
impediu mobilizagdo de AGL, mostrando que este marcador parece depender

predominantemente de uma ativagéo do SNS.
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ABSTRACT

Stress hormones can ater metabolic functions in white adipose tissue and liver. The
hypothalamus-pituitary-adrenal (HPA) axis is the endocrine pathway that promotes lipolysis
increasing free fatty acid levels (FFA) in blood, besides indirectly causing hyperglycemia.
Thus, lipolysis and, consequently, free fatty acids and glucose levels, could be considered
reliable markers to individual responses to different forms of stress. Substance P (SP) is
involved in the pathophysiology of severa psychiatric disorders and is considered a central
neurotransmitter related to stress situation. SP is distributed in various brain regions
considered to be involved in the control of emotional states such as stress/anxiety. In the
present study we have verified the plasmatic levels of free fatty acids and glucose as
metabolic markers of stress/anxiety conditions in adult male rats submitted to different
stressors (restraint, cold restraint, forced swimming stress and exposure to plus-maze) and in
the anxiogenic-like effects of SP, as evaluated on the elevated plus-maze (EPM). Serum
corticosterone was used as the traditional stress marker, while the plasma FFA and glucose
were used as dternative anxiety/stress markers. Our results show elevated levels of
corticosterone, as well as of FFA and glucose (indicators of stress-induced mobilization of
energy substrate), confirming the aversive situation induced by SP (behavioraly assessed in
the EPM) and indicating SP as a “chemical” stressor which effects involve the NK1 receptors.
Moreover, our findings show that plasma corticosterone levels increased significantly after
each stressor as well as free fatty acids and glucose with a time-course that differs depending
on the nature of stress. Our results also show that the mobilization of energy reserves, inferred
by the free fatty acids levels, isareliable marker for different acute stressful conditions, being
in some conditions even more sensitive than corticosterone. Moreover, adrenalectomy did not
avoid the FFA mobilization, showing that this stress marker seems to predominantly depend

on a SNS activation.
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“Qualquer idéia que te agrade,

Por isso mesmo... étua

O autor nada mais fez que vestir averdade
Que dentro em ti se achava inteiramente nua.”
(Mé&rio Quintana)
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1. ESTRESSE

A vida existe devido a manutencdo da homeostase, constantemente desafiada por
forcas adversas intrinsecas e extrinsecas. O organismo reage a essas for¢as por meio de
gjustes autondémicos e respostas comportamentais. O estresse €, assim, definido como um
estado de homeostase ameacado, ou em desequilibrio, e é controlado por uma série de
respostas viscerais e comportamentais, que restabelecem a homeostase (Carrasco e Van de
Kar, 2003).

Claude Bernard, em 1870, definiu o conceito de “meio interno” e ressaltou a
importancia da manutencéo de seu equilibrio para a sobrevivéncia das células e do organismo,
mas ndo deu nenhuma denominagdo especifica a esta condi¢do de equilibrio. Walter Cannon,
em concordancia com o conceito de Claude Bernard, denominou como homeostase essa
condicdo de equilibrio do meio interno. Ele também elaborou o conceito de “reacdo de
emergéncia’ como uma resposta de luta ou fuga (fight or flight) a um desafio de magnitude
suficiente, para ativar a liberacdo de adrenalina da medula adrenal e de noradrenalina de
terminais nervosos simpéticos (Stratakis e Chrousos, 1995; Carrasco e Van de Kar, 2003).

Em 1936, Hans Selye elaborou o conceito de Sindrome Geral de Adaptacdo (SGA)
como uma "resposta inespecifica do organismo a qualquer demanda a ele imposta'. Essas
demandas que podem dterar a homeostasia sdo chamadas de agentes estressores
(Charmandari et al., 2005). Selye delimitou trés fases da SGA: a fase inicid de alarme,
descrita como o impacto inicial causado pelo agente agressor no organismo; a fase de
resisténcia organica, no caso de 0 agente agressor permanecer no organismo por um periodo
mais prolongado, fase durante a qual 0s mecanismos de adaptacdo desse organismo entram
em acdo tendo como objetivo a homeostase e a fase de esgotamento, exaustdo ou fadiga,

resultado de um longo e intenso esforgo durante o qual 0 organismo tentou alcancar a



homeostase e a adaptacdo (Selye, 1936; Van de Kar et al., 1991; Huether et al., 1999;
Carrasco e Van de Kar, 2003; McEwen , 2005).

Porém, os niveis necessarios de atividade fisiolégica para restabelecer ou manter a
homeostasia diferem; e essa diferenciagdo depende das condigBes em que cada organismo se
encontra. Sterling e Eyer (1988) denominaram “aostasia’ os niveis de atividade requerida
para “manter a estabilidade durante uma mudanga”’ ou Seja, para que O Organismo possa
adaptar-se a uma nova condigdo. Aos efeitos da ativacdo de efetores alostéticos, ou seja, dos
fatores envolvidos na adaptacdo por um periodo intermitente ou continuo, McEwen (1998)
denominou “carga aostatica”. Esses conceitos propostos recentemente ampliam a teoria
homeostética inicial e podem ajudar a compreender as consequiéncias do estresse agudo ou
crénico sobre 0s organismos.

Diante desses novos conceitos, 0 estresse pode ser redefinido como a reagdo que €
desencadeada quando as expectativas, geneticamente programadas, estabelecidas pelo
aprendizado prévio ou deduzidas pelas circunstancias, ndo correspondem as percepgoes reais
ou antecipadas do ambiente externo e interno. Esta diferenca entre o que € esperado, ou
programado, e 0 que é observado, ou sentido, desencadeiam respostas compensatorias que
constituem a reagéo de estresse (McEwen, 2000; Carrasco e Van de Kar, 2003). A resposta ao
estresse € resultado da interagdo entre as caracteristicas do individuo e as demandas do meio,
ou sgja, as discrepancias entre 0 meio externo e interno e a percepcao do individuo quanto a
sua capacidade de resposta. Esta resposta ap estressor compreende aspectos cognitivos,
comportamentais e viscerais, visando propiciar uma melhor percepcéo da situagéo e de suas
demandas, assim como um processamento mais rapido da informacdo disponivel,
possibilitando uma busca de solugdes, selecionando comportamentos adequados e preparando
0 organismo para agir de maneira rapida e eficiente (McEwen, 2000). A sobreposicéo destes

trés nivels (visceral, cognitivo e comportamental) é eficaz até certo limite, o qual, uma vez



ultrapassado, poderad desencadear um efeito desorganizador (Van de Kar e Blair, 1999,
Carrasco e Van de Kar, 2003).

Vérias estruturas cerebrais estdo envolvidas na resposta ao estressor. O conjunto de
componentes mobilizados para adaptacdo do organismo a situagdes de estresse é designado
como “sistema de estresse”. Seus componentes sdo estruturas do sistema nervoso central
(SNC) como o sistema limbico cortical e sub-cortical, componentes enddcrinos como o eixo
hipotalamo-pituitaria-adrenal (HPA) e as catecolaminas liberadas pela medula adrenal (Dunn
e Berridge, 1990; Van de Kar e Blair, 1999; Pacdk e Pakovits, 2001; Aguilera et al., 2001;
Gonzalez e Escobar, 2002; Tsigos e Chrousos, 2002; Charmandari et al., 2005).

As duas respostas classicas ao estresse séo a rapida resposta da reacdo de luta ou fuga,
e a elevacdo da concentragdo sanguinea de cortisol (humanos) ou corticosterona (ratos). Para
as respostas répidas, hd também o envolvimento do sistema nervoso autdnomo (SNA). O
sistema nervoso simpatico (SNS), ativado, libera a noradrenalina neurona e secreta
adrenalina pela medula adrenal. A ativacéo do SNA é responsavel por ateracdes fisiol gicas
como aumento da freqUéncia cardiaca, aumento do fluxo sanguineo para musculos, aumento
da glicemia, aumento do metabolismo celular e da atividade mental, permitindo um
desempenho fisico e mental aumentado (Dunn e Berridge, 1990; Van de Kar e Blair, 1999;
Pacak e Palkovits, 2001; Aguilera et al., 2001; Gonzélez e Escobar, 2002; De Kloet et al.,
2005; Charmandari et al., 2005).

O controle central da secrecdo de glicocorticdides é regulado pelo nucleo
paraventricular do hipotdlamo (PVN) que, sob condi¢cBes de estresse, secreta o horménio
liberador da corticotrofina (CRH) que, por sua vez, induz a liberacdo do hormoénio
adrenocorticotréfico (ACTH) pela hipdfise, resultando no aumento da producéo de
corticosterona na zona fasciculada das adrenais (Delbende, et al., 1992; Pihoker et al., 1993;

Pacak et al., 1995; Kvetnansky, et al., 1995; Fukuhara et al., 1996; Herman e Cullinan, 1997,



Jezova et al., 1999). A corticosterona tem uma importancia primaria nos estados de estresse,
influenciando o metabolismo celular e gerando uma mobilizagdo de substratos energéticos
necessarios para a producdo de respostas fisiologicas adaptativas a presenca dos agentes
estressores (Pacak e Palkovits, 2001; Gonzalez e Escobar, 2002).

A magnitude da resposta do eixo HPA ao estresse induzida pelo PVN, vialiberagcdo de
CRH, é limitada por mecanismos neuronais e hormonais, para manter os niveis de
corticosterona dentro de limites toleréaveis. O PVN parece ser o ponto crucia naregulacdo do
eixo HPA (Herman e Cullinan, 1997). A ativacdo do eixo HPA é considerada um dos
principais indicadores de estresse (Marti et al., 1999). Assim, foi observado um aumento
significativo do CRH e de corticosterona em ratos submetidos a laparotomia e craniotomia,
demonstrando que o estresse cirlrgico ativa o eixo HPA (Dekeyser et al., 2000), assim como
ocorre em ratos submetidos ao estresse cronico por imobilizacgo (Gomez et al., 1996; Jezova
et al., 1999). Em ratos jovens, foi demonstrado um aumento marcante na resposta
adrenocortical ao estresse induzido pela privagdo materna (Rosenfeld et al., 1992; Pihoker et
al. 1993). Um aumento da concentracdo plasmética de ACTH e de corticosterona foi
observado em ratos expostos a varios agentes estressores — imobilizacdo, frio, hemorragia,
hipoglicemia causada pela injecéo de insulina, dor e lesdo tecidual causada pela injecéo de
formalina (Péacak et al., 1995).

A corticosterona € 0 marcador mais utilizado para caracterizar uma situacéo de
estresse. Mas na literatura ha evidéncias de que outros marcadores de estresse também podem
ser utilizados (Marti e Armério, 1998). Em ratos submetidos a um estresse agudo, horménios
derivados da pro-opiomelanocortina— POMC (ex., ACTH), e a prolactina parecem refletir a
intensidade do estresse experimentado pelos animais (Euker et al., 1975; Armario et al., 1986;
Marti e Armario, 1998; Reis et al., 1998; Marquez et al., 2006). Também foi demonstrado,

em ratos, que o nivel plasmético de adrenalina e noradrenalina podem ser considerados como



marcadores de estresse (Natelson et al., 1987; de Boer et al., 1990). O aumento dos niveis de
calcio sérico foi usado como marcador de estresse em camundongos submetidos a estresse
fisico - chogue nas patas — e estresse emocional - animais que presenciavam a sesséo de
choque de outro animal (Sutoo e Akiyama, 2002), e em humanos, ap0s a exposicao ao frio
(Lennquist, 1975). Verago e colaboradores (2001) submeteram ratos a trés sessdes de choque
nas patas e dosaram, aém dos niveis sanguineos de corticosterona, os de glicose, de
triacilglicerdis (TAG) e de glicerol. A corticosterona aumentou significativamente apds cada
sessdo de estresse; 0s niveis de TAG aumentaram somente ap0s a primeira sessdo; os de
glicose aumentaram apenas apds a segunda e a terceira sessdo e os niveis de glicerol ndo
foram aterados. O aumento nos niveis séricos de colesterol foi usado como indicador do
estresse cronico por imobilizacgo em ratos (Jain et al., 2000).

Assim, 0 aumento na concentracdo plasmética destes horménios do estresse inicia
ateragdes metabdlicas que produzem mobilizac&o de substratos energéticos a partir de tecidos
de armazenamento, como o hepético e adiposo branco. O aumento da mobilizacdo metabdlica
resulta em disponibilizacdo de carboidratos e lipidios para a atividade celular, as quais
contribuem para a manutencéo da homeostasia em situacOes de estresse, por meio de gustes
de outros sistemas como, por exemplo, o cardiovascular, o respiratorio, 0 nervoso e o
muscular (Selye, 1936; Carrasco e Van de Kar, 2003).

A literatura tem mostrado o aumento da concentracdo de substratos energéticos no
sangue, acompanhado de ateragbes comportamentais induzidas pela ansiedade e por outras
modalidades de estresse (Hofmann e Kleemann, 1991; Widmaier et al., 1992; Wennlund et
al., 1994; Jeukendrup et al., 1998; Ottosson et al., 2000). Alguns trabahos propuseram que
os niveis de glicose circulante poderiam ser usados como um marcador confidvel de estresse
em ratos. Marquez e colaboradores (2004), pesquisando as diferencas individuais na

sensibilidade ao estresse em linhagens consangliineas de ratos (Sprague-Dawley),



submeteram os animais ao estresse de imobilizagdo por 1h/dia durante 13 dias e usaram como
marcadores de estresse, além da corticosterona e do ACTH, os niveis plasméticos de glicose.
O aumento na glicemia foi semelhante a0 aumento de outros marcadores nos primeiros dias
do experimento. A hiperglicemia foi verificada também em ratos expostos agudamente a
imobilizagdo (Armario et al., 1990; Reis et al., 1998).

O pancreas endécrino, a medula adrenal e o figado sdo Orgdos importantes na
regulacdo dos niveis de glicose sanguinea. Além deste controle enddcrino, sinais nervosos,
central e periférico, podem contribuir para o controle da glicemia (Niijima, 1989). Relatos da
literatura mostram que a regulagdo autonémica e hormonal da glicemia esta subordinada ao
controle exercido pelo SNC, possibilitando, com isso, elevagéo rapida, intensa e preventiva da
glicemia em situacBes de emergéncia ou de demanda energética elevada (exercicio fisico e
exposicdo aguda ao frio) e também durante ateracbes metabdlicas que acompanham
diferentes comportamentos emitidos. A estimulacdo elétrica do hipotdlamo de coelhos
provocou uma elevagdo da glicemia quando pontos ao longo da area hipotalamica medial
eram estimulados (Shimazu et al., 1966). A partir destes estudos, inlmeros outros surgiram na
literatura, apontando o envolvimento do hipotdlamo no controle do metabolismo de
carboidratos (Benzo, 1982; Barbosa e Migliorini, 1982; Leibowitz, 1988; lonescu et al., 1989;
Steffens et al., 1984; Timo-laria, 1990; Brito, 1996; Zaia et al., 1997; Silveira et al., 2003;
2005).

Wennlund e colaboradores (1994) sugeriram que a lipdlise € um marcador de maior
valor para as respostas individuais a diferentes formas de estresse. A este respeito, o tecido
adiposo branco (TAB) tem se revelado como um local de um metabolismo ativo capaz de
sintetizar e armazenar TAG, liberar &cidos graxos livres (AGL) e glicerol para o sangue, em
situacbes de demanda energética como jejum, exercicio fisico ou exposicdo aguda ao frio

(Coimbra e Migliorini, 1988; Coppack et al., 1994; Migliorini et al., 1997; Bamshad et al.,



1998; Limaet al., 1998; Trayhum e Beattie, 2001; Lacerda et al., 2006; Balthazar et al.,
2007).

Mudangcas rapidas da liberacdo de AGL, como as exigidas durante a exposi¢ao ao frio
ou durante exercicios, sdo mediadas diretamente por impulsos nervosos. Varios estudos
apontam o SNS como o principal regulador da mobilizacdo de AGL no TAB (Coimbra e
Migliorini, 1988; Carey, 1998; Bamshad et al., 1998; Ferreira et al., 1999; Rayner, 2001,
Demas e Bartness, 2001; Lacerda et al., 2006). A estimulacdo elétrica, in vitro, de nervos
simpaticos que inervam o TAB epididimal de ratos ou coelhos provoca rapida liberagdo de
AGL parao meio de incubacéo (Correl, 1961, 19634), sendo esta uma evidéncia direta de que
a inervacdo simpética promove lipomobilizagdo. Os nivels de AGL no plasma apresentam
uma queda apds a administracdo de blogueadores ganglionares ou adrenérgicos (Goodman e
Knobil, 1959; Havel e Godfien 1959a e b), sugerindo uma atividade tbnica de nervos
simpéticos estimulando a lipdlise. No TAB, as catecolaminas envolvem ambos os receptores
adrenérgicos a (inibidores) e § (ativadores) com efeitos sobre alipdlise (Fain e Garcija-Sainz,
1983; Coppack et al., 1994). A noradrenalina liberada pelas terminagdes simpaticas no TAB
aumenta a mobilizagdo de AGL, primariamente, por acelerar a hidrolise dos TAG. Aumento
da concentracdo plasmatica de AGL e glicerol foram observados em cées, e em humanos,
apos infusdo endovenosa de catecolaminas (Connolly et al., 1991). Galitzky e colaboradores
(1993) observaram a elevacdo de AGL no plasma de cées durante a infusdo de noradrenalina,
de adrenalina, de isoproterenol, de BRL37344 e de outros agonistas beta-adrenérgicos.
Darimont e colaboradores (1996) demonstraram, in situ, uma maior liberacéo de glicerol pelo
tecido adiposo de ratos, apds infusdo de isoproterenol.

Em contraste, as catecolaminas circulantes ndo desempenham papel importante na
lipomobilizacdo, pois os niveis dos AGL no plasma nd sdo reduzidos em caes

adrenalectomizados mantidos com cortisona (Havel e Golfien, 1959a e b). Ratos



adrenomedulectomizados expostos ao frio conseguiam manter a temperatura corporal e a
elevagcdo dos niveis plasmaticos de AGL td bem como os animais intactos (Gilgen et al.,
1962). No entanto, ratos expostos ao frio apresentaram um aumento no turnover de
noradrenalina no TAB e aumento dos niveis plasméticos de AGL, resposta que ndo foi
bloqueada em animais adrenomedulectomizados (Garafolo et al., 1996). Em ratos
adrenomedulectomizados houve uma supressdo da hiperglicemia, mas ndo do aumento dos
AGL, induzido pela administragdo intracerebroventricular (i.c.v.) de 2-DG (2-dioxiglicose),
um inibidor competitivo da glicose (Paschoalini e Migliorini, 1990). Também durante o
exercicio prolongado ocorre a elevagdo da concentragdo de AGL no plasma de individuos
normais (Basu et al., 1960; Friedberg et al., 1963; Havel et al., 1963) e a adrenal ectomia ndo
modifica essa resposta durante o exercicio (Basu et al., 1960; Limaet al., 1998).

Ha ainda varias evidéncias de que o hipotadlamo também est4 envolvido no controle
neural da mobilizacdo de AGL no TAB. A estimulacdo elétrica do hipotdlamo de coelhos
(Correl, 1963b; Kumon et al., 1976 e 1977), macacos (Correl, 1963b), cées (Oro et al., 1965) ,
gatos (Barkai e Allweis, 1972a) e ratos (Barkai e Allweis, 1972b) provoca aumento dos
niveis de AGL e glicerol no plasma dessas espécies. A desconexdo hipotaldmica anterior
interfere na mobilizagdo de AGL do TAB durante o jefum, o exercicio fisico e a exposi¢ao ao
frio (Gross e Migliorini, 1977), situagbes fisiologicas durante as quais 0 SNS intervém
amplamente. Esses estudos indicam que as areas do SNC responsaveis pelo controle neural da
lipdlise se situam rostralmente ao hipotdlamo médio, ou ainda, no loca préximo a leséo
causada durante a desconexdo hipotaldmica. Coimbra e Migliorini (1983) sugeriram a
existéncia de uma via longitudinal que vincula a area pré-Optica, 0 hipotédlamo lateral e o
hipotdlamo posterior, e que participa do processo de mobilizagdo de AGL em ratos. A
ativacdo de glicorreceptores sensiveis a insulina, localizados na area pré-optica, enviaria

impulsos a fibras simpéticas que inervam o TAB por meio de projecdes as areas hipotalamica
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lateral e hipotaldamica posterior (Coimbra e Migliorini, 1986; Ferreira et al., 1999). A este
respeito, Ruffin e Nicolaidis (1999) sugeriram que o hipotdamo ventro-medial € capaz de
induzir alipdlise. Além disso, a utilizagéo de lipidios e a taxa metabdlica, eventos associados
a ateracdo da atividade locomotora, sdo aumentadas pela estimulacéo elétrica do hipotdlamo

ventro-medial.

2. ANSIEDADE

O conceito de estresse pressupde que, apds a reacdo de estresse, 0 organismo recupera
a homeostasia, ou sgja, garante a manutencéo do equilibrio interno, apesar das variagdes do
meio externo. Esta constancia do meio interno é obtida com a regulagéo por retroalimentacéo
negativa, que direciona para o retorno a situacdo inicial. Recentemente, alguns autores
propuseram um novo conceito para designar a estabilidade do meio interno, nas situagdes de
mudanca fisiol6gica a que 0 organismo € submetido constantemente. O novo conceito propde
gue a homeostasia existe apenas para alguns poucos parametros fisioldgicos, por exemplo, a
consténcia do pH ou osmolaridade dos fluidos corporais, enquanto os demais parametros se
alteram para garanti-la. Assim sendo, sistemas efetores, tais como o SNC e o sistema
hormonal, sdo ativados para promover a adaptacdo do organismo a nova situagcéo e ndo para o
retorno a uma situagdo anterior que nd mais existe. A este conceito, segundo o qual “a
estabilidade € mantida por meio da mudanca” foi dado o nome de alostasia (Sterling e Eyer,
1988). Os mecanismos acionados sdo chamados de mecanismos a ostéticos (Chrousos e Gold,
1992; Mc Ewen, 2000; 2005; Santos e Spadari-Bratfisch, 2006).

O conjunto dos mecanismos aostéticos ativos em determinado instante constitui a
“carga aostética’ e o processo por ele desencadeado € denominado de adaptacdo. No entanto,

se a carga aostatica é excessiva ou persiste por muito tempo, sgja de modo continuo ou
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intermitente, passa a configurar uma outra situagdo denominada de “sobrecarga alostética’.
Essa situacdo pode resultar em méa-adaptacdo devida a ativagdo exacerbada dos sistemas
efetores (Santos e Spadari-Bratfisch, 2006), 0 que promove as mesmas consequéncias da fase
de exaustdo da SGA de Selye, podendo surgir, assim, as chamadas doengas relacionadas ao
estresse.

Acredita-se que 0 estresse, a ansiedade e a depressao s&0 processos inter-relacionados.
O estresse estd implicado na etiologia tanto da ansiedade quanto da depressdo ou é
consequéncia delas. Modelos animais de ansiedade e depresso séo baseados na exposicdo de
animais a situacfes de estresse de maior ou menor intensidade, para medir respostas
comportamentais e/ou viscerais (Anisman e Zacharko, 1982; Peeters e Broekkamp, 1994;
Gorwood, 1999; Bremner, 1999).

O estresse, a ansiedade e a depressdo tém efeitos similares no eixo HPA e no sistema
funcional das catecolaminas (Holsboer, 1999), sugerindo que h& considerével sobreposicéo
fisiolégica entre os trés sistemas. A ativacdo do eixo HPA por estimulos estressores
desencadeia a liberagdo do horménio CRH do PVN, seguido pela liberacdo do ACTH
hipofisario e dos glicocorticoides da adrenal. O CRH € um potente mediador das respostas
enddcrina, autondmica e imune para o estresse (Owens e Nemeroff, 1991; De Souza, 1995;
Holsboer e Barden, 1996; Gonzalez e Escobar, 2002). O CRH tem sido implicado também na
modulacdo de diferentes tipos de comportamento, incluindo aqueles relacionados a fungéo
motora, ingestdo de aimentos, reproducéo e ansiedade (Dunn e Berridge, 1990; De Souza,
1995; Brandéo et al., 2003). Uma propriedade ansiogénica atribuidaao CRH e uma disfuncdo
no sistema CRH estariam relacionadas, conforme sugerido por Steckler e Holsboer (1999), a
uma variedade de distarbios psiquiétricos envolvidos com estresse, tais como ansiedade,
depressdo e disturbios alimentares (Treit, 1985; Holsboer et al., 1992; Skutella et al., 1998).

Indimeras pesquisas no campo da ansiedade tém mostrado gue as raizes biolégicas da
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ansiedade encontram-se nas reagdes de defesa que os animais exibem em resposta a diferentes
estimul os em situactes de perigo (Graeff, 1983; Sandford et al.; 2000). A ansiedade € descrita
como um estado emociona de grande valor adaptativo que € experienciado de maneira
subjetiva como sendo desagradavel, tendo como caracteristicas 0 medo, a apreensdo, o temor
e sentimentos correlatos. Sua expressdo envolve ateragbes comportamentais,
psicofisioldgicas e cognitivas (Graeff, 1983; 1994). Ao contrério do medo, que se manifesta
em situacBes em que o perigo € iminente, a ansiedade se manifesta em situagdes onde o perigo
€ apenas potencial e incerto (Graeff, 1983; Rodgers et al., 1997; Lang, et al., 2000).

As manifestagbes psicologicas e fisioldgicas da ansiedade tém sido extensamente
estudadas, mas 0s mecanismos bhiologicos envolvidos na sua regulacdo ndo sdo
completamente conhecidos. Estudos animais sugerem que reages andlogas ao medo humano
sdo0 mediadas e integradas por substratos neuroanatémicos localizados no sistema limbico,
como amigdala, septo, hipocampo e substancia cinzenta periaquedutal [PAG] (Kopchia et al.,
1992; Yadin et al., 1993; Davis et al., 1994; Graeff, 1994; Sanders e Shekhar, 1995; Aguiar e
Brandao, 1996; De Souza et al., 1998; Sandford et al.; 2000).

Muitos neurotransmissores parecem estar envolvidos na génese e modulagdo da
ansiedade, entre eles a noradrenalina, a serotonina, a dopamina, o &cido gama-aminobutirico
(GABA), aglicina, os aminoacidos excitatorios, 0 CRH, a corticosterona e a colecistocinina,
entre outros neuropeptideos (Behan et al., 1996 a,b; Southwich et al., 1999; Millan, 2003).

Atuamente, existem varias evidéncias de que os neuropeptideos desempenham um
papel importante na modulagdo do estado de ansiedade (Harro et al., 1993; Wettstein et al.,
1995; Teixeira et al., 1996; Strohle et al., 1997; Ribeiro et al., 1998; Gavioli, €t al., 1999;
Rupniak et al., 2000). A este respeito, segundo Otsuka e Yoshioka (1993), a substancia P
(SP), que € um co-transmissor de alguns dos neurotransmissores ja citados, assim como

outras neurocininas (NKs), esta distribuida por inimeras regifes do SNC envolvidas na



13

modul agéo da ansiedade (Brownstein et al., 1976; Kanazawa e Jessell, 1976; Ljungdahl et al.,

1978; Gde et al., 1978; Cuello e Kanazawa 1978; Pickel et al., 1979; Cooper et al., 1981;

Douglas et al., 1982; Tsuruo et al., 1983; Beach e McGeer, 1984; Panula et al., 1984;
Loopuijt e Van der Kooy, 1985; Hayashi e Oshima, 1986; Arai e Emson et al., 1986;
Nagashimaet al., 1989; Shaik e Siegel, 1994; Graeff, 1994).

Na verdade, o primeiro neuropeptideo identificado foi a substancia P (SP), descoberta
por Von Euler e Gaddum, em 1931. Entretanto, a estrutura quimica da SP foi descrita somente
em 1971, quando Susan Leeman e colaboradores demonstraram que a SP era um peptideo C-
terminal. ApoOs a identificacd da SP, varios outros peptideos a ela relacionados foram
descritos (Saria, 1999; Hokfelt et al., 2000; 2003).

As NKs incluem a SP, a neurocinina A (NKA), a neurocinina B (NKB), e as formas
expandidas de NKA (neuropeptideo K = NPK; neuropeptideo Y = NPY), entre outras. Suas
atividades "agonisticas" estdo associadas ao dominio carboxi-terminal (C-terminal = Phe-X-
Gli-Leu-Met-NH.,), que € comum a todos estes peptideos (Mussap et al., 1993; Stahl, 1999),
denominados também de taquicininas (McLean, 1996). O dominio amino-terminal (N-
terminal), por sua vez, confere seletividade aos diferentes tipos de receptores (Piedimonte,
1995; Saria, 1999; Strand, 1999; Hokfelt et al., 2000; 2003).

Os efeitos fisiol6gicos das NK s sdo mediados por trés tipos de receptores, NK, NK; e
NK3 (Regoli et al., 1989; Guard e Watson, 2003; Nakanishi, 1991; Seabrook et al., 1995;
Stahl, 1999; Pennefather et al., 2004). As NKs enddgenas podem interagir com os trés tipos
de receptores, com diferentes graus de afinidade. Assim, a SP é o agonista preferencia do
receptor NK 1, enquanto a NKA e aNKB sdo agonistas preferenciais para os receptores NK, e
NK3, respectivamente (Maggi et al., 1993; Stables et al., 1994; Culman e Unger, 1995;
Patacchini e Maggi, 1995; Strand, 1999).

As NKs encontram-se amplamente distribuidas no sistema nervoso de mamiferos e
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estéo envolvidas na regulagdo de vérias funces fisiopatol 6gicas (Nakanishi, 1991; Otsuka e
Y oshioka, 1993; Patacchini e Maggi, 1995), como a transmissdo dolorosa, vasodilatagéo,
broncoconstricdo, contracdo da musculatura lisa, ativacdo do sistema imunoldgico,
inflamagdo neurogénica e respostas comportamentais (Pernow, 1983; Maggio, 1988; Strand,
1999). A SP é o neuropeptideo mais abundante no cérebro do rato (Arai e Emson, 1986;
Jessop et al., 1990). Os novos membros da familia das takicininas, a hemocinina (HK-1) e as
endocininas A, B, C e D sdo primariamente expressas em células ndo neuronais (Zhang et al.,
2000; Kurtz et al., 2002; Page et al., 2003).

A SP foi o primeiro peptideo neuroativo identificado e também o primeiro a ser
proposto com fungdo de transmissor ou modulador no sistema nervoso (Hasenohrl et al.,

2000). A SP, agonista natural e preferencial dos receptores NK,, induz reacOes

cardiovasculares de defesa em ratos (Unger et al., 1988; Itoi et al., 1992; Culman e Unger,
1995; De Araljjo et al., 1998) e apresenta efeitos pro-aversivos quando microinjetada na PAG
(Aguiar e Branddo, 1996). A SP, e seu receptor preferencial NK, € encontrada na amigdala,
septo, hipocampo, hipotdlamo e PAG (Severini et al., 2002; Pennefather et al., 2004).

Os agonistas seletivos de receptores NK; produzem também uma gama de respostas
comportamentais nociceptivas, que incluem comportamentos compulsivos de cogar, morder e
lamber 0s membros posteriores ou o abdomen e o térax em ratos e camundongos (Papir-
Kricheli et al., 1987, Laneuville et al., 1988; Brent et al., 1994). Uma resposta
comportamental similar, incluindo aumento da atividade locomotora, foi observada apos a
injecdo i.c.v. de SP em cobaias (Brent et al., 1988; Brent et al., 1994).

Estudos prévios mostraram que a ansiedade experimental pode ser modulada pela
manipulacdo de mecanismos centrais que envolvem os receptores neurocinérgicos NK 1, NK;
e NK3. Dados da literatura mostram uma agéo ‘ansiolitica’ da SP que, quando administrada

centralmente (i.c.v.), produziu uma diminuico dos niveis plasmaticos de ACTH (Larsen et
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al., 19933), sendo que a injegdo de um antagonista NK; aumentou os nivels plasmaticos de
ACTH e de corticosterona (Larsen et al., 1993b). Além disso, antagonistas NK; aumentaram
MRNA para CRH naregi&o parvicelular do nucleo hipotalédmico paraventricular (Faria et al.,
1991).

Por outro lado, evidéncias diretas e indiretas sustentam o papel ansiogénico da SP e
uma acdo ansiolitica de seus antagonistas (Teixeira et al., 1996; Gavioli et al., 1999;
Steinberg et al., 2001; Santarelli et al., 2001). A administragdo intraperitoneal (i.p.) de um
antagonista do receptor NK;, CP 96345, em camundongos, promove um aumento tanto na
laténcia para a entrada dos animais no compartimento escuro da caixa claro-escuro como no
tempo despendido no compartimento claro, sugerindo uma ac¢éo do tipo ansiolitica para esse
composto (Zernig et al., 1992; 1993).

Teixeira e colaboradores (1996) mostraram que a estimulagdo dos receptores NK; e
NK, promove um efeito do tipo ansiogénico, em camundongos avaliados no labirinto em cruz
elevado (LCE). O blogueio seletivo dos receptores NK; pelo FK-888, em contrapartida,
produz um efeito contrério, isto € uma agdo do tipo ansiolitica no mesmo modelo
experimental (Teixeira et al., 1996). Outro antagonista de receptores NK3, o CGP 49823,
apresentou um efeito do tipo ansiolitico no teste de interagdo social em ratos (File, 1997),
reforcando a hipotese de que a SP desempenha papel modulatério nos estados de ansiedade
experimental (Almay et al., 1988; Zernig et al., 1992; Hagan e McLean, 1991; Stratton et al.,
1993; 1994). A injecdo de L760735, outro antagonista NK;, na amigdala, apresentou efeito
‘ansiogénico’ em cobaias (Boyce et al., 2001). A administracdo de GR73632 e L 733060 (0.1
nmol), agonistas NK, produziu ativacdo motora em cobaias (Severini et al., 2002).

Estudos feitos com camundongos knockout para NK; confirmaram o efeito
ansiogénico da SP. Nesse estudo, os camundongos knockout mostraram reducdo de

comportamentos relacionados a ansiedade no LCE, ao medo da novidade e no paradigma da
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separacdo materna (Santarelli et al., 2001). Além disso, em ratos, ainjecéo intraseptal de FK-
888, um antagonista NK, inibiu a resposta do tipo ansiogénica promovida pela administracéo
central de SP (Gavioli et al., 2002), apontando o septo lateral como um sitio importante na

mediacao desta resposta da SP (Gavioli et al., 1999).

3. SUBSTANCIA P NO ESTRESSE/ANSIEDADE

Um estimulo estressor representa um evento cléassico de ameaga, perigo que atua em
circuitos neuronais no cérebro para gerar um complexo padréo de resposta cardiovascular,
enddcrina e comportamental. Embora a questéo sobre a especificidade do neurotransmissor
envolvido nesses circuitos ndo tenha sido ainda respondida, vérios esforcos tém sido feitos
para integrar as neurocininas, especificamente a SP, com as reagdes centrais do estresse
(Culman et al., 1997; Rupniak et al., 2000).

Vérios autores mostraram rdpidas mudancas na quantidade de SP e seus receptores em
distintas areas do cérebro sob varios estimul os estressores (Bannon et al., 1986; Takayama et
al., Siegd et al., 1987; Rosen et al., 1992). ApoOs verificarem um aumento dos nivels
sangliineos de SP em resposta a ansiedade psicol6gica em humanos, Fehder e colaboradores
(1997), propuseram que a SP serviria como um mediador das reagdes imunoldégicas
produzidas pelo estresse. Na verdade, varias regides cerebrais implicadas em reagdes de
defesa e ansiedade, como o hipotdlamo, amigdala, hipocampo e a PAG (Cuello e Kanazawa,
1978; Shaikh e Siegel, 1994) expressam densidades significantes de receptores para NKs,
além de fibras nervosas e corpos celulares imunorreativos a SP (para revisdo, ver Otsuka e
Yoshioka, 1993). Estudos neuroquimicos demonstraram mudangas nos nivels de SP em
regides do cérebro em resposta a estimulos estressores. Em ratos imobilizados, por exemplo,

houve aumento na SP na PAG (Rosen et al., 1992) e um aumento nos niveis de SP foi
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verificado no septo e no hipocampo de animais submetidos ao choque nas patas, por 60 min
(Siegel et al., 1987).

A SP, em particular, parece ser um neurotransmissor bastante comum no SNC (Cuello
e Kanazawa, 1978) e tem sido envolvida em vérias fungdes neuroenddcrinas (Jessop et al.,
1992). O hipotdlamo de mamiferos contém uma ata concentracéo de SP (Brownstein et al.,
1976; Kanazawa e Jessel, 1976; Cuello e Kanazawa, 1978; Ljungdahl et al., 1978; Tsuruo et
al., 1983; Panula et al., 1984; Siegel et al., 1987). O hipotdlamo parece mobilizar as
alteragbes enddcrinas que acompanham as reaces de defesa, como liberagcdo de ACTH,
prolactina, endorfinas, entre outros horménios e peptideos. Essa fungdo do hipotdamo é
realizada através de suas ligacbes com a hipdfise anterior, via sistema porta-hipofisario e,
mais diretamente, com a hipdéfise posterior pelas vias neuro-secretérias (Gonzalez e Escobar,
2002).

A administracéo i.c.v. de um antagonista da SP estimula a concentracdo de ACTH e
corticosterona circulante e aumenta 0 mRNA para CRH no PVN, demonstrando que a SP
enddgena central inibe tonicamente a sintese e a liberagdo de CRH (Larsen et al.; 1993). Em
humanos, a infusdo endovenosa de SP aumentou a concentragéo plasmética de ACTH e de
cortisol (Coiro et al., 1992). No entanto, em ratos, ndo foi demonstrado o efeito da SP na
secrecdo basa de ACTH e corticosterona in vivo (Nicholson et al., 1984) e in vitro
(Chowdrey et al., 1990). Foi, entretanto, observada uma marcada agdo inibitoria da SP sobre a
secrecdo de ACTH estimulada pelo CRH (Nicholson et al., 1984) e a liberacéo de CRH pelo
hipotdlamo de rato (Fariaet al., 1991).

Por outro lado, a SP é um peptideo biologicamente ativo, amplamente distribuido no
eixo HPA. Como outros membros da familia das NKs, a SP modula a liberacdo do CRH, de
ACTH, adosterona e corticosterona (Jessop et al., 1992; Maendowicz e Markowska, 1994;

Jessop, 1999). Os receptores NK; estéo localizados no PVN, onde a interagdo com o CRH e
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uma regulaco direta do eixo HPA é possivel (Carrasco e Van de Kar, 2003).

Como j& visto, a resposta ao estresse inclui, entre outros fatores, a liberacdo de
noradrenalina. Os neurdnios noradrenérgicos estéo distribuidos em vérias regides do tronco
encefdlico, incluindo o locus coeruleus (Jones e Olpe, 1984). O locus coeruleus responde a
alteracOes fisiologicas do meio interno (Curtis et al., 1993). A SP e receptores NK; sdo
encontrados no locus coeruleus (Shults et al, 1984; Mazzone et al., 1999) e neurbnios
noradrenérgicos podem ser regulados pelas NKs (Chen et al., 2000). Existem evidéncias
anatdmicas e farmacol 6gicas da acdo da SP como neurotransmissor no locus coeruleus, e um
importante papel dos receptores NK1 nas doencas relacionadas ao estresse (Hahn e Bannon,
1999). Chen e colaboradores (2000), verificaram, usando imunofluorescéncia, a distribuicdo
de neurbnios noradrenérgicos expressando receptores NK;, bem como a evidéncia
morfol6gica da modulagdo direta de neurdnios noradrenérgicos pela SP através de receptores
NK;. Hahn e Bannon (1999) mostraram que antagonistas seletivos NK; atenuaram a
expressao de c-fos no locus coeruleus induzido pelo estresse de imobilizac&o em ratos. Esses
resultados mostram o papel de antagonistas NK; na prevencéo da resposta ao estresse. Os
antagonistas dos receptores NK; tém demonstrado potencial terapéutico em transtornos
relacionados ao estresse, como ansiedade e depressao.

Assim, as evidéncias sugerem que a SP é uma parte integrante da via neural central

envolvidano estresse (DeVane, 2001; Ebner e Singewald, 2006).



“O pensamento s comega com a divida”
(Martin Du Gard)

OBJETIVOS
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A maioria das pesquisas sobre mudangas bioquimicas induzidas por agentes
estressores tem enfocado o eixo HPA e sustentado o conceito de inespecificidade para essa
resposta. De fato, tanto a ansiedade como 0 estresse promovem a liberacdo de substancias
enddégenas e um aumento de substratos energéticos no sangue, acompanhado de mudangas
comportamentais.

Apesar de importantes diferencas entre espécies com relagdo a resposta fisiologica e
enddcrina ao estresse/ansiedade, a resposta das catecolaminas e hormdnios do eixo HPA no
plasma é consistente. 1sso € de grande relevancia considerando: a) o envolvimento de uma
variavel fisioldgica particular como consequiéncia adaptativa ou patologica ao estresse e b) a
possibilidade de utilizar essas variaveis como marcadores de estresse experenciado por um
individuo.

Mesmo que uma varidvel fisiolégica consistente modifique apds exposicdo ao
estresse/ansiedade, ndo se conhece, até 0 momento, um indice quantitativo estavel para

avaliacdo desses estados. Desta forma, o presente trabalho foi desenvolvido parainvestigar:

e 0s nivels sanguineos de é&cidos graxos livres (AGL) e glicose como marcadores
consistentes e confiaveis para diferentes tipos de estresse;

e se 0 comportamento dos marcadores complementares de estresse pode ser comparado
com aresposta de marcadores “convencionais” como a corticosterona;

e 0s niveis sanguineos de &cidos graxos livres (AGL) e glicose como marcadores de
estresse consistentes, confidvels e complementares para o estudo da ansiedade
experimental induzida pela substéncia P em animais submetidos ao L CE;

e 0 possivel envolvimento dos receptores neurocinérgicos do tipo NK; na regulacéo
destes marcadores dternativos quando de sSituagdes de ansiedade/estresse

experimentais.



“O que vale navidando é o ponto de partida e sim a caminhada.
Caminhando e semeando, no fim terés o que colher.”
(Cora Coraina)

MATERIAL E METODOS
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1.ANIMAIS

Foram usados ratos Wistar machos adultos (Rattus norvegicus), pesando 250-300 g,
provenientes do Biotério Central da UFSC e da Universidade Estadual de Ponta Grossa. Os
ratos foram alojados em ndmero de 6 (seis) por gaiola plastica. Os animais permaneceram em
salas com temperatura (22 + 1°C) e ciclo de luz 12/12 h (luzes ligadas das 7:00 as 19:00 h)
controlados, recebendo &gua e ragdo "ad libitum", exceto durante a vigéncia dos
experimentos. Os protocolos experimentais foram aprovados pelo Comité de Etica da
Universidade Federal de Santa Catarina (processos - 23080.001156/2001-50/UFSC e

23080.020840/2003-01/ UFSC).

2. PROCEDIMENTOSCIRURGICOS

2.1 Cirurgia Estereotaxica

Os ratos foram anestesiados com tionembutal (50 mg/Kg; 0,1 ml/100g i.p.) e hidrato
de cloral (0,2 ml/100g) e, depois de verificada a perda total dos reflexos, procedeu-se a
tricotomia de toda a parte superior da cabeca do animal. Em seguida, os animais foram
colocados em um aparelho esterotaxico (Stoelting, mod.300, USA), sendo feita a assepsia da
area desgjada com dlcool iodado. Injetou-se entdo, uma solugdo de xilocaina com adrenalina
2%, subcutaneamente, visando a formacdo de uma papula, ndo sO pelo seu efeito anestésico
local, como também para orientar a retirada de uma pequena &rea ovalada de pele, abrindo o
campo cirargico. Apés esse procedimento, realizou-se a raspagem do peridsteo, deixando a
calota craniana exposta. A cabeca do animal foi posicionada no aparelho esterotéxico de

forma que o bregma e o lambda ficassem situados num mesmo plano horizontal.
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A calota craniana foi perfurada com uma broca odontolégica para a fixagdo de dois
parafusos de aco inoxidavel e de uma canula-guia. A cénula-guia, implantada a fim de
possibilitar as micro-injecdes intracerebrais, foi confeccionada em nosso laboratério a partir
de agulhas descartaveis 25 x 0,7 mm (calibre 22 interno/28 externo). Com o auxilio de um
paguimetro, a canula foi cortada no comprimento de 16,5 mm. Para o implante intracerebral
da canula foram obedecidas as seguintes coordenadas. -0,8 mm AP.; £1,5 mm ML; -3,5 mm
DV, segundo o atlas de Paxinos e Watson (1986). Uma vez adaptados a cénula e os parafusos,
a area aberta foi preenchida com uma camada de acrilico autopolimerizavel. Decorridos
alguns minutos para a secagem total do acrilico, foi colocado um mandril dentro da céanula-
guia, que ai permaneceu até o momento da infusdo da droga.

Apéds a cirurgia, cada animal foi colocado numa caixa, aquecido por uma lampada de
40 W, para evitar a hipotermia induzida pela anestesia geral. Posteriormente, os animais
foram colocados aos pares em gaiolas providas de agua e comida, onde permaneceram até

serem utilizados experimental mente.

2.2 Adrenalectomia (adaptado de Naeser, 1973)

Pararealizar a adrenal ectomia, os animais foram anestesiados com éter. Ap0s assepsia,
foram feitas incisdes bilaterais na regido dorso-lombar, que permitiram a visuaizacdo e
remocao das glandulas adrenais por pincamento. Os animais submetidos a falsa operacéo
(SHAM) foram submetidos a0 mesmo procedimento cirdrgico sem a retirada das glandulas
adrenais. Durante 15 dias, os animais adrenal ectomizados (ADX) foram mantidos no biotério
até o dia do experimento com racdo e dois bebedouros, um com égua e outro com salina
(NaCl 1,5%). Os animais do grupo SHAM foram mantidos no biotério até o dia do
experimento com ragéo e agua disponiveis livremente. ApoOs esse periodo, 0s animais foram

submetidos aos diferentes procedimentos experimentais. A confirmacdo da ADX foi feita
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através da dosagem dos niveis de corticosterona no sangue.

2.3 Canulacdo da Veia Jugular (modificado de Harms e Ojeda, 1974):

A canulagdo da veia jugular foi feita com antecedéncia minima de 30h antes de
submeter 0 animal ao modelo de estresse. Para esse procedimento, os ratos foram anestesiados
com Hypnol® (pentobarbital sddico 3%, 30 mg/Kg) i.p. e, depois de verificada a perda total
dos reflexos, deu-se inicio ao procedimento cirdrgico. Apos assepsia do local, foi feita uma
incisdo longitudinal na pele sobre a veia jugular direita. Aproximadamente 5-10 mm da veia
dissecada foi exposta, para a transfixagdo da canula de polietileno (segundo modelo de Harms
e Ojeda, 1974). A cénula foi fixada através de amarraduras com linha de sutura. A
extremidade livre da canula foi transpassada subcutaneamente pela regido escapular, sendo
exteriorizada dorsalmente proxima ao pescoco do animal. A cénula foi preenchida com
solucdo de heparina (10 Ul/ml). Apés a cirurgia, os animais foram colocados em gaiolas
individuais, providas de &gua e comida ad libitum, onde permaneceram até serem utilizados
experimentalmente. Na noite anterior ao experimento, 0S animais permaneceram em jejum,
com reposi¢cao da comida 5 h antes deiniciar o experimento.

As amostras de sangue (0,6 ml) para determinacéo dos AGL, corticosterona e glicose
foram coletadas 90 min antes dos animais serem expostos a0 modelo de estresse (basal), 0,
15, 30 e 60 min apos os animais retornarem as suas gaiolas-moradia. No intervalo entre as
colheitas, os animais foram recolocados em suas gaiolas-moradia. Foram utilizados dois
animais para a colheita das amostras no tempo experimental: do animal x foram retirados no
tempo basal, TO e T15; do animal x* foram coletados no tempo basal, T30 e T60. Este
procedimento foi adotado em todos os protocolos experimentais, respeitando o limite méximo
de volume de sangue que pode ser coletado do animal (até 10% do volume sanguineo). O

volume de sangue retirado foi reposto com salina 0,9%.
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3. DROGAS, SOLUCOESE TRATAMENTOS

Foram utilizadas as seguintes drogas e solucdes:
- Substéncia P (SP = H-Arg-Pro-Lys-Pro-GIn-GIn-Phe-Phe-Gly-Leu-Met-NH,) obtida de
SIGMA Cao., St. Louis, MO, EUA, dissolvida em PBS (phosphatase-buffered saline).
- WIN51,708 (17-beta-hidroxi-17-alfa-androstano[3,2-b]pirimido[1,2-a]benzimidazol) obtida
de SIGMA Co., St. Louis, MO, EUA, dissolvidaem PBS.
- Liguemine® - Heparina Sddica— 5.000 Ul, comprada de Lab. Roche, Ampola 0,25 ml.

- Hypnol — Pentobarbital Sodico 3%, comprado do Labaratorio Fontoveter/Cristdlia Ltda.

3.11njecdo I ntracer ebroventricular

Apdbs um periodo de sete dias, os ratos foram imobilizados manua mente e, com um
alicate, foi retirado o mandril adaptado & canula-guia durante o ato cirdrgico. As drogas foram
injetadas através de uma agulha-injetora, conectada a um tubo de polietileno PE-10, com uma
micro-seringa Hamilton 701 N (10 pl). As agulhas-injetoras utilizadas foram confeccionadas
a partir de agulhas gengivais odontoldgicas, 1,0 mm mais longas que as canulas-guia. Em
cada animal foi injetado um volume de 5 ul num periodo de 30s. A agulha injetora
permaneceu na canula-guia por mais um periodo de 30 s para permitir a difusdo das solucdes.
Os ratos foram tratados com PBS, SP (10 pmol) ou WIN51,708 (100 pmol) em um dos

ventriculos laterais (randomicamente, ¥z ventricul o direito, %2 ventriculo esquerdo).

4. MODEL OS DE ESTRESSE

4.1 Imobilizacdo (IMO) , adaptada de Kvetnansky e Mikulaj, 1970:
IMO consistiu narestricdo dos movimentos do animal em decubito ventral, bem como
impossibilidade total de mudar de posicdo. O animal foi colocado dentro de um cilindro

plastico (PVC), fechado na extremidade anterior por uma tampa de PV C com orificios. Na
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extremidade posterior do tubo foi colocado uma placa de metal com um orificio para
passagem da cauda (com regulagem conforme o tamanho do animal). ApGs permanecer 5 min
no tubo, o animal foi retirado para a colheita de sangue nos tempos determinados no

protocolo, permanecendo na gaiola-moradia nos interval os de colheita.

4.2 Nado Forcado (NADO):
No NADO os ratos foram forgados a nadar por 5 min em um barrilete (40 cm de
didmetro e 50 cm de profundidade) preenchida com agua (23°C) na profundidade de 40 cm.

Apbs a sessdo de NADO, os ratos foram secos em papel toal ha e recol ocados nas suas gaiolas.

4.3 Avaliagdo Comportamental no Labirinto em Cruz Elevado (L CE):

O labirinto em cruz elevado (LCE) é utilizado para avaliacdo emocional induzida por
drogas ansioliticas ou ansiogénicas e por outros tipos de estressores. O LCE consiste de dois
bracos abertos opostos (50 x 10 x 1 cm) e dois fechados (50 x 10 x 40 cm), também opostos,
em forma de cruz grega. Os bragos abertos e fechados estéo conectados por uma plataforma
centra (10 x 10 cm). A plataforma, as paredes laterais dos bragos fechados s&o
confeccionadas em acrilico transparente e o chdo em acrilico preto. O aparelho esta elevado a
uma altura de 45 cm do chéo. O LCE estalocalizado numa sala com luz vermelha (15 W). Os
animais foram colocados no centro do aparelho com a cabecga voltada para um dos bragos
fechados e 0 seu comportamento observado por 5 min. As medidas comportamentais cléssicas
registradas no L CE foram: a frequéncia de entradas e o tempo despendido nos bragos abertos
e nos fechados. A frequénciatotal de entradas foi obtida pela soma simples das frequéncias de
entradas nos bragos abertos e nos fechados (Pellow et al. 1985; Pellow, 1986; Anseloni et al.,
1995).

Para andlise estatistica dos dados e confecgdo dos gréficos, a percentagem de entradas
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no brago aberto foi calculada dividindo-se a frequéncia de entradas nos bragos abertos pela
frequéncia total de entradas, e esse indice multiplicado por 100. De maneira semelhante foi
calculada a percentagem do tempo em gue 0s animais permaneceram nos bragos abertos em
relacdo a somatdria do tempo de permanéncia nos bragos abertos e fechados, sendo o
quociente obtido multiplicado por 100. Esta razéo reflete o medo induzido através da inibicéo
das entradas nos bragos abertos e pode ser relatado como o nivel de ansiedade experimentado
por este animal (Handley e Mithani, 1984; Pellow et al. 1985). Um aumento seletivo nos
pardmetros correspondentes aos bracos abertos revela um efeito ansiolitico (Pellow et al.,
1985; Pellow, 1986).

Foram também registrados no LCE paréametros etologicos, tais como o nimero de
"head-dipping" (HD) e “stretch attend posture" (SAP), protegidos (do brago fechado para o
aberto) ou ndo, como medida do comportamento de "avaliagdo derisco”; o “rearing” (REA),
numero de comportamentos de levantar-se; o “grooming” (GRO), a auto-limpeza e 0 nimero

de bolos fecais (BF).

5.HISTOLOGIA

Ao final dos procedimentos experimentais, todos os ratos com implantagdo de canula
i.c.v. foram anestesiados com éter e, entdo, perfundidos intracardiacamente com solucéo
salina (NaCl 0,9 %), seguida por solucéo de formaldeido (10 %). Posteriormente, os animais
foram decapitados e receberam uma micro-injecdo de solugdo de Azul de Evans (2%). Os
cérebros foram removidos imediatamente e fixados em uma solucdo de formalina 10 % -
sacarose 20 %, sendo entdo congelados e cortados em fatias de 30 um no plano frontal. As
fatias foram preparadas em laminas e coradas com tionina. Os locais das injeges foram
identificados por microscopia Optica. Todos 0s animais que ndo apresentaram a localizacdo

correta das canulas foram descartados do estudo. Menos de 1% dos animais foram
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descartados por ndo satisfazer a condicdo experimental, isto € a cénula ndo estava

posicionada no ventriculo lateral .

6. DOSAGENS BIOQUIMICAS

Todas as amostras de sangue foram colheitadas em tubos Eppendorff e imediatamente
centrifugadas a 4000 rpm por 10 min.

Amostras de soro foram separadas (100ul) e estocadas a -80°C até a dosagem de
corticosterona. Para a dosagem de corticosterona foi utilizado o kit (COAT-A-COUNT®
RAT CORTICOSTERONE, Los Angeles, EUA), por radioimunoensaio (RIA), e o kit DSL-
10-2000 Active® Cortisol Enzima Imunoensaio (EIA), informacdes técnicas em anexo.

Amostras de plasma foram separadas para dosagem dos niveis de glicose (20ul) A
glicose plasmética foi medida pelo método de Glicose Oxidase (kit comercial, Labtest®, Sdo
Paulo, Brasil).

Amostras de plasma foram separadas para dosagem dos niveis de AGL (200ul). Os
AGL foram dosados pelo método para pequenas quantidades de &cidos graxos proposto por

Dole e Meinertz (1960), descricdo da técnica em anexo.

7. PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

Experimento 1. O objetivo desse experimento foi verificar os niveis plasmaticos de
AGL e glicose e séricos de corticosterona em animais submetidos ao estresse de imobilizac&o

(IMO), nado forcado (NADO) e ao labirinto em cruz elevado (LCE).
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tempo de colheita
minutos apds exposi Gao ao estresse

IMO
NADO
LCE
basal | |
# | |
90 min antes 5min 0 15 30 60

Experimento 2: O objetivo desse experimento foi verificar a influéncia do efeito
ansiogénico da SP (i.c.v.) em animais submetidos ao L CE nos niveis plasméticos de AGL e

glicose e séricos de corticosterona .

SP/PBS
I.Cv. tempo de colheita
miNutos apds exposi Ao ao estresse
basal LCE l | |
_ [ [
90 min antes Smin 0 15 30 60
SP/PBS
I.C.V. tempo de colheita
) minutos apds exposi ¢80 ao estresse
Gaiola-
basal moradia
| |
— _ [ [
90 min antes 5min 0 15 30 60
WIV':‘”LSP tempo de colheita
minutos apds exposi Gao ao estresse
basal l LCE I |
# [ [
90 min antes 5min 0 15 30 60

Experimento 3: O objetivo desse experimento foi investigar o efeito da exposi¢ao
prévia a um estressor seguida da exposicdo do animal ao modelo de ansiedade — LCE, nos
nivels plasméticos de AGL e glicose e niveis séricos de corticosterona e nos parametros

etol 0gicos e medidas de exploracéo no LCE.
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tempo de colheita
minutos apds exposi ¢ao ao estresse

IMO
NADO
basal LCE l
| | v
90 min antes 5min | 5min | |
0 15 30 60

Experimento 4: o objetivo desse experimento foi verificar a participagdo do eixo
HPA no efeito do estresse/ansiedade sobre os niveis sanguineos de AGL, glicose e

corticosterona em animais submetidos ou ndo ao LCE.

SP/IPBS tempo de colheita
i.C.V. minutos apos exXposi Gao a0 estresse
-
i LCE l l

ADX X basal
SHAM 1 1

L 90min antes Smin 0 15 0 5

e l l
ADX < basal LCE
SHAM i T

L 90min antes Emin 0 15 20 60

8. ANALISE ESTATISTICA

Para a andlise estatistica dos resultados comportamentais do LCE, as comparagdes
estatisticas foram realizadas pela andlise de variancia univariada (ANOVA), seguida do teste
de Duncan como teste post hoc.

Para andlise dos resultados da concentracdo sanguinea de AGL, glicose e
corticosterona em animais intactos foi utilizada ANOVA de duas vias e 0 teste de Duncan
como teste post hoc, tendo como variaveis independentes o tratamento e o tempo.

Para andlise dos resultados da concentracdo sanguinea de AGL, glicose e

corticosterona entre os animais submetidos ao IMO, IMOFRIO, NADO e LCE foi utilizada
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ANOVA de duas vias e 0 teste de Tukey para n diferentes como teste post hoc, tendo como
variaveis independentes o tratamento e o tempo.

Para andlise dos resultados da concentracdo sanguinea de AGL, glicose e
corticosterona em animais submetidos a ADX ou SHAM cirurgia, foi utilizada ANOVA de
trés vias e o teste de Duncan como teste post hoc, tendo como variavels independentes a
cirurgia, o tratamento e o tempo.

Em todos os casos, o nivel de significancia estatistica foi de P < 0,05. Os dados foram
expressos como média + erro padrdo da média (E.P.M.), nos diversos testes utilizados. Todos

0S grupos apresentaram n=7.



" S0 os que ndo fazem nada nunca erram.”
(Teilhard de Chardin)

RESULTADOS
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1. CURVAS TEMPO-RESPOSTA DAS VARIAVEIS BIOQUIMICAS EM ANIMAIS
SUBMETIDOS A DIFERENTES CONDICOES DE ESTRESSE

1.1 Efeito do estresse de imobilizacdo (IMO) nos niveis plasmaticos de AGL e glicose e
niveis séricos de corticoster ona em ratos

A ANOVA de duas vias mostrou diferencas significativas na concentragdo plasmatica
de AGL quando comparados aos animais submetidos ou ndo (controle) ao estresse de
imobilizagdo por 5 min [F(1,60) = 33,31; p = 10°]. Houve diferenca estatisticamente
significativa entre os tempos [F(4,60) = 12,78; p = 10°] e na interacdo entre tratamento e
tempo [F(4,60) = 2,87; p = 0,03].

Os animais submetidos a0 estresse de IMO apresentaram os niveis dos AGL
significativamente maiores (Fig. 1A), em todo periodo experimental, quando comparados ao
grupo controle (animais ndo submetidos ao estresse de imobilizagdo). A concentragéo de AGL
no plasma também foi significativamente maior do que a observada antes da sessdo de
estresse (tempo basal), durante o periodo observado. O aumento na concentracdo dos AGL no
sangue foi detectado imediatamente (tempo 0), e elevou-se de forma gradativa, até atingir seu
valor maximo aos 15 min (80% acima do basal), mantendo-se constante até o final do tempo
experimental.

A Fig. 1B ilustra o efeito do estresse de imobilizagdo nos niveis plasméticos de
glicose. A ANOVA de duas vias mostrou diferencas significativas na concentragdo plasmatica
de glicose, quando comparados aos dados obtidos em animais submetidos, ou ndo (controle),
a0 estresse de imobilizagdo por 5 min [F(1,60) = 17,91; p = 8x10“. Houve diferenca
estatisticamente significativa entre os tempos [F(4,60) = 3,93; p = 0,006], mas ndo na
interagcdo entre tratamento e tempo [F(4,60) = 1,02; p = 0,40].

Na mesma figura pode-se observar que houve aumento significativo na concentragéo

plasmatica de glicose imediatamente apos os 5 min de imobilizacgo (tempo 0) e aos 15 min. O
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aumento da glicemia observado nesse intervalo foi estatisticamente diferente quando
comparado com o grupo controle (animais ndo submetidos ao estresse de imobilizagdo). Além
disso, somente nesse interval o de tempo os valores da glicose foram maiores que o valor basal
(50%). A concentragdo de glicose declinou rapidamente para valores préximos ao basal no
intervalo de tempo de 30-60 min.

A ANOVA de duas vias mostrou diferencas significativas nos niveis séricos de
corticosterona quando comparados aos dados obtidos de animais submetidos, ou n&o
(controle), a0 estresse de imobilizacgo por 5 min [F(1,60) = 62,18; p = 10°°]. Houve diferenca
estatisticamente significativa entre os tempos [F(4,60) = 6,58; p = 3x10°] e nainteracéo entre
tratamento e tempo [F(4,60) = 2,91; p = 0,03].

A Fig. 1C mostra o aumento significativamente diferente nos niveis de corticosterona
observado em todo periodo experimental no grupo submetido a imobilizagdo, quando
comparado ao grupo controle. Os valores obtidos nesse intervalo de tempo também foram
maiores do que o valor basal, atingindo 34% acima do basal, no tempo 0 (imediatamente apos

aretirada do animal ao estimulo estressor).

1.2 Efeito do estresse de natacdo (NADO) nos niveis plasméticos de AGL e glicose e
niveis séricos de corticosterona em ratos

A ANOVA de duas vias mostrou diferencas significativas na concentragdo plasmatica
de AGL quando comparamos aos animais submetidos ou ndo (controle) ao estresse de NADO
por 5 min [F(1,60) = 83,08; p = 10°]. Houve diferenca estatisticamente significativa entre os
tempos [F(4,60) = 9,17; p = 10°] e interacdo entre tratamento e tempo [F(4,60) = 3,99; p =

0,008].
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Figura 1. Efeito do estresse de IMO por 5 min nos niveis plasmaticos de AGL (A), glicose (B) e
niveis séricos de corticosterona (C) em ratos. Os dados r epresentam a média + o erro padr&o da
média (n = 7). Diferencas estatisticamente significativas (*) entre o grupo experimental e o
controle, no mesmo intervalo de tempo e () entre o grupo experimental e o basal
correspondente (P < 0.05, teste post hoc de Duncan).
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O grupo submetido a0 NADO apresentou vaores de AGL plasméticos
significativamente maiores, quando comparados aos animais nd submetidos ao NADO
(grupo controle), em todo o periodo do tempo experimental (Fig. 2A). Pode-se ainda observar
na Fig. 2A, que a concentragdo de AGL foi significativamente maior comparada ao tempo
basal em todo periodo experimental. O aumento na concentragdo plasmética de AGL ocorreu
imediatamente apds a retirada do animal do NADO, atingindo o valor maximo aos 15 min
(100%), mantendo-se elevado até o final do periodo experimental.

A ANOVA de duas vias mostrou diferenca significativa na concentracéo plasmatica de
glicose quando comparados os dados obtidos em animais submetidos, ou ndo (controle), ao
estresse de NADO [F(1,60) = 6,03; p = 0,02]. Houve diferenca estatisticamente significativa
entre os tempos [F(4,60) = 3,72; p = 0,009] e nainteracdo entre tratamento e tempo [F(4,60) =
3,30; p=0,02].

A Fig. 2B ilustra o efeito do estresse de natagdo na concentragdo plasmética de
glicose. Os animais submetidos a0 NADO apresentaram um aumento estatisticamente
significativo somente aos 15 min quando comparados com o grupo controle (ndo submetido
a0 NADO), no mesmo intervalo de tempo. Os vaores da glicose plasmatica foram
significativamente maiores imediatamente ap6s a retirada do animal do NADO (80%) até os
30 min do periodo experimental, quando comparados com o valor basa (Fig. 2B).

A Fig. 2C mostra o efeito do estresse de natacdo na concentracdo sérica de
corticosterona. Houve diferenca significativa nos niveis séricos de corticosterona quando
comparados os dados obtidos de animais submetidos ou n&o (controle) ao NADO [F(1,60) =
117,45; p = 10°]. Houve diferenca estatisticamente significativa entre os tempos [F(4,60) =
10,08; p = 10| e nainteragdo entre tratamento e tempo [F(4,60) = 8,64; p = 4x10™].

O aumento na concentracdo sanguinea de corticosterona foi significativamente

diferente, durante todo periodo experimental, quando comparado ao grupo controle (animais
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ndo submetidos a0 NADO). Pode-se ainda observar na Fig. 2C, que a concentragdo de
corticosterona foi significativamente maior comparado ao tempo basal em todo periodo
experimental. Esse aumento nos niveis de corticosterona foi significativo imediatamente
apos a retirada do animal do modelo (tempo 0) atingindo 92% (acima do valor basal) aos 15

min do tempo experimental.

1.3 Efeito da exposicdo ao labirinto em cruz elevado (LCE) nos niveis plasmaticos de

AGL eglicose e niveis séricos de corticosterona em ratos

A ANOVA de duas vias mostrou diferencas significativas na concentragdo plasmatica
de AGL quando comparados aos animais submetidos ou néo (controle) ao LCE por 5 min
[F(1,60) = 234,38; p = 10°]. Houve diferenca estatisticamente significativa entre os tempos
[F(4,60) = 29,88; p = 10°] e interacdo entre tratamento e tempo [F(4,60) = 22,92; p = 10°].
O aumento na concentracdo de AGL provocado pela exposicdo ao LCE foi diferente
estati sticamente da resposta obtida no grupo controle (animais ndo submetidos ao LCE), em
todo periodo experimenta (Fig. 3A). Pode-se ainda observar na Fig. 3A, que a concentragcéo
de AGL foi significativamente maior comparado ao tempo basa em todo periodo
experimental. Esse aumento foi gradativo chegando ao valor maximo aos 15 min (162%
acimado valor basal).

A ANOVA de duas vias mostrou diferencas significativas na concentracéo plasmética
de glicose quando comparados os dados obtidos de animais submetidos ou ndo (controle) ao
LCE por 5 min [F(1,60) = 26,36; p = 10°]. Houve diferenca estatisticamente significativa
entre os tempos [F(4,60) = 7,73; p = 4x10™] e nainteracéo entre tratamento e tempo [F(4,60)

=9,45; p=107.
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Figura 2. Efeito do NADO nos niveis plasmaticos de AGL (A), glicose (B) e niveis séricos de
corticosterona (C) em ratos. Os dados representam a média + o0 erro padrao da média (n = 7).
Diferencas estatisticamente significativas (*) entre o grupo experimental e o controle, no mesmo

intervalo de tempo e («) entre o grupo experimental e o basal correspondente (P < 0.05, teste
post hoc de Duncan).
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O aumento nos nivels de glicose, provocado pela exposicdo ao LCE, foi diferente
estatisticamente da resposta obtida no grupo controle (animais ndo submetidos ao LCE) no
intervalo de 0-15 min (Fig. 3B). O valor maximo registrado foi aos 15 min do periodo
experimental, atingindo 71 % acima do valor basal. No entanto, nos minutos subsequientes
houve uma queda da glicemia, atingindo valores préximos ao basal.

A ANOVA de duas vias mostrou diferencas significativas na concentracdo sérica de
corticosterona quando comparada aos dados obtidos de animais submetidos ou n&o (controle)
a0 LCE por 5 min [F(1,60) = 104,95; p = 10°]. Houve diferenca estatisticamente significativa
entre os tempos [F(4,60) = 7,82; p = 9x10™¥ e nainteragdo entre tratamento e tempo [F(4,60)
=9,18; p = 2x10].

O aumento na concentragdo sanguinea de corticosterona foi significativamente
diferente, durante todo periodo experimental, ao apresentado pelo grupo controle (animais ndo
submetidos ao L CE). Pode-se ainda observar na Fig. 3C, que a concentragcdo de corticosterona
foi significativamente maior comparado ao tempo basal em todo periodo experimental. Esse
aumento nos niveis de corticosterona foi significativo imediatamente apds a retirada do
animal do modelo (tempo 0), atingindo 75% aos 15 min do tempo experimental.

A ANOVA de duas vias mostrou diferencas significativas na concentragdo plasmética
de AGL guando comparamos aos animais submetidos a imobilizagéo (Fig. 1A), ao NADO
(Fig. 2A) e a0 LCE (Fig. 3A) [F(4,220) = 79,03; p = 10°]. Houve diferenca estatisticamente
significativa entre os tempos [F(4,220) = 63,87; p = 10°] e na interacdo entre tratamento e
tempo [F(16,220) = 6,62; p = 10°).

O aumento na concentracdo de AGL provocado pela exposicdo ao IMO, NADO e
LCE foi diferente estatisticamente da resposta obtida no grupo controle em todo periodo
experimental (0-60 min). O valor maximo da resposta lipolitica, em todos os modelos de

estresse, foi aos 15 min quando comparado ao valor basa de cada grupo. No grupo submetido
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a0 LCE esse aumento foi de 162% acima do valor basal e foi superior estatisticamente
somente do grupo submetido ao IMO, 80% aos 15 min.

A ANOVA de duas vias mostrou diferencas significativas na concentragdo plasmatica
de glicose quando comparamos aos animais submetidos a imobilizagdo (Fig. 1B), ao NADO
(Fig. 2B) e a0 LCE (Fig. 3B) [F(4,220) = 15,22; p = 10°]. Houve diferenca estatisticamente
significativa entre os tempos [F(4,220) = 26,16; p = 10°] e na interacdo entre tratamento e
tempo [F(16,220) = 4,75; p = 10°)].

O aumento na concentracdo de glicose provocado pela exposicéo ao IMO e ao LCE,
foi diferente estatisticamente da resposta obtida no grupo controle somente no intervalo de
tempo de 0-15 min do periodo experimental. No grupo submetido ao NADO essa diferenca
aconteceu somente aos 15 min quando comparado ao grupo controle no mesmo tempo.

A ANOVA de duas vias mostrou diferencas significativas na concentracdo sérica de
corticosterona quando comparamos aos animais submetidos a imobilizacéo (Fig. 1C), ao
NADO (Fig. 2C) e ao LCE (Fig. 3C) [F(4,220) = 81,29; p = 10°]. Houve diferenca
estatisticamente significativa entre os tempos [F(4,220) = 43,36; p = 10°] e nainteracéo entre
tratamento e tempo [F(16,220) = 6,74; p = 10°]. O aumento na concentracdo de
corticosterona provocado pela exposicdo ao LCE, ao NADO e a IMO foi diferente
estatisticamente da resposta obtida no grupo controle em todo periodo experimental. O
aumento nos niveis de corticosterona provocado pela exposicdo ao LCE e ao NADO foi
significativamente maior aos 15 min, guando comparado aos valores obtidos nos animais
expostos a0 IMO. Entretanto, todos 0s estressores aumentaram a concentragdo de

corticosterona que se manteve durante todo periodo experimental.
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Figura 3. Efeito do LCE nos niveis plasmaticos de AGL (A), glicose (B) e niveis séricos de
corticosterona (C) em ratos. Os dados representam a média + o0 erro padrao da média (n = 7).
Diferencas estatisticamente significativas (*) entre o grupo experimental e o controle, no mesmo
intervalo de tempo e («) entre o grupo experimental e o basal correspondente ( P < 0.05, teste

post hoc de Duncan).
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Observa-se nas Figs. 1, 2, 3 que as varidveis em estudo sofreram alteracOes
diferenciadas, conforme o tipo de estressor a que o animal foi submetido. Percebe-se que os
nivels de AGL e corticosterona apresentaram respostas significativamente maiores e mais
duradouras que a glicose. Em verdade, a resposta lipolitica foi mesmo melhor que a da
corticosterona, quando comparada a intensidade (% acima do valor basal) das respostas aos
diferentes estressores (IMO, NADO e LCE). O aumento nos niveis de corticosterona, apesar
de apresentar intensidade (% acima do valor basal) muito proxima ao aumento na glicemia
nos animais submetidos ao IMO e LCE, mostrou uma resposta mais duradoura, mantida em

todo periodo experimental.
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2. INFLUENCIA DO EFEITO ANSIOGENICO PROVOCADO PELO
TRATAMENTO CENTRAL COM SP NAS VARIAVEIS BIOQUIMICAS E O
POSSIVEL ENVOLVIMENTO DOSRECEPTORES NK; NESSA RESPOSTA

2.1 Efeito da injegdo i.cv. de SP, PBS ou WIN 51,708 (antagonista seletivo dos
receptores NK31) em ratos submetidos ao L CE nos niveis sanguineos de AGL, glicose e
corticosterona

A ANOVA de duas vias mostrou diferencas significativas na concentracdo plasmética
de AGL quando comparados os dados obtidos ap6s a injecéo i.c.v. de SP ou PBS (controle),
em ratos submetidos ao LCE [F(1,60) = 30,19; p =10”]. Houve diferenca estatisticamente
significativa entre os tempos [F(4,60) = 49,69; p = 10°] e na interacdo entre tratamento e
tempo [F(4,60) = 10,06; p = 3x10°”].

A Fig. 4A ilustra o efeito da injecéo central de SP ou PBS, seguida da exposi¢ao ao
LCE, na concentrag@o plasmatica dos AGL em ratos. No grupo tratado com SP houve um
aumento diferente estatisticamente da resposta obtida no grupo controle (PBS/LCE) nos
tempos 30 e 60 min, sendo que aos 30 min foi 78% maior que a do grupo controle no mesmo
tempo experimental. Pode-se observar também que durante todo o periodo experimental a
concentragdo dos AGL no plasma foi maior que o basal (90 min antes de submeter o animal
ao protocolo) no grupo tratado com SP, sendo que o valor méximo foi observado aos 30 min
(300% acima do valor basal). No grupo controle verificase um aumento significativo da
concentracdo de AGL imediatamente apés a retirada do animal do LCE, tempo 0 (173%
acima do valor basal), quando comparado com o valor basal, mantendo-se em todo periodo
experimental.

A andlise estatistica dos dados obtidos ap0s as injegdes i.c.v. de PBS ou SP em ratos
submetidos a0 LCE mostrou ndo haver diferencas significativas na concentragdo plasmatica

de glicose entre os tratamentos [F(1,60) = 0,20; p = 0,66]. Houve diferenca estatisticamente



significativa entre os tempos [F(4,60) = 5,65; p = 6x10°], mas ndo na interacdo entre
tratamento e tempo [F(4,60) = 1,02; p = 0,40].

Pode-se observar na Fig. 4B que a concentracdo de glicose plasmatica no grupo
tratado com SPi.c.v. e submetido ao LCE foi significativamente maior somente aos 15 min,
guando comparada com o grupo controle (PBS/LCE). No entanto, imediatamente apds a
retirada do animal do L CE (tempo 0), e também aos 15 e 30 min, os vaores da glicose foram
mais elevados que os do tempo basal nos ratos tratados com SP. O aumento na concentragéo
de glicose alcangou seu valor méximo no tempo 15 (80% do valor basal). Observa-se na Fig.
4B que no grupo controle houve um aumento significativo dos niveis de glicose somente no
tempo 0 atingindo o valor maximo de 40% acima do valor basal .

A andlise estatistica dos dados obtidos ap0s as injegdes i.c.v. de PBS ou SP em ratos
submetidos a0 LCE mostrou haver diferencas significativas na concentracdo sérica de
corticosterona entre os tratamentos [F(1,60) = 12827; p = 10°. Houve diferenca
estatisticamente significativa entre os tempos [F(4,60) = 16,57; p = 10°] e na interagdo entre
tratamento e tempo [F(4,60) = 10,96; p = 2x107.

Nos animais tratados com a injecdo i.cv. de SP/LCE houve um aumento na
concentracdo de corticosterona em todo periodo experimental e os valores diferiram
significativamente dos valores verificados no grupo controle (PBS/LCE; Fig. 4C), no mesmo
intervalo de tempo. O aumento nos niveis de corticosterona foi significativo imediatamente
apos a retirada do animal do LCE (tempo 0), e se manteve assim até os 60 min no grupo
SP/LCE, quando comparado aos valores basais. N0 houve diferenca significativa entre os
tempos, sendo que o valor méximo foi obtido imediatamente apds o estresse no tempo 0 (62%
acima do vaor basal). No grupo PBS/LCE os nivels de corticosterona aumentaram
significativamente somente no tempo 0 (imediatamente apos a retirada do animal do LCE),

atingindo 28% acimado valor do basal.
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A Fig. 4 (D, E e F) ilustra também os efeitos da injegdo i.c.v. de WIN 51,708
(antagonista seletivo dos receptores NK3), injetado 10 min antes da injegdo i.c.v. da SP, e
WIN per se, em ratos submetidos ao LCE, nos nivels sanguineos de AGL, glicose e
corticosterona

A ANOVA de duas vias mostrou diferencas significativas na concentragdo plasmatica
de AGL quando foram comparados os dados obtidos apds a injecéo i.c.v. de WIN seguido de
SP ou apenas WIN (controle) em ratos submetidos ao LCE [F(1,60) = 13,46; p =5x1077].
Houve diferenca estatisticamente significativa entre os tempos [F(4,60) = 70,72; p = 109,
mas ndo ha interagdo entre tratamento e tempo [F(4,60) = 1,88; p = 0,13]. Na Fig. 4D
observa-se que no grupo tratado com WIN/SP/LCE a concentragdo plasmatica de AGL foi
estatisticamente diferente (menor) quando comparado com o valor obtido no mesmo tempo
nos animais tratados com WIN/LCE (controle) no tempo de 15 min. No grupo tratado com
WIN/SP/LCE houve um aumento nos AGL imediatamente ap0s a retirada do animal do LCE
(tempo 0), chegando a 184% acima do valor basa (90 min antes de submeter o animal ao
protocolo experimental). Houve uma queda dos AGL dos 15 aos 60 min do periodo
experimental. Essa resposta lipolitica foi semelhante em inicio, intensidade e duragéo aquela
observada no grupo tratado somente com WIN/LCE i.c.v.

Com relaco a alteracdo na concentracdo de glicose sanguinea, a Fig. 4E mostra que
houve diferenca significativa estatisticamente na concentragdo plasmética de glicose entre os
tratamentos [F(1,60.) = 19,16; p =5x10] e os tempos [F(4,60) = 32,81; p= 10°], mas néo na

interacdo entre tratamento e tempo [F(4,60) = 1,22; p = 0,31].
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Figure 4. Efeitodainjecdoi.c.v. de SPePBS (A, B, e C) ede WIN/SP e WIN (D, E, e F) em ratos
submetidos ao L CE por 5 min nos niveis sanguineos de AGL, glicose e corticoster ona. Os dados
estdo representados como médiat erro padrdo da média, n = 7. Diferencas estatisticamente
significativas (*) entre o grupo experimental e o controle, no mesmo intervalo de tempo, ()
entre o grupo experimental e o valor basal correspondente ( P < 0.05, teste post hoc de Duncan).
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A concentragdo de glicose plasmética no grupo tratado com WIN/LCE (controle) foi
maior que no grupo tratado com WIN/SP/LCE no tempo 15 min. Observa-se na Fig. 4E que
no grupo tratado com WIN/SP/L CE houve um aumento significativo dos nivels de glicose em
todo periodo experimental, quando comparado ao valor basal, chegando a 33% imediatamente
apos aretirada do animal do LCE. No grupo WIN/LCE o aumento na concentragéo de glicose
alcangou seu valor maximo no tempo 0 (31% do valor basal).

A andlise estatistica dos dados obtidos ap0s a injegéo i.c.v. de WIN/SP ou WIN, em
animais submetidos ao LCE, mostrou que houve diferenca significativa na concentracéo
sérica de corticosterona entre os tratamentos [F(1,60) = 39,69; p =10°°] e os tempos [F(4,60) =
52,37; p=10°]. Houve interacdo entre tratamento e tempo [F(4,60) = 3,06; p = 0,02]. Os
valores observados na concentracdo de corticosterona no grupo tratado com WIN/SP/LCE
foram estatisticamente menores quando comparados aos dados obtidos dos animais tratados
com WIN/LCE nos tempos 0, 30 e 60 min do periodo experimental (Fig. 4F). No grupo
tratado com WIN/SP/LCE os niveis sanguineos de corticosterona apresentaram um aumento
imediatamente apds a retirada do animal do LCE (tempo 0). Esse aumento manteve-se
durante todo o periodo experimental, sendo que o valor maximo obtido no tempo O foi de
57% acima do valor basal. No grupo tratado com WIN/LCE, o aumento nos niveis de
corticosterona foi significativo em todo periodo experimental quando comparados ao valor
basal, sendo que o valor méaximo no tempo 0 de 88% acimado valor basal..

A andlise estatistica dos dados mostrou que houve diferenca significativa entre os
tratamentos, na concentracdo sanguinea de AGL [F(3,120) = 121,75; p =107, glicose
[F(3,120) = 24,54; p =10°] e corticosterona [F(3,100) = 94,67; p =10°]. Houve diferenca
estatisticamente significativa entre os tempos nos AGL [F(4,120) = 73,88; p = 10°], na
glicose [F(4,120) = 11,18; p = 10°] e na corticosterona [F(4,100) = 60,39; p = 10°]; houve

também interacdo entre tratamentos e tempo nos AGL [F(12,120) = 15,60; p =10°] e na
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corticosterona [F(12,100) = 6,83; p = 10°], mas n& houve interacdo entre tratamentos e

tempo para os nivels de glicose [F(12,120) = 1,44; p = 0,16] .

Os resultados mostram que o tratamento central com SP ou PBS em ratos submetidos
a0 LCE dteram a concentrac8o sanguinea das variavels em estudo. Nos animais tratados com
SP/LCE percebe-se uma resposta lipolitica e do aumento da corticosterona mais intensa e
duradoura que a da glicemia. Comparando-se o grupo tratado i.c.v. com SP, seguido do LCE
com o grupo PBS/LCE verificase uma resposta mais evidente nas trés variavels no grupo
SP/LCE. No entanto, nos animais tratados com PBS/LCE houve também aumento de AGL,
glicose e corticosterona, indicando o efeito estressor do L CE, como verificado nas figuras 3A,
3B e 3C. O WIN, antagonista dos receptores NK; reverteu, portanto, a acdo do tipo
ansiogénica da SP. Pode-se atribuir o pequeno aumento na concentragéo sanguinea dos AGL,
glicose e corticosterona no grupo tratado apenas com WIN/LCE ao efeito estressor do LCE
per se, verificado nas figuras 3A, 3B e 3C, como j& citado.

2.2 Ef_eito dainjecdoi.c.v. de SP ou PBS em ratos nos niveis sanguineos de AGL, glicose
e corticosterona

Conforme mostrado na Fig. 3, o LCE per se promoveu aumento nos niveis de AGL,
glicose e corticosterona. Para verificar se as ateragdes nas varidveis em estudo obtidas nos
animais tratados com SPi.c.v. (Fig. 4) foram devido ao efeito ansiogénico da SP no LCE, ou
simplesmente da exposi¢do ao novo ambiente (LCE), os niveis plasméticos de AGL, glicose e
corticosterona foram medidos em ratos tratados de forma similar, mas ndo expostos ao LCE
(Fig. 5).

A ANOVA de duas vias mostrou diferencas significativas na concentragdo plasmatica
de AGL quando se comparou os dados obtidos ap6s a injecéo i.c.v. de PBS (controle) ou SP

em ratos ndo submetidos a0 LCE [F(1,60) = 201,89; p =10°]. Houve diferenca
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estatisticamente significativa entre os tempos [F(4,60) = 29,70; p = 10°] e na interacdo entre
tratamento e tempo [F(4,60) = 20,51; p = 109].

A Fig. 5D mostra que houve aumento na concentragdo plasmatica de AGL,
significativamente diferente dos val ores obtidos no grupo controle (PBSi.c.v.), durante todo o
periodo experimental. No grupo tratado com SP os valores plasmaticos de AGL foram mais
elevados que o valor basal e aos 30 min observou-se 0 valor maximo (165%), acima do valor
basal .

A ANOVA de duas vias mostrou ndo haver diferencas significativas na concentragéo
plasmatica de glicose, quando se comparou os dados obtidos apés a injecéo i.c.v. de PBS
(controle) ou SP em ratos ndo submetidos ao L CE [F(1,60) = 1,34; p =0,25]. Houve diferenca
estati sticamente significativa entre os tempos [F(4,60) = 3,46; p = 0,01], mas ndo nainteracdo
entre tratamento e tempo [F(4,60) = 1,83; p = 0,13]. A Fig. 5B mostra que ndo houve
diferenca significativa na concentracdo de glicose dos animais tratados com SP i.c.v., quando
comparado ao grupo controle (PBS). No entanto, a partir dos 15 min os valores da glicemia
foram maiores que o valor basal (46%) se mantendo até o tempo de 60 min.

A ANOVA de duas vias mostrou diferencas significativas na concentracdo sérica de
corticosterona, quando se comparou os dados obtidos apds a injecdo i.c.v. de PBS (controle)
ou SP em ratos ndo submetidos a0 LCE [F(1,60) = 190,53; p =10°]. Houve diferenca
estatisticamente significativa entre os tempos [F(4,60) = 9,19; p = 10“] e na interagdo entre
tratamento e tempo [F(4,60) = 7,06; p = 107].

Nos ratos tratados com SP, e ndo submetidos ao L CE, houve aumento na concentragéo
sérica de corticosterona e este aumento foi significativamente maior que o grupo controle
(PBS), em todo o periodo experimental (Fig. 5F). Nos animais tratados com SP i.c.v. a

elevacdo nos nivels de corticosterona atingiu o valor maximo no tempo 0 (5 min apos a



50

injecdo i.c.v. de SP), chegando a 40% acima do valor basal, mantendo-se até o final do
periodo experimental.

A andlise estatistica dos dados mostrou que houve diferenca significativa entre os
tratamentos, na concentracao sanguinea de AGL [F(3,120) = 103,77; p =10°] e corticosterona
[F(3,120) = 106,83; p =10°], mas ndo na concentracdo de glicose [F(3,120) = 2,26; p =0,08].
Houve diferenca estatisticamente significativa entre os tempos nos AGL [F(4,120) = 70,57; p
=107, de glicose [F(4,120) = 8,22; p = 10| e da corticosterona [F(4,120) = 25,05; p = 10°°;
houve também interacdo entre tratamentos e tempo na concentragcdo de AGL [F(12,120) =
12,89; p =10°°] e da corticosterona [F(12,120) = 6,63; p = 10°°], mas ndo houve interacio entre
tratamentos e tempo para os niveis de glicose [F(12,120) = 1,30; p = 0,22].

Os resultados mostram que a SP per se eleva os niveis sanguineos de AGL de maneira
crescente ao longo do tempo e mantém a corticosterona elevada durante todo o experimento,
ndo afetando, no entanto, os niveis de glicose. Quando comparamos estes resultados com o
grupo que recebeu SP e foi submetido ao L CE, verifica-se uma resposta muito semelhante nas
trés varidveis. No grupo SP/LCE alipdlise foi estatisticamente maior no intervalo de tempo O-
30 min, quando comparada ao grupo gue recebeu somente SP; a glicemia ndo apresentou
diferenca em nenhum tempo experimental e a concentragéo de corticosterona somente aos 15
min ap0s o estresse. Nos animais tratados com PBS/LCE houve aumento dos niveis
plasméticos de AGL diferentemente do grupo tratado somente com PBS i.c.v., onde néo

houve alteragdo na concentracdo sanguinea das variaveis em estudo.
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Figure 5. Efeito dainjecdoi.c.v. de SP e PBS em ratos submetidos (A, B, e C) ou ndo (D, E, e F)
ao L CE nos niveis de AGL, glicose e corticosterona. Os dados estao r epr esentados como médiat
erro padrdo da média, n = 7. Diferencas estatisticamente significativas (*) entre o grupo
experimental e o controle, no mesmo intervalo de tempo, («) entre o valor experimental e o
valor basal correspondente ( P < 0.05, teste post hoc de Duncan).
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2.3 Efeito da administracdo i.cv. de SP, PBS, WIN ou WIN/SP nos parametros
etologicos e as medidas de exploracéo do L CE em ratos

A andlise estatistica dos dados obtidos apos as injecdes i.c.v. de SP, PBS, WIN ou
WIN/SP em ratos submetidos ao LCE mostrou que houve diferencas significativas na
percentagem de entradas nos bracos abertos [F(3,38) = 12,48; p = 8x10”] e de tempo gasto
nos bracos abertos [F(3,38) = 10,27; p = 4x10™] . Os ratos tratados com SP i.c.v. mostraram
um numero diminuido de percentagem de entradas (A%; Fig. 6) e de tempo gasto nos bragos
abertos (TA%, Fig. 6), quando comparados aos animais que receberam PBSii.c.v.

O grupo tratado com WIN 51,708 (100 pmol i.c.v.), antagonista seletivo de receptores
NK;, ndo alterou os parametros de exploracdo dos bracos abertos do LCE, mas foi capaz de
reverter o efeito do tipo ansiogénico da SP (Fig. 6).

Os parémetros etolégicos mostrados na Tabela 1, nimero de head-dipping (HD) e
stretch attend posture (SAP), protegidos (do brago fechado para o aberto) ou ndo, o rearing
(REA), nimero de comportamentos de levantar-se, o grooming (GRO), a auto-limpeza e o

numero de bolos fecais (BF), ndo foram significativamente diferentes entre 0s varios grupos.

Tabela 1- Efeito da administracdo i.c.v. de SP, PBS, WIN ou WIN/SP nos par ametr os etol gicos
registrados do L CE em ratos.

GRUPO REA GRO HD SAP BF
SP/LCE 6.85+0.74 3.15+0.44 3.46+0.69 3.53£0.71 1.46+0.50
PBS/LCE 3.69+0.63 1.69+0.41 5.38+0.88 3.15+0.61 1.38+0.51
WIN/SP/LCE | 3.71+1.02 1.57+0.43 5.86+1.82 1.86+0.94 0.14+0.75
WIN/LCE 3.28+1.11 2.42+1.04 5.00+1.75 1.43+0.75 0
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Figura 6 — Exploracdo do LCE por ratos (n = 7) 5 min ap6s administracéo i.c.v. SP, PBS
(controle) ou WIN, seguido ou n&o por SP. A% = percentagem de entradas nos bragos abertos;
TA% = percentagem de tempo gasto nos bragos abertos. Os dados estédo representados como
média + erro padrao da média (*) = P <0.05 comparados ao controle (PBS/LCE); (o0) P<0,05
compar ados ao grupo SP/L CE (ANOVA univariada seguida do teste post hoc de Duncan).

A injecdo centra de SP promoveu uma resposta do tipo ansiogénica no LCE que foi
revertida pelo antagonista especifico dos receptores NKj;, WIN 51,708, confirmando o

envolvimento dos receptores NK; na modulagdo deste efeito comportamental da SP.



3. INFLUENCIA DA EXPOSICAO PREVIA A UM ESTRESSOR NAS VARIAVEIS
BIOQUIMICAS DE ESTRESSE, PARAMETROS ETOLOGICOS E MEDIDAS DE
EXPLORACAO NO LCE

3.1 Efeito da exposicdo prévia a um estressor em animais submetidos ao LCE na
concentracéo sangiinea de AGL, glicose e corticoster ona

A ANOVA de duas vias mostrou diferencas significativas na concentragdo plasmatica
de AGL [F(3,120) = 126,17; p = 10'6] guando se compararam os dados obtidos ap0s a retirada
do LCE (5 min) em animais previamente estressados por IMO ou NADO, ou néo (controle).
Houve diferenca estatisticamente significativa entre os tempos [F(4,120) = 75,33; p= 10 e
interacdo entre tratamento e tempo [F(12,120) = 8,57; p =107).

A Fig. 7A mostra que a exposi¢do prévia a um estressor, seguida do LCE, provoca
alteracOes na concentragdo plasmética de AGL. A resposta lipolitica do grupo submetido ao
IMO/LCE foi significativamente menor quando comparada a resposta dos animais submetidos
somente ao L CE, em todo o periodo experimental. No entanto, houve um aumento nos niveis
plasméticos de AGL nos animais expostos a IMO/L CE em todo periodo experimental, quando
comparados com o valor basal (90 min antes de submeter os animais ao protocolo
experimental). O valor maximo, imediatamente apds a retirada do LCE (tempo 0), foi de
123% acimado valor basal.

Nos animais submetidos a0 NADO/LCE o aumento na concentragdo plasmatica dos
AGL foi significativamente menor quando comparado a resposta do grupo controle, animais
submetidos somente ao LCE, no intervalo de 15-60 min (Fig. 7A). A resposta lipolitica
iniciou a partir do tempo 0, mantendo-se este efeito inaterado até o final do periodo
experimental. O valor maximo foi registrado no tempo 0, atingindo 170% acima do valor
basal do grupo submetido a0 NADO/LCE. Os valores obtidos nesse grupo foram maiores

estati sticamente quando comparados aos do grupo IMO/LCE (0-60 min).
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No grupo controle (animais submetidos somente a0 LCE) obteve-se os maiores
vaores de resposta lipolitica, sendo que o valor maximo no aumento dos nivels plasméticos
de AGL foi registrado aos 30 min (163% acima do valor basal).

A ANOVA de duas vias mostrou diferencas significativas na concentragdo plasmatica
de glicose [F(3,120) = 32,71; p = 10°] quando se comparou o dado obtido apés a retirada do
LCE (5 min) em animais previamente estressados por IMO ou NADO, ou ndo (controle).
Houve diferenca estatisticamente significativa entre os tempos [F(4,120) = 17.74; p = 10°].
Houve também interaczo entre tratamentos e tempo [F(12,120) = 5,91; p = 10x ] .

Os vaores da glicemia do grupo submetido a IMO/LCE foram significativamente
diferentes quando comparados a resposta do grupo controle, os animais submetidos somente
a0 LCE, no periodo experimental de 0-30 min (Fig. 7B). N&o houve alteracdo nos niveis
plasmaticos de glicose nos animais expostos a IMO/LCE em todo periodo experimental,
guando comparados ao valor basal.

Nos animais submetidos ao NADO/LCE houve um rgpido aumento na concentragao
plasmética de glicose no tempo 15, declinando imediatamente a valores préximos ao valor
basal. O valor méximo foi registrado no tempo 15, atingindo 46% acima do valor basal. No
grupo controle houve um aumento na concentragdo plasmética de glicose, sendo que o valor
maximo foi aos 15 min (140% acima do valor basal). A resposta glicémica dos animais
submetidos a acdo prévia de um estressor (IMO ou NADO) seguido pela exposicéo ao LCE
ndo foi estatisticamente diferente.

A ANOVA de duas vias mostrou diferencas significativas na concentracdo sérica de
corticosterona [F(3,80) = 95,63; p = 10, quando se comparou o dado obtido apds a retirada
do LCE (5 min) em animais previamente estressados por IMO ou NADO, ou néo (controle).
Houve diferenca estatisticamente significativa entre os tempos [F(4,80) = 135,24; p = 10°9).

Houve também interacdo entre tratamento e tempo [F(12,80) = 5,80; p= 10°°].
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O aumento na corticosterona do grupo submetido a IMO/LCE foi significativamente
maior quando comparado a resposta do grupo controle (animais submetidos somente ao LCE),
em todo o periodo experimental (Fig. 7C). O aumento nos niveis séricos de corticosterona nos
animais expostos a IMO/L CE ocorreu em todo periodo experimental quando comparados com
o valor basal, sendo que o valor maximo foi imediatamente apés a retirada do L CE (tempo 0)
efoi de 197% acima do valor basal. No grupo controle o valor maximo foi no tempo 0 (64%
acimado valor basal).

Nos animais submetidos a0 NADO/LCE houve aumento nos hiveis sangiiineos de
corticosterona significativamente maior quando comparado a resposta do grupo controle, isto
€, animais submetidos somente ao LCE, em todo o periodo experimental (Fig. 7C). Essa
reposta foi verificada a partir do tempo 0O, e que se manteve elevada até o final do periodo
experimental. O valor maximo foi registrado no tempo 0, atingindo 172% acima do valor
basal. O aumento na concentracdo sérica de corticosterona dos animais submetidos a acéo
prévia de um estressor (IMO ou NADO), seguido pela exposicdo ao LCE ndo foram

estati sticamente diferentes.
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Figura 7. Efeito da combinagéo de dois estressores nos niveis sanguineos de A- AGL, B-
glicose e C- corticosterona. Os dados estao representados como médiat erro padréo da
média, n = 7. Diferencas estatisticamente significativas (*) entre o grupo experimental e
o controle, no mesmo intervalo de tempo (P < 0.05, ANOVA seguida do teste post hoc de
Duncan).
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Nossos resultados mostram que a exposicao a dois estressores diferentes alterou as
varidveis bioguimicas em estudo, quando comparados ao grupo controle (LCE). A resposta
lipolitica nos grupos IMO/LCE e NADO/LCE foi estatisticamente menor quando comparada
a resposta do grupo controle. No entanto, houve aumento na concentragdo de AGL nos dois
grupos experimentais. N&o houve alteracdo na glicemia, nos dois modelos estudados, quando
comparados com o grupo controle (LCE), exceto no grupo NADO/LCE onde foi observado
um leve aumento aos 15 min com relagdo ao tempo basal. A concentragdo de COR foi
significativamente maior comparada ao grupo controle nos dois protocolos estudados, em

todo periodo experimental.

3.2 Efeito da exposicdo prévia a um estressor em animais submetidos ao LCE nos
par @metr os etol dgicos e as medidas de exploracéo do L CE em ratos

Os resultados dos parémetros etologicos numero de head-dipping (HD) e stretch
attend posture (SAP), protegidos (do brago fechado para o aberto) ou néo, rearing (REA),
nimero de comportamentos de levantar-se, grooming (GRO), a auto-limpeza e nimero de
bolos fecais (BF) sdo mostrados na Tabela 2. A andlise estatistica dos dados obtidos apds a
retirada do LCE (5 min) em animais previamente estressados por IMO ou NADO mostrou
haver diferencas significativas nos parametros etol 6gicos observados [F(19,120) = 3,38; p =
2x10™].

Tabela 2- Influéncia de diferentes tipos de estr esse aplicados imediatamente antes do
LCE nos parametros etol6gicos registrados em ratos.

GRUPO REA GRO HD SAP BF
IMO/LCE 2714115 | 3.28+0.94 | 1.86+0.55 | 0.57+0.37 | 0.86+0.55
NADO/LCE | 4.14+1.01 | 557+1.07 | 543+0.61 | 5.00+1.23 | 0.57+0.20
LCE 3.86+1.30 | 1.57+0.48 | 4.00+1.29 | 543+1.74 | 2.00+0.72

* EE]
NADO/LCE # LCE

IMO/LCE # TODOS
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O numero de GRO no grupo submetido ao NADO/LCE superou o obtido no grupo
controle. Os animais expostos a IMO/LCE tiveram o menor valor em SAP quando
comparados aos demais grupos. Todas as diferencas registradas foram estatisticamente
significativas.

A Fig. 8 mostra que, quando o animal foi submetido a um estressor imediatamente
antes do LCE, houve alteragOes significativas nas medidas de exploracédo do LCE em
comparagdo aos valores do grupo controle. A andlise estatistica dos dados obtidos apds a
retirada do LCE (5 min) em animais previamente estressados por IMO ou NADO mostrou
haver diferencas significativas na percentagem de entradas nos bracos abertos [F(3,24) = 3,53;
p = 0,03] e na percentagem de tempo gasto nos bragos abertos [F(3,24) = 19,68; p= 10] .

Os ratos submetidos previamente ao estresse de NADO mostraram um ndmero
diminuido na percentagem de entradas nos bragos abertos (A%, Fig. 8A), quando comparado
aos animais controle (somente submetidos a0 LCE). A percentagem de tempo gasto nos
bracos abertos (TA%, Fig. 8B) foi menor (p <0,05) em todos 0s grupos experimentais quando
comparada ao grupo controle. Observa-se que a submissdo aos diferentes estresses reduziu a
exploracdo dos bragos abertos, indicando um perfil do tipo ansiogénico para os estressores

neste model o experimental .
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Figura 8. Exploracéo dos bracos abertos do L CE por ratos (n = 7) ap0s o estresse de IMO e
NADO seguido do L CE por 5 min. A% = percentagem de entradas nos bracos abertos; TA% =
percentagem de tempo gasto nos bracos abertos. Os dados estdo representados como média +
erro padrdo da média (*) P <0.05 comparados ao controle (ANOVA univariada seguida teste
post hoc de Duncan).
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4. PARTICIPAGAO DO EIXO HPA NO EFEITO DO ESTRESSE NAS VARIAVEIS
BIOQUIMICAS, PARAMETROS ETOLOGICOS E NAS MEDIDAS DE
EXPLORACAO DO LCE

4.1 Efeito da ADX nos niveis sanguineos de AGL, glicose e corticosterona em ratos
submetidosou ndo ao LCE

A ANOVA de trés vias mostrou que ndo houve diferencas significantes na
concentracdo plasmética de AGL quando se compararam os dados obtidos de animais ADX
ou SHAM, [F(1,120) = 0,67; p = 0,41], mas houve diferenca quando foram comparados 0s
animais submetidos ou n&o ao LCE [F(1,120) = 70,20; p =10°] e entre os tempos [F(4,120) =
24,00; p = 10°. Houve interacdo somente entre a exposicdo ou ndo ao LCE e o tempo
[F(4,120) = 6,82; p = 5x10™].

A Fig. 9A mostra que ndo houve diferencas significativas na concentragdo plasmética
de AGL comparando-se os grupos ADX/LCE e SHAM/LCE. No grupo ADX/LCE houve um
aumento significativo na concentracdo plasmética de AGL imediatamente ap0s a retirada do
animal do LCE (tempo 0), que se manteve até os 15 min do tempo experimental. O valor
maximo foi no tempo O chegando a 106% acima do valor basal (90 min antes de submeter o
animal ao protocolo experimental). Os valores do grupo SHAM/LCE foram maiores que o
vaor basal, em todos os tempos de observacéo, sendo que o valor maximo de 122% acima do
valor basal foi registrado no tempo 0. Os niveis de AGL foram significativamente maiores
nos animais ADX/LCE e nos animais SHAM/LCE, quando comparados com os grupos ADX
e SHAM néo submetidos ao LCE (Fig. 9D). Nos animais ADX e SHAM néo submetidos ao
L CE néo houve aumento dos niveis plasméticos de AGL durante todo o periodo experimental.
A concentragdo plasmaticade AGL no tempo 0 do grupo ADX é diferente do valor basal, sem
contudo alcancar diferencas estatisticamente significantes do grupo controle (PBS)

A ANOVA de trés vias mostrou que ndo houve diferencas significantes na

concentragdo plasmatica de glicose quando se compararam os dados obtidos de animais ADX
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ou SHAM, [F(1,120) = 0,24; p = 0,63], mas houve diferenca quando foram comparados 0s
animais submetidos ou n&o ao LCE [F(1,120) = 10,91; p =107 e entre os tempos [F(4,120) =
6,22; p = 10°%]. Houve interaco entre animais ADX e SHAM e os tempos [F(4,120) = 3,28; p
=0,01] eentre aexposicado ou ndo ao LCE e os tempos [F(4,120) = 3,70; p = 0,007].

Na Fig. 9B e 9E sdo mostrados os resultados das ateragdes nos niveis plasméticos de
glicose em animais ADX e SHAM, submetidos ou nd ao LCE. Houve diferenca
significativa na concentracéo plasmaética de glicose, somente no tempo 0, quando comparados
0s grupos ADX/LCE e SHAM/LCE, sendo que nos animais SHAM/LCE o vaor da glicemia
foi maior nesse tempo. No grupo ADX/LCE néo houve alteragdo na concentracdo plasmética
de glicose em todo periodo experimental, quando comparado ao valor basal. O vaor da
glicemia no grupo SHAM/LCE foi maior que o valor basal (53%) somente no tempo 0. Nos
animais ADX/LCE néo houve diferenca significativa na concentragdo de glicose em todo
intervalo experimental, quando comparados ao grupo ADX (néo submetidos ao LCE). Os
niveis de glicose foram significativamente maiores nos animais SHAM/LCE somente no
tempo 0 quando comparados com 0 grupo SHAM néo submetidos ao L CE.

A ANOVA de trés vias mostrou que houve diferencas significantes na concentracéo
sérica de corticosterona quando se compararam os dados obtidos de animais ADX ou SHAM,
[F(1,100) = 2.739,16; p =10°], animais submetidos ou ndo ao LCE [F(1,100) = 26,12; p = 2
x 10°] e entre os tempos [F(4,100) = 7,32; p = 3x10™]. Houve interaco entre animais ADX
e SHAM e exposico ou ndo ao LCE [F(4,100) = 26,12; p = 2x107]; entre animais ADX e
SHAM e os tempos [F(4,100) = 7,51; p = 2x10]; entre exposi¢ao ou ndo ao L CE e 0s tempos
[F(4,100) = 10,04; p = 10°] e entre animais ADX e SHAM, exposicéo ou ndo a LCE e 0s
tempos [F(4,100) = 9,50; p = 107] .

Na Fig. 9C e 9F sdo mostrados os resultados das alteracdes nos niveis sanglineos de

corticosterona em animais ADX e SHAM, submetidos ou ndo ao LCE. A Fig. 9C confirmaa
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condi¢do ADX pelos valores minimos de corticosterona obtidos. Os niveis de corticosterona
foram significativamente maiores nos animais SHAM/LCE, em todo periodo experimental,
guando comparado com o grupo SHAM. Os niveis séricos de corticosterona no grupo
SHAM/LCE foram maiores que o valor basal em todo periodo experimental, sendo que o

valor maximo (85%) foi registrado no tempo 0.
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Figure 9. Alter acGes nos niveis sanguineos de AGL (A, D), glicose (B, E) e corticosterona (C, F)
em animais ADX ou SHAM, submetidos ou ndo ao LCE. Os dados estéo representados como
média + erro padr&o da média, n = 7. Diferencas estatisticamente significantes (*) entre o grupo
experimental e o controle (SHAM), no mesmo intervalo de tempo e () entre o grupo
experimental e o valor basal correspondente (P< 0.05, ANOVA seguida do teste post hoc de
Duncan).
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Os animais submetidos ao LCE (ADX e SHAM) apresentam um aumento de AGL no
intervalo de 0-15 min apés o L CE, assim como de GLI. No entanto, apenas os animais SHAM

apresentam aumento da corticosterona (0-60 min).

4.2 Efeito da ADX nos niveis sanguineos de AGL, glicose e corticosterona em ratos
submetidos ao L CE tratados com SPi.c.v.

A ANOVA de trés vias mostrou que houve diferengas significantes na concentracéo
plasmética de AGL quando se compararam os dados obtidos de animais ADX ou SHAM,
[F(1,120) = 23,91; p = 3x10°], animais tratados i.c.v. com SP ou PBS [F(1,120) = 11,64; p
=8x107] e entre os tempos [F(4,120) = 16,89; p = 10°]. Houve interac3o entre animais ADX
e SHAM e tratados com SP ou PBSi.c.v [F(1,120) = 39,80; p = 10]; entre o tratamento com
SP ou PBS i.c.v. e os tempos [F(4,120) =4,48; p= 0,002]; e entre animais ADX e SHAM,
tratados com SP ou PBSi.c.v. e os tempos [F(4,120) = 3,87; p = 0,005].

A Fig. 10A mostra que houve aumento nos niveis plasmaticos de AGL nos grupos
ADX/SP e SHAM/SP, sendo que nos animais SHAM/SP a resposta lipolitica foi maior que
nos animais ADX/SP em todo periodo experimental. Os animais ADX/SP apresentaram um
aumento na concentracdo plasmatica dos AGL a partir do tempo de 15 min, quando
comparados com o valor basa (90 min antes de submeter o anima ao protocolo
experimental). O valor maximo foi de 181% (acima do valor basal), aos 30 min. Os animais
SHAM/SP apresentaram um aumento na concentragdo plasmética dos AGL a partir do tempo
de 0 min que se manteve até os 60 min do tempo experimental (valor maximo foi de 189%
acimado valor basal aos 30 min).

A Fig. 10D mostra que houve aumento nos niveis plasméticos de AGL nos grupos
ADX/PBS e SHAM/PBS. Os animais ADX/PBS apresentaram um ligeiro aumento nos niveis

de AGL dos 30-60 min, atingindo 94% acima do valor basal aos 30 min. Nos animais SHAM
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tratados com PBSii.c.v., 0 aumento maximo foi percebido somente no tempo 0 (37% acimado
valor basal), que se manteve até aos 30 min.. A resposta lipoliticafoi diferente entre os grupos
SHAM/SP e SHAM/PBS no intervalo de 30-60 min, mas ndo houve diferenca significante na
concentracdo plasmaticade AGL entre o grupo ADX/SP e ADX/PBS (Fig. 10A e 10D).

A ANOVA de trés vias mostrou que houve diferengas significantes na concentracéo
plasmatica de glicose quando se compararam os dados obtidos de animais ADX ou SHAM,
[F(1,120) = 4,38; p = 0,04], animais tratados i.c.v. com SP ou PBS [F(1,120) = 9,95; p
=0,002] e entre os tempos [F(4,120) = 3,95; p = 0,004]. Houve interacdo somente entre
animais ADX e SHAM e tratados com SP ou PBSi.c.v [F(1,120) = 6,65; p = 0,01].

AsFig. 10B e 10E mostram as ateragdes na glicemia nos grupos ADX/SP, SHAM/SP,
ADX/PBS e SHAM/PBS. Nos animais ADX tratados centralmente com SP pode-se observar
uma discreta el evagdo na concentragdo de glicose plasmética aos 15 min (64% acimado valor
basal), mas ndo houve diferenca comparada ao grupo controle (SHAM/SP). A Fig. 10E
mostra que no grupo ADX/PBS ndo houve ateracdo dos niveis sanguineos de glicose, mas
houve aumento significativo na glicemia nos animais SHAM/PBS. A administracéo i.c.v. de
SP em animais SHAM provocou um aumento na concentragao da glicose a partir do tempo 15
até os 60 min, atingindo o valor méximo aos 15 min (65% acima do valor basa). Houve
diferenca significante na concentracdo plasmética de glicose entre o grupo SHAM/SP e
SHAM/PBS, no intervalo de tempo de 30-60 min. N&o houve diferenca significante na
concentracdo plasmatica de glicose entre o grupo ADX/SP e ADX/PBS.

A ANOVA de trés vias mostrou que houve diferencas significantes na concentracéo
sérica de corticosterona quando se compararam os dados obtidos de animais ADX ou SHAM,
[F(1,100) = 3.699,38; p = 10, animais tratados i.c.v. com SP ou PBS [F(1,100) = 113,30; p
=10°] e entre os tempos [F(4,100) = 11,58; p = 10°]. Houve interacdo entre animais ADX e

SHAM e tratados i.c.v. com SP ou PBS [F(1,100) = 109,71; p = 10°]; entre animais ADX e
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SHAM e os tempos [F(4,100) = 12,72; p = 10°]; entre os tempos e os animais tratados i.c.v.
com SP ou PBS [F(4,100) = 9,84; p = 10°] e entre animais ADX e SHAM, tratados i.c.v.
com SP ou PBS e os tempos [F(4,100) = 10,26; p= 107 .

As Fig. 10C e 10F confirmam a condicdo ADX com os valores de corticosterona
obtidos nos grupos tratados i.cv. com SP ou PBS. O nivel de corticosterona foi
significativamente menor nos animais SHAM/SP, somente aos 60 min, quando comparados
aos animais SHAM/PBS. Os niveis séricos de corticosterona no grupo SHAM/SP, foi maior
gue o valor basal em todo periodo experimental, sendo que o valor maximo de 71%, foi
registrado no tempo 15 min. Os animais SHAM/PBS apresentaram aumento na concentracéo
de corticosterona em todo periodo experimental, atingindo o valor maximo aos 15 min (61%
acimado valor basal).

Nos animais ADX somente a resposta lipolitica foi significativa. Os animais SHAM
apresentaram aumento nas trés variaveis em estudo. Observa-se que essa resposta foi melhor
nos animais SHAM/SP. Percebe-se, portanto, que o LCE e a SP sdo fatores indutores da

mobilizagdo de substratos energéticos per se.
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Figura 10. Alteracdes nos niveis plasmaticos de AGL (A, D), glicose (B, E) e corticosterona (C,
F) em animais ADX ou SHAM, com injecdo i.c.v. de SP ou PBS, submetidos ao L CE. Dados

representados como meédiat erro padrdo da média, n =

7. Diferencas estatisticamente

significantes (*) entre o grupo experimental e o controle (SHAM), no mesmo intervalo detempo
e («) entre o grupo experimental e o valor basal correspondente (P< 0.05, ANOVA seguida do

teste post hoc de Duncan).
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4.3 Efeito da ADX sobre os parametros etologicos e as medidas de exploracdo do LCE
em ratos

A ANOVA de duas vias mostrou que ndo houve diferencas significantes na
percentagem de entradas nos bragos abertos, quando se compararam os dados obtidos de
animais ADX ou SHAM, [F(1,52) = 2,93; p = 0,09], mas houve diferenca entre animais
tratados i.c.v. com SP ou PBS [F(1,52) = 31,91; p =10]. Houve interacso entre animais ADX
e SHAM tratados com SP ou PBSi.c.v. [F(1,52) = 5,61; p = 0,02] (Fig.11).

Os dados estatisticos mostraram que houve diferencas significantes na percentagem
de tempo gasto nos bracos abertos, quando se compararam os dados obtidos de animais ADX
ou SHAM, [F(1,52) = 43,45, p = 10°], e entre animais tratados i.c.v. com SP ou PBS
[F(1,52) = 197,25; p =10°]. Houve aindainteracdo entre animais ADX e SHAM tratados com
SPou PBSi.c.v. [F(1,52) = 19,59; p = 5x107] .

A Fig. 11 mostra que os animais SHAM e ADX tratados com SP i.c.v. apresentaram
os valores mais baixos para os parametros de exploracdo dos bragos abertos em estudo.
Todas as diferencas registradas foram estatisticamente significantes (P<0,05).

Os parémetros etolégicos mostrados na Tabela 3, nimero de head-dipping (HD) e
stretch attend posture (SAP), protegidos (do brago fechado para o aberto) ou néo, rearing
(REA), nimero de comportamentos de levantar-se, grooming (GRO), auto-limpeza e
numero de bolos fecais (BF) n&o foram significativamente diferentes entre os vérios grupos
experimentais.

Tabela 3 - Efeito da adrenalectomia nos par @metr os etoldgicos registrados no LCE em
ratos.

GRUPO REA GRO HD SAP BF
ADX/SP 7.64+0.84 4.64+0.61 5.57+0.84 3.57+0.66 | 1.35t+0.48
SHAM/SP 4.3620.69 3.07£0.41 2.14+0.37 2.00+£0.39 | 1.14+0.37
ADX/PBS 6.50+0.80 2.14+0.60 3.43+0.61 2.21+045 | 1.07+0.34
SHAM/PBS 3.86+0.83 1.43+0.46 1.93+0.24 157+0.33 | 0.71+0.24
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“N&o hafatos eternos, como ndo ha verdades absolutas”
(Friedrich Nietzsche)

DISCUSSAO E CONCLUSOES
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DISCUSSAO

As respostas comportamentais e fisiol 6gicas decorrentes da exposi¢ao ao estresse tém
sido extensivamente estudadas. Embora uma grande quantidade de varidveis fisiol6gicas sga
responsiva aos estressores, muita atencéo tem sido dada aguelas que direta ou indiretamente
ativam 0 SNS e 0 eixo HPA (Natelson et al., 1987; Verago et al, 2001). Os glicocorticdides,
por sua vez, sdo os produtos finais da ativagdo do eixo HPA e da resposta central ao estresse.
A este respeito, a corticosterona, da mesma forma que o cortisol em humanos (De Kloet et al.,
2005; Charmandari, et al., 2005), tem sido intensamente usada como marcador de estresse em
ratos e camundongos (Armario et al, 1986; Armario e Jolin, 1989; De Boer et al, 1990; Van
Der Kar et al., 1991; Verago et al., 2001; Gonzalez e Escobar, 2002). Os resultados aqui
apresentados mostram que outros marcadores bioguimicos podem ser usados como indices
fisiologicos fidedignos de estados de estresse/ansiedade.

Dentre as respostas compensatorias que fazem parte da SGA estdo as ateracbes
metabolicas. A fim de que 0 organismo tenha o aporte energeético necessério para a reacéo de
“luta ou fuga”, os horménios liberados durante a reacéo de estresse agem sobre os tecidos de
reserva como o adiposo, o0 muscular e o hepético, modificando o metabolismo de lipidios e de
carboidratos (Lafontan, 2001; Radzuik e Pye, 2001). Os mecanismos pelos quais 0s agentes
estressores afetam 0 metabolismo da glicose e dos lipidios sGo de grande interesse para o
entendimento da SGA, sendo consenso que o SNC desempenha um importante papel na
regulacdo do metabolismo hepético de glicose e lipidios, via SNS e hormdnios metabdlicos
(Nonogaki, 2000).

Os experimentos aqui relatados buscaram verificar o comportamento dos nivels
plasméticos de AGL e glicose como possiveis marcadores de estresse e do estado de

ansiedade. Inicialmente, caracterizamos essas varidveis bioquimicas como marcadores de
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estresse, submetendo os animais a diferentes tipos de estressores emocional e/ou fisico (Van
de Kar e Blair, 1999; Pacak e Palkovits, 2001): imobilizacdo (IMO), nado forcado (NADO) e
exposicdo ao labirinto em cruz elevado (LCE). Em seguida, verificamos o uso dessas
varidveis bioquimicas como marcadores aternativos/complementares na indicagdo do estado
de ansiedade experimental em ratos, utilizando o mesmo paradigma experimental usado
anteriormente em nosso laboratério, isto é a manipulagdo farmacol 6gica com um agonista e
um antagonista neurocinérgico NK; em ratos submetidos ou ndo ao LCE. No presente
trabalho, a dosagem sanguinea de corticosterona foi usada como marcador convencional e os
nivels plasmaticos de AGL e glicose, eleitos como possiveis marcadores alternativos de
estresse. Os resultados, neste estudo, mostram inequivocamente que os niveis plasméticos de
AGL e glicose podem ser usados como indices de estresse/ansi edade agudos.

A exposi¢ao aguda a estressores estimula uma resposta neuroendécrina, mas o perfil
desta resposta depende do tipo de estressor, suaintensidade e duragéo (Wennlund et al., 1994;
Pacak et al., 1998; Sampaio-Barros et al., 2003). Varios estudos mostram respostas
neuroenddcrinas diferentes durante a exposi¢ado a diferentes tipos de estressores (Pacak, et al.,
1998). Por exemplo, a glicopenia provoca uma estimulagdo seletiva do eixo HPA e
adrenomedular (Goldstein et al., 1993), a ortostase, a hipertermia, e a exposi¢éo ao frio e a
ambientes novos ativam o SNS (Romero et al, 1993; Van Den Bruse et al., 2001) e a privacéo
de &gua, ativa seletivamente aliberacdo de vasopressina (Schadt e Ludbrook, 1991).

O estresse por choque nas patas é acompanhado de aumento nas concentracfes
plasmaticas de corticosterona, glicose e TAG, mas ndo de glicerol (Verago, et al, 2001),
enquanto a natagdo causa aumento na concentragdo de glicose, lactato e AGL no sangue
assim como na lipdlise basal analisada em adipdcitos isolados (Sampaio-Barros et al., 2003).
A concentracdo plasmatica de ACTH, noradrenalina e adrenalina em ratos, ap0s exposicéo a

hemorragia, a hipoglicemia por injecdo de insuling, ao frio, a imobilizagdo ou a dor
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(formalina) foi medida por Pacak e colaboradores (1998). A exposicdo ao frio provocou um
aumento nas trés varidveis em estudo; a melhor resposta de aumento na concentracéo
plasmatica de noradrenalinafoi em animais expostos ao frio e ada adrenalina, ahipoglicemia
induzida pela insulina; a hemorragia, por sua vez, provocou uma pequena resposta da
noradrenalina e da adrenalina. Esses dados sdo consistentes com o conceito de que cada
estressor desencadeia sua prépria resposta neuroguimica e neuroendocrina ao estresse.  Os
dados do presente estudo estdo de acordo com esses achados, pois 0s resultados obtidos
mostram que as variaveis estudadas sofreram ateracbes diferenciadas, conforme o tipo de
estressor a que o animal foi submetido.

Todas as variaveis bioquimicas avaliadas foram aumentadas pela exposicdo aos
diferentes tipos de estresse, e aintensidade e a duragdo destes aumentos dependeu do estressor
usado. Os niveis de corticosterona e AGL apresentaram respostas significativamente maiores
gue a glicose, quando comparadas a intensidade e duracdo dessas respostas aos diferentes
estressores (IMO e LCE). O aumento nos nivels de corticosterona, apesar de apresentar
intensidade muito proxima ao aumento da glicemia nos animais submetidos ao IMO e ao
LCE, foi mais duradouro, mantendo-se em todo o periodo experimental. Os niveis de glicose,
embora mais elevados que os valores do grupo controle, apresentaram aumento menos
evidente e mais fugaz.

Os glicocorticoides, principamente a corticosterona no rato e o cortisol em humanos,
sd0 os efetores do eixo HPA e participam no controle da homeostase e da resposta do
organismo aos estressores (Peeters e Broekkamp, 1994; Habib et al., 2001). A ativacdo do
eixo HPA é considerada um dos principais indicadores de estresse (Marti et al., 1999;
Marquez et al., 2005). Em concordancia com nossos resultados, foi observado um aumento
significativo do CRH e de corticosterona em ratos submetidos a laparotomia e craniotomia,

demonstrando que o estresse cirdrgico ativa o eixo HPA (Dekeyser et al., 2000), assim como
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ocorre em ratos submetidos ao estresse cronico por imobilizacgo (Gomez et al., 1996; Jezova
et al., 1999). Em ratos jovens, foi demonstrado um aumento marcante na resposta
adrenocortical ao estresse induzido pela privagdo materna (Rosenfeld et al., 1992; Pihoker et
al. 1993). De modo similar, foram também observados aumentos da concentragdo plasmética
de ACTH e corticosterona, em todos 0s grupos, em ratos expostos a Varios agentes
estressores — imobilizag&o, frio, hemorragia, hipoglicemia causada pela injecéo de insulina,
dor e lesdo tecidual causada pelainjecéo de formalina (Pacak et al., 1995)

A lipolise, por sua vez, tem sido estudada em situagdes de estresse em humanos
(Yamaguchi, 1992; Coppack et al, 1994; Wennlund et al., 1994; Large e Arner, 1998;
Jeukendrup et al, 1998), ratos (Coimbra e Migliorini, 1983; Migliorini et al, 1997; Zaia, et al.,
1997) e aves (Freeman, 1970; Davison, 1973; McKeown et al., 1974; John et al., 1988; De
Mello, 1996). Muitas evidéncias sugerem que 0 SNS desempenha um importante papel na
lipdlise. Estudos nos quais houve abolicdo da atividade simpética por bloqueio de neurénios
ganglionares ou de fibras pés-ganglionares (Havel e Golfien, 1959b), ou ainda pela
simpatectomia cirdrgica, mostraram umainibic¢éo do rapido aumento dos AGL em resposta ao
exercicio, mudanca de postura, exposi¢ao ao frio ou estresse fisiolégico (Hales et al., 1978).
A noradrenaling, originada principalmente de terminagdes nervosas simpaticas existentes na
parede vascular do tecido adiposo branco, € o neurotransmissor responsavel pela lipdlise
nessas situagoes fisioldgicas (Scheureick et al., 1989). Aumentos da concentracéo plasmética
de AGL e de glicerol foram observados em cées e em humanos apos infusdo endovenosa de
catecolaminas (Connolly et al., 1991). Foi ainda observada, por Galitzky e colaboradores
(1993), aelevacdo de AGL no plasma de cées, durante ainfusdo de noradrenalina, adrenalina,
isoproterenol, BRL37344 e outros agonistas beta-adrenérgicos. Darimont e colaboradores
(1996) demonstraram in situ uma maior liberacdo de glicerol pelo tecido adiposo de ratos,

apos infusdo de isoproterenal.
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Os niveis de glicose sanguinea podem ser alterados diretamente ou através do controle
da secrecdo hormonal (Pilkis et al., 1988; Niijima, 1989; Watt et al., 2001). A glicemia é
mantida a um nivel relativamente constante sendo que os glicocorticéides influenciam o
metabolismo de carboidratos por meio de sua acdo permissiva aos efeitos glicogenoliticos e
gliconeogénicos das catecolaminas e do glucagon (Exton et al., 1972). Como resultado destes
efeitos, ocorre aumento da glicemia (Niijima, 1986). Relatos da literatura mostram que a
regulacdo autondmica e hormona da glicemia esté subordinada ao controle exercido pelo
SNC, possibilitando com isso a elevagdo rdpida e preventiva da glicemia em situagdes de
demanda energética elevada (exercicio fisico e exposicdo ao frio) e também durante
alteracbes metabdlicas que acompanham diferentes comportamentos emitidos. Portanto, sob
condicles experimentais apropriadas, 0s niveis de glicose circulante podem ser usados como
um marcador de estresse bastante confiavel em ratos (Armario et al, 1986; Armario et al.,
1990; De Boer et al, 1990; Marquez et al, 2004). Em ratos aimentados Yamada e
colaboradores (1993) demonstraram que o glucagon, a corticosterona e a adrenalina atuam
como fatores sinérgicos na hiperglicemia induzida pelo estresse de imobilizacdo. Verago e
colaboradores (2001) demonstraram in vivo que as concentragdes plasméticas de
corticosterona em ratos aumentaram significativamente apds cada sesséo de choque nas patas,
enquanto as concentraces plasmaticas de glicose aumentaram apos a 22 e a 32 sessdo de
choque nas patas. Além disso, ratos submetidos ao estresse de imobilizacdo e choque nas
patas tiveram o ACTH, a corticosterona e a glicose medidos, e todos os parémetros
bioquimi cos aumentaram imediatamente apds a exposi Gao ao estressor, mas somente a glicose
se manteve elevada até os 90 min do periodo experimental (Marquez et al., 2002). Assim,
considerando as agdes do “sistema de estresse” no metabolismo e com base nos resultados

aqui apresentados, ficou caracterizada, no presente trabalho, a mobilizagdo de varidveis
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bioguimicas — &cidos graxos livres e glicose - como marcadores de diferentes tipos de
estresse.

Além disso, os experimentos realizados, dando continuidade aos estudos anteriores do
laboratorio (Teixeira et al., 1996; Gavioli et al., 1999), buscaram também verificar se as
variaveis bioquimicas, AGL e glicose, serviriam como indicadores do estado de ansiedade
induzido pela administracdo i.c.v. de SP em ratos submetidos ao LCE e qua o envolvimento
do receptor NK; neste caso.

Os resultados mostraram que o tratamento central com SP ou PBS em ratos
submetidos a0 LCE altera a concentracdo sanguinea das variaveis bioquimicas em estudo.
Nos animais tratados com SP/LCE a resposta lipolitica foi mais intensa e duradoura e o
aumento da corticosterona mais duradouro que a resposta glicémica. Ainda no grupo SP/LCE
verifica-se uma resposta mais intensa no aumento das trés variaveis, quando comparada as do
grupo controle PBS/L CE, confirmando mais umavez o efeito ansiogénico da SP administrada
centralmente.

O aumento de AGL, glicose e corticosterona, nos animais tratados com PBS/LCE,
podem ser explicados pelo efeito estressor da propria exposicéo ao LCE, o qua € um modelo
comportamental baseado no medo natural de ambientes (bragos) abertos e elevados
(Montgomery, 1955; Treit et al., 1993), sendo, portanto, considerado um estressor emocional
(novidade/novo ambiente). Assim, quando confinados nos bracos abertos, os ratos
demonstram manifestacBes comportamentais e fisiologicas do medo, tais como freezing,
defecacdo e aumento da corticosterona plasmética (Pellow et al., 1985), como observado no
presente estudo.

A resposta fisiolégica aos estressores inclui mudangas metabdlicas nas quais as
catecolaminas e peptideos co-liberados do sistema simpético-adrenal (SSA) atuam como

mediadores cruciais. O hipotdamo, o qual representa o sitio central de integragcéo do processo
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neuroendécrino e autonémico, € rico em terminagBes nervosas e receptores taquicinérgicos
(Sthal, 1999; De Vane, 2001). Os receptores NK; estdo amplamente expressos no hipoté amo,
na adenohipdfise e na amigdala, regibes do cérebro criticas para a regulacdo do
comportamento afetivo e da resposta neuroquimica ao estresse (Kramer et al., 1998; Ebner et
al., 2004). A este respeito, a estimulagdo da amigdala, em resposta a0 medo ou a ansiedade,
dispara uma resposta autonémica e comportamentos adaptativos, estando associada com a
liberacdo end6gena de SP (Rupniak e Kramer, 1999; Ebner et al., 2004).

Varios estudos tém mostrado mudancas rapidas nos niveis de SP e seus receptores em
areas distintas do cérebro ap0s a exposicdo ao estresse agudo (Culman e Unger, 1995;
Nussdorfer e Maendowicz, 1998). Em ratos, estudos neuroguimicos mostram um aumento
dos niveis plasmaticos de SP hipocampais e septais, apés aplicacdo de choques inevitaveis
nas patas (Bannon et al., 1986; Siegel et al., 1987). Microinjegcbes de SP (fragmento C -
termina) na PAG dorsal, &ea envolvida com a reacdo de defesa, causam uma resposta
ansiogénica em ratos submetidos ao LCE, suportando a hipotese do envolvimento da SP na
resposta central ao estresse (De Aradjo et al., 1999). O efeito da estimulacdo ou inibicdo
central de receptores NK; no comportamento de vocalizagdo induzido pelo estresse (como,
por exemplo, separacdo da mée), em cobaias, foi investigado por Rupniak e colaboradores
(2000). Eles verificaram pronunciada vocalizagdo em resposta a infusdo i.c.v. do agonista
NK; (GR73632) e bloqueio da resposta pelos antagonistas NK; CP-99,994 e L-733,060.
Além disso, outros estudos mostraram a internalizagdo de receptores NK; (um marcador da
liberagcdo de SP) no nucleo basolateral da amigdala, através de técnicas imunocitoquimicas,
em cobaias jovens submetidas ao estresse de separagcdo materna (Kramer et al., 1998).

Assim, também foi investigado o envolvimento do receptor NK; usando o antagonista
seletivo deste receptor, 0 composto neurocinérgico com atividade ansiolitica WIN 51,708, no

efeito ansiogénico da SP e nos niveis sanguineos de AGL, glicose e corticosterona. Os
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resultados mostraram que o antagonista dos receptores NK; WIN51,708 reverteu a agéo do
tipo ansiogénica da SP no LCE, em concordancia com nossos resultados anteriores, e nos
pardmetros bioquimicos, denotada pelos valores obtidos nas varidveis em estudo. Um dado
gue chama a aten¢éo € que o pré-tratamento com WIN afeta mais a resposta de mobilizacéo
dos substratos energéticos (AGL e glicose) que a resposta da corticosterona, 0 que merece
uma investigagdo mais aprofundada. O pequeno aumento da concentracdo dos AGL, da
glicose e da corticosterona no sangue, no grupo tratado apenas com WIN/LCE, por outro lado,
pode ser atribuido, como j& anteriormente citado, ao efeito estressor do L CE per se.

Na literatura existem varios estudos com antagonistas da SP que confirmam a
participagdo desta neurocinina na via neuronal envolvida na resposta ao estimulo estressor,
incluindo dor, dano ou estresse psicol 6gico (Carrasco e Van de Car, 2003). Antagonistas NK
causam efeitos antidepressivos e ansioliticos em roedores possivelmente envolvendo a
liberacdo de monoaminas de algumas regides do cérebro. Em ratos submetidos a 20 min de
estresse de imobilizacdo, e tratados com o antagonista NK; GR-205171, foi verificada a
reducéo do metabdlito de dopamina, o acido 3,4 — dihidroxifenilacético (Bannon et al.,1983),
e a inibicdo da liberacdo extracelular de noradrenalina e dopamina no cortex pré-frontal
(Renoldi e Invernizzi, 2006). A administragdo central de SP ainda ativa a via noradrenérgica
ascendente do locus coeruleus. Rupniak e Kramer (1999) observaram, em ratos submetidos ao
estresse de imobilizagdo tratados com os antagonistas NK; RP-67580 e L-760,735, uma
inibicdo da atividade do sistema catecolaminérgico. Culman e colaboradores (1997), testando
a hipotese de que as neurocininas, especialmente a SP, estdo envolvidas na via neuronal de
ativagdo da resposta cardiovascular e comportamental induzidas pelo estresse, usaram 0s
antagonistas NK; (CP-96,345 e RP 67580), por via i.c.v., em ratos submetidos & injecéo
subcutanea de formaina, e verificaram a inibicdo da resposta cardiovascular e

comportamental induzida pelo estimulo nocivo.
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Mais evidéncias de que o sistema SP-NK; esta envolvido na regulacdo das respostas
de medo e ansiedade vém de estudos com antagonistas e animais knockout do receptor NK4
(NK1 -/-) ou do gene que codifica SP (PPTA -/-; Santarelli e Saxe, 2003). Diferentes
antagonistas dos receptores NK; inibem as vocalizagdes em cobaias separadas da mée (Boyce
et al., 2001; Kramer et al., 1998; Rupniak et al., 2000) e em gerbilos e outros roedores
apresentam um aumento do contato social no teste de interagdo social (Vassout et al., 2000;
Cheeta et al., 2001; Gentsch et al, 2002). Os resultados obtidos com animais knockout
demonstraram que as supressdes do gene PPTA e/ou do receptor NK; resultaram em
comportamentos do tipo antidepressivo em camundongos avaliados nos testes da natacéo
forcada e da suspensdo pela cauda, e do tipo ansiolitico nos testes de interagdo socid,
vocalizagdo induzida pela separagdo maternal e LCE (Rupniak et al., 2000; Santarelli et al.,
2001; Bilkei-Gorzo et al., 2002). Desta forma, a manipulagdo farmacolégica e genética da
neurotransmissdo SP/NK; fornece evidéncias substanciais de que esta via neuropeptidérgica
esta envolvida na mediag&o de comportamentos animais relacionados ao medo e a ansiedade.

O efeito ansiogénico da SP administrada centralmente foi confirmado pelos valores
obtidos nas medidas de exploragdo do LCE. Os ratos tratados com SP i.c.v. mostraram uma
diminuicdo na exploragdo dos bragos abertos, nas entradas e no tempo gasto nestes bracos,
guando comparados aos animais que receberam solucéo controle (PBS). O grupo tratado com
WIN 51,708, antagonista seletivo de receptores NK;, néo alterou per se os parametros de
exploragéo dos bracos abertos do L CE, mas foi capaz de reverter o efeito do tipo ansiogénico
da SP. A exploragdo dos bragos abertos (Handley e Mithani, 1984; Pellow et al., 1985) tem
sido o indice de “ansiedade” experimenta mais usado. Cruz e colaboradores (1994)
vaidaram, além das medidas tradicionais, pardmetros etolGgicos como rearing, grooming,
head-dipping, risk-assessment em ratos submetidos ao LCE, como indicadores

complementares do estado de ansiedade experimental. No entanto, no presente estudo, néo foi
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observada qualquer modificag@o nos demais pardmetros etol 6gicos nos vérios grupos. Nossos
dados mostraram também que a resposta do tipo ansiogénica da SP no LCE foi revertida pelo
antagonista especifico dos receptores NK;, WIN 51,708, confirmando o envolvimento dos
receptores NK; na modulacdo deste efeito comportamental da SP (Teixeira et al., 1996;
Gavioli et al., 2002).

No entanto, para caracterizar a participacdo da SP per se na resposta bioquimica ao
estresse, sem influéncia de outro estimulo estressor (LCE), no presente estudo os animais
foram tratados centralmente com SP sem submeté-los ao LCE. Os resultados mostram que a
SP per se eleva os nivels sanguineos de AGL de maneira crescente ao longo do tempo,
aumentando e mantendo também elevada a corticosterona, durante todo o experimento, ndo
afetando, no entanto, os niveis de glicose. Quando comparados estes resultados com os do
grupo que recebeu SP e foi submetido ao L CE, verifica-se uma resposta muito semelhante nas
trés variaveis. No grupo SP/LCE alipolise foi maior estatisticamente no intervalo de tempo O-
30 min quando comparado ao grupo que recebeu somente SP sem submissdo ao LCE; a
glicemia ndo apresentou diferenca em nenhum tempo experimental e a concentragdo de
corticosterona foi diferente somente aos 15 min apos o estresse. No grupo tratado somente
com PBS i.c.v. ndo houve ateragdo, na concentracdo sanguinea, das varidvels em estudo,
diferentemente dos animais tratados com PBS/L CE, que apresentaram um aumento dos niveis
plasméticos de AGL, o0 que pode ser atribuido, como comentado anteriormente, ao estresse
induzido pelo novo ambiente (LCE).

A SP per se foi, portanto, capaz de alterar as respostas de todos os marcadores
estudados e, adicionalmente, nos animais expostos ao LCE observou-se uma somatéria dos
efeitos ansiogéni cos/estressores com aumento correspondente dos marcadores bioquimicos.

A este respeito, pode-se dizer que a relacdo entre 0 estresse e a ansiedade € um ponto

muito interessante para se explorar e buscar entender, pois a exposi¢do a multiplos tipos de
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estressores resulta em comportamento ansiogénico em testes de ansiedade em animais (Hata
et al., 2001; Margiset al., 2003; Mello et al., 2003; Kaueff e Tuohimaa, 2004).

Assim, em animais previamente estressados por IMO ou NADO, e, em seguida, pela
exposicdo ao LCE, verificou-se uma reducéo de cerca de 50% na exploracdo dos bragos
abertos do LCE, evidenciando um efeito ansiogénico dos diferentes estressores. Esses dados
corroboram os achados de Hata e colaboradores (2001) que submeteram camundongos a
ambientes com ata (24°C) e baixa (4°C) temperatura, alternadamente, e depois ao LCE, e
verificaram uma diminuicdo do tempo de permanéncia nos bragos abertos. Em animais
expostos ao choque nas patas (Steenbergen et al., 1990), ao odor do gato (Zangrossi e File,
1992), ao estresse socia (Rodgers e Cole, 1993), ao nado forgado (Britton et al., 1992;
Andreatini e Bacellar, 1999), a imobilizacgo (Padovan e Guimarées, 2000) e a temperaturas
elevadas (Sinh& e Ray, 2004) houve uma diminui¢do na exploracdo dos bragos abertos no
LCE. Martijena e colaboradores (1997) mostraram que 15 min de imobilizagdo ou nado
forcado foram capazes de diminuir a exploracdo dos bragos abertos do LCE, e levou a um
aumento na postura defensiva em um teste social (Albonetti e Farabollini, 1995).

Os resultados do presente trabalho mostraram também que a exposicdo a dois
estressores diferentes alterou as varidveis bioquimicas em estudo, quando comparados ao
grupo controle (s6 exposto ao LCE). A concentracdo de corticosterona foi significantemente
maior quando comparada ao grupo controle nos trés protocolos (IMO/LCE e NADO/LCE)
estudados, em todo o periodo experimental. No entanto, a resposta lipolitica, que estava
aumentada nos diferentes grupos, foi estatisticamente menor que a resposta do grupo controle,
sem qualquer mudanca na glicemia dos animais.

Os resultados encontrados durante este estudo est&o em concordancia com os de
Marti e colaboradores (1999) os quais demonstraram que a exposi¢do prévia a um estressor,

Ou a sua repeticdo, € capaz de reduzir aresposta do eixo HPA para um segundo estressor. Eles
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submeteram ratos a duas sessbes de IMO (1 h) com intervalo de 2 h, o que levou a uma
reducdo na resposta do ACTH. Em ratos, submetidos repetidamente a sessbes de IMO
(1h/diag/13 dias), as concentracbes de ACTH, corticosterona e glicose diminuiram
progressivamente, concluindo-se que a resposta ao estresse tende a ser reduzida por repeticéo
da exposi¢ao ao estressor (Marquez et al., 2004), refletindo talvez uma adaptagdo ao estresse.
Gadek-Michaska e Bugajski (2003) observaram uma diminuicdo nos niveis séricos de
corticosterona em ratos submetidos a repetidas sessdes de estresse de manipulagéo (3-7 dias),
imobilizacéo (3-7dias) e superlotacdo da gaiola (24 animais por 7 dias) seguidas de 10 min de
IMO, fortalecendo a idéia de uma resposta adaptativa ao estimul o estressor. Hajés- Korcsok e
colaboradores (2003) submeteram ratos a duas sessdes de choque nas patas (com intervalo de
60 min) e verificaram um aumento nos niveis extracel ulares de serotonina e noradrenalina no
hipocampo ap6s a primeira sessdo de choque. A resposta do eixo HPA manteve-se apés a
segunda sessdo, verificada pelo aumento dos niveis plasméticos de corticosterona. No teste de
interac8o social, 0s animais apresentaram aumento do freezing e diminuicdo no rearing apos a
primeira exposicdo ao estressor. Na segunda exposicdo, o freezing foi completamente
bloqueado. Esses dados reforcam a teoria de que a exposi¢ao prévia a um estressor atera a
resposta a0 estimulo subseqiiente e mostram ainda que a possibilidade de adaptacdo nas
respostas, neuroquimicas e neuroendécrinas, a estressores contribui para a expresséo de
diferentes comportamentos rel acionados ao medo e a ansiedade em ratos.

Diferentes tipos de estressores, entre 0os quais pode-se incluir a SP e o LCE, sdo
conhecidos por aterarem a atividade neuroendécrina do cérebro (Van der Kar e Blair, 1999;
Pacak e Palkovits, 2001; Marquez et al., 2005). O eixo HPA é visto como um complexo
sistema fisioldgico que pode mediar uma grande variacdo de respostas fisioldgicas e
comportamentais do animal aos estressores (Salpolsky et al., 2000). A maior funcdo do eixo

HPA, e, em particular, da resposta adrenocortical ao estresse, € eliminar fisiologicamente ou
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reduzir o impacto da acdo do estressor sobre o individuo e, assim, promover a sua
sobrevivéncia (Gonzélez e Escobar, 2002). Os gdlicorticdides sdo os produtos finais do eixo
HPA e daresposta central ao estresse. A este respeito, existem fortes evidéncias que durante o
periodo de estresse agudo, os glicocorticoides promovem a sobrevivéncia mobilizando
reservas energéticas (Salpolsky et al., 2000). Os resultados do presente trabalho sugerem que,
pelo menos, o0 mesmo mecanismo bésico que envolve o controle endécrino da resposta ao
estresse pode ser similar a0 mecanismo de modulagdo da ansiedade pela SP (Ebner e
Singewald, 2006). No presente traba ho, as alteracdes na concentracdo plasmatica dos AGL e
da glicose, a semelhanga do que ocorre com a corticosterona, sugerem que estas variaveis,
especialmente a primeira, podem ser usadas como marcadores fidedignos do estado de
estresse/ansiedade. Os resultados obtidos no presente estudo confirmam ainda que o efeito
ansiogénico da SP é mediado por receptores NK, receptores estes que estéo localizados em
vérias areas cerebrais e, especialmente, no nucleo paraventricular do hipotdlamo, onde pode
haver uma interacdo com o CRF e uma regulacéo direta do eixo HPA pela SP, que, por sua
vez, poderia ser responsavel pelaagdo lipolitica desta neurocinina.

No entanto, € bem conhecido que um dos caminhos da regulacdo da lipomobilizacdo &
a acéo dos hormoénios adrenais — corticosterona e adrenalina. Desta forma, o controle da
lipdlise induzido pelainjecdo central de SP em ratos submetidos ao L CE poderia ser mediado
por essa via hormonal. Na tentativa de verificar esta possibilidade, foram utilizados animais
com remogdo cirurgica das adrenais e submetidos ab mesmo protocolo experimental. Os
animais foram submetidos a falsa-cirurgia (SHAM) e a ADX e expostos ou ndo ao LCE. Nos
animais SHAM e ADX, expostos ou ndo ao L CE e tratados centralmente com SP ou PBS, os
ADX apresentaram somente um aumento significativo da resposta lipolitica, enquanto os
animais SHAM apresentaram aumento nas trés variaveis em estudo e os animais SHAM/SP

mostraram uma resposta ainda mais evidente que os SHAM. Como esperado, apenas 0s
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animais SHAM apresentam aumento da corticosterona durante todo o periodo experimental.
Os animais submetidos ao LCE (ADX e SHAM) apresentaram também um aumento de AGL
no intervalo de 0-15 min apods o L CE, assim como um aumento da glicose. Portanto, o LCE e
a SP sdo fatores indutores da mobilizac&o de substratos energéticos per se.

Como j& exposto anteriormente, no TAB, 0 glucagon e o0s agonistas beta-adrenérgicos
estimulam a atividade lipolitica causando liberagdo de AGL e glicerol para o plasma (Slavin
et al., 1994; Lafontan et al., 1995; 2001;2002), enquanto os glicocorticdides desempenham
um papel permissivo na manutencdo da resposta lipolitica as catecolaminas (Fain e Garcija
Sainz, 1983). Os resultados obtidos no presente estudo levam, portanto, a pensar numa
atividade predominante da via SNS, j& que nos animais ADX continuou havendo uma
resposta lipolitica significativa. O TAB é o principa local de armazenamento de &acidos
graxos, sendo a inervagdo simpética o maior regulador da lipomobilizacdo para manter a
homeostasia do suprimento energético (Hales et al., 1978; Rayner, 2001; Tsuda et al., 2002).
A este respeito, estudos envolvendo a medida direta do turnover de noradrenalina no TAB
mostraram marcada ativagdo simpatica em situagdes de aumento da lipolise, como o jejum e a
exposicéo ao frio, sendo que esta resposta ndo foi bloqueada pela adrenomedulectomia
(Garafolo et al., 1996; Migliorini et al., 1997). Esses dados e outros (Migliorini et al., 1997;
Bartness e Bamshad, 1998) sugerem que a noradrenadina das terminacOes nervosas
simpéticas, e ndo as catecolaminas circulantes da adrenal, chegam a0 TAB estimulando a
lipdlise.

De uma maneira geral, o0s resultados obtidos no presente estudo
sugerem que os elevados niveis de corticosterona na corrente sanguinea sdo confirmados
como indicador classico/convencional de estresse, corroborando os dados da literatura (Marti
et al., 1999; Dubrovisky, 2000; Gonzalez e Escobar, 2002). Além disso, observamos que 0s

nivels plasmaticos de AGL podem ser usados como um marcador fidedigno, sensivel e
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confidvel das situages de estresse agudo, incluindo o efeito ansiogénico da SP. A resposta
lipolitica foi a mais evidente e duradoura em todos os modelos de estresse usados neste
trabalho, quando comparada a resposta da glicose. Com relacéo a corticosterona, 0 aumento
da concentragdo plasmatica de AGL foi superior em intensidade na maioria dos experimentos,
excetuando os grupos submetidos a dois estressores sucessivos.

A resposta glicémica, por sua vez, apresentou uma variagdo muito grande nos
diferentes protocolos experimentais. Como j& citado, o padréo de resposta glicémica também
depende da intensidade e duracéo do estressor (Wennlund et al., 1994; Pacak et al., 1998;
Sampaio-Barros et al., 2003). A glicose, entretanto, parece ser um bom indicador para
estressores com um componente fisico (IMO, NADO/LCE). EstAd bem estabelecido na
literatura que o exercicio fisico agudo promove aumento da glicose circulante. Em ratos
submetidos a0 nado forgcado foi verificado aumento significativo da glicemia quando
comparados a0 grupo mantido em repouso (Rogatto, 2001; Afonso et al., 2003). Esse
aumento deve-se provavelmente a liberacdo de catecolaminas, glucagon, cortisol e GH, que
sd0 horménios que promovem uma maior disponibilidade de glicose a musculatura ativa
(Vissing, 2000).

O padréo de mobilizac&o de substratos energéticos no exercicio pode ser caracterizado
como uma sequéncia de trés fases, cujos substratos energéticos predominantes sdo: glicogénio
muscular, a glicose e os AGL (Kang et al., 1999). O comportamento das varidveis
bioquimicas usadas neste trabalho esta positivamente relacionado a intensidade do estressor e
pode ser usado para estimé&lo. Esta relacdo é amplamente discutida e descrita na literatura
(Pacak et al., 1995; Marti e Armario, 1998; Pacak e Palkovits, 2001; Marti et al., 2001;
Mérquez et al., 2002; 2004). De acordo com Peeters e Broekkamp (1994), a severidade de
um estressor tem um importante papel na determinag@o da resposta ao estresse. Marquez e

colaboradores (2002) afirmam que “sem ignorar a relevancia do aspecto qualitativo do



88

estressor, € necessario medir a intensidade da situacdo estressora para saber se as
conseguiéncias fisiol 6gicas ou patol bgicas estao relacionadas ou ndo a sua intensidade (...)”.
No presente estudo, a elevacdo na concentracdo de corticosterona confirma a situagéo
aversiva induzida pela injecdo i.c.v. de SP (medidas comportamentais verificadas no LCE
neste e em outros estudos), sugerindo que a SP age como um estressor quimico, confirmando
também o envolvimento dos receptores NK; no mecanismo basico dos efeitos
comportamentais e metabdlicos da SP (Bannon et al, 1983; 1986; Teixeiraet al., 1996; Jessop
et al., 1998; Aguiar e Branddo, 1996; Gavioli et al., 1999; Santarelli et al., 2001; Steinberg et
al., 2001). Existem evidéncias de que a SP est4 envolvida na resposta central ao estresse, e
que os receptores NK; podem mediar os efeitos terapéuticos das ateracdes induzidas pelo
estresse na ansiedade e depressdo (Hahn e Bannon, 1999). Estados emocionais aterados,
como o medo, a ansiedade ou a depressao, apresentam uma resposta neuroenddcrina similar
aquela ativada por outros estressores fisicos e psicologicos (Pacak e Palkovits, 2001). Assim,
a mobilizacdo de substratos energéticos induzidos pelo estresse — AGL e glicose - confirmou
o efeito estressor/ansiogénico da SP, mostrando gque estes marcadores, em especial os AGL,
podem ser usados como indicadores complementares do estado de ansiedade em modelos

experimentais.
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CONCLUSOES

No presente trabal ho, os resultados:

e confirmam os elevados niveis de corticosterona na corrente sanguinea como indicador
cléssico/convencional de estresse.

e mostram inequivocamente que os niveis plasméticos de AGL e glicose podem ser
usados como bons indices de estresse/ansi edade agudos.

e mostram que as ateragdes na concentracdo plasmatica dos AGL e da glicose, a
semelhanga do que ocorre com a corticosterona, sugerem que estas variaveis,
especialmente a primeira, podem ser usadas como marcadores fidedignos do estado de
estresse/ansiedade.

e sd0 consistentes com 0 conceito de que cada estressor desencadeia sua propria
resposta neuroquimica e neuroenddcrina a0 estresse, pois as variaveis estudadas
sofreram alteragOes diferenciadas, conforme o tipo de estressor a que o animal foi
submetido.

e (Que a SP per sefoi capaz de aterar as respostas comportamentais e bioquimicas aqui
estudadas e, adicionalmente, nos animais expostos ao L CE observou-se uma somatoria
dos efeitos ansiogénicos/estressores com aumento correspondente dos marcadores
bioquimicos.

e 0 envolvimento dos receptores taquicinérgicos do tipo NK; na modulagdo dos

parémetros comportamentais e bioquimicos apds as diferentes situacdes de estresse.



“Mas as coisas findas
muito mais que lindas, essas ficarao”
(Carlos Drummond de Andrade)
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