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RESUMO

Resultados de estudos anteriores sugerem que 0 estresse agudo por restricao
facilita respostas de esquiva medidas no modelo do labirinto em T elevado (LTE),
um efeito ansiogénico. Por outro lado, as respostas de fuga se mantém inalteradas.
Tendo em vista que diferentes estruturas encefalicas parecem ser ativadas pela
exposicdo dos animais as tarefas de esquiva e fuga do LTE, é possivel que as
diferencas comportamentais observadas sejam decorrentes dos diferentes
mecanismos neurobiolégicos que sdo ativados pela exposicdo ao estimulo
estressor. No presente estudo, analise da imunorreatividade a proteina fos (fos-ir) foi
utilizada para mapear as areas encefalicas ativadas pela exposicdo ao estresse por
restricdo (30 minutos) em animais submetidos as tarefas de esquiva ou fuga do LTE
30 minutos apos o procedimento de estresse. O comportamento destes animais,
bem como a andlise de fos-ir foi comparado com o de animais controle, nao
submetidos ao estresse por restricdo. Concentracdes séricas de corticosterona
foram dosadas em grupos de animais ndo-estressados e estressados, com o intuito
de verificar se 0 estresse por restricdo ativava o eixo hipotalamo-hipofise-adrenal,
conforme descrito na literatura. Confirmando resultados anteriores, o estresse por
restricdo facilitou as respostas de esquiva no LTE, efeito ansiogénico, mantendo
inalteradas as respostas de fuga. Animais ndo estressados submetidos a tarefa de
esquiva do LTE apresentaram maior fos-ir no cortex frontal, no septo latero-
intermediario, na amigdala basolateral, na amigdala basomedial, na amigdala
lateral, hipotalamo anterior e nucleo dorsal da rafe. Por outro lado, na tarefa de fuga
do LTE, os animais ndo estressados apresentaram maior fos-ir no hipotalamo
ventromedial, na substancia cinzenta periaquedutal dorsolateral e no locus ceruleus.
Ambas as tarefas produziram um aumento na fos-ir no hipotdlamo dorsomedial. O
estresse agudo por restricdo aumentou significativamente as concentracdes séricas
de corticosterona. No grupo de animais estressados e submetido a tarefa de esquiva
houve maior fos-ir na amigdala basolateral e no nucleo dorsal da rafe. Esses dados
confirmam que diferentes estruturas encefalicas sao ativadas pelas diferentes
tarefas (esquiva ou fuga) do LTE e demonstram que 0 estresse agudo por restricao
altera seletivamente respostas de esquiva e a fos-ir em estruturas que tem sido

tradicionalmente relacionadas a modulacdo destas respostas.
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1. INTRODUCAO

1.1. Definig&o de estresse

O termo estresse € a tradugdo para o termo “stress”, da lingua inglesa,
utilizado pela primeira vez por H. Selye (1936) para exprimir o estado reacional de
um organismo submetido a acdo de um excitante qualquer. O excitante, que Selye
chamou de estressor, pode ser animado (como, por exemplo, um microorganismo),
fisico (frio/calor), quimico (uma toxina), um distdrbio ou uma lesdo organica
(hemorragia) ou nervosa (esforco, emocao agradavel ou desagradavel) (Garnier e
Delamare, 1984). No presente trabalho, o termo estressor sera utilizado para o
estimulo que desencadeia a resposta fisiolégica de estresse (Auriol, 1970). Dados
da Organizacdo Mundial da Saude (OMS, 2009) mostram que o estresse afeta 90%
da populacdo mundial e esta relacionado a uma série de transtornos psiquiatricos,
cardiovasculares, imunologicos, locomotores, entre outros, com enorme custo aos

sistemas de saude.
1.2. Familia de peptideos CRF e seus receptores

Na ultima década, o conhecimento das vérias alteragfes fisiologicas em
resposta a exposicdo do organismo ao estimulo estressor ou estressante aumentou
significativamente, principalmente em relacéo ao papel de certas vias neurais e suas
substancias reguladoras que podem estar envolvidas na resposta de estresse,
incluindo neuropeptideos relacionados a regulacdo enddcrina. Acredita-se que o
mais importante desses neuropeptideos seja o CRF (corticotropin releasing factor ou
fator liberador de corticotrofina), o componente hipotalamico do eixo hipotalamo-
hipéfise-adrenal (HHA; Vale et al., 1981). O CRF ¢ liberado na eminéncia mediana
no interior do sistema porta-hipofisario a partir de um estimulo estressante, e
participa da regulacdo fisiologica da secrecdo de ACTH (hormoénio
adrenocorticotrofico) (Brown et al., 1985). E sintetizado por neurénios parvocelulares
do ndcleo paraventricular do hipotalamo (NPV) e a lesdo deste nucleo reduz o CRF
na eminéncia mediana em 90%, com 80% de reducdo do ACTH liberado apds um

estimulo estressor (Bruhn et al., 1984).



O CRF esteve durante alguns anos, relacionado apenas ao NPV e ao seu
papel de ativador hipotalamico do eixo HHA. Porém, o CRF atua também como um
neuromodulador com ag¢do em circuitos limbicos e autonémicos (Yan et al., 1998).
Atualmente, a literatura relata que a distribuicio do CRF atinge amplas areas,
incluindo areas prosencefélicas relacionadas a emocdo e ao comportamento da
resposta de estresse e grupos celulares do tronco encefalico relacionados as
respostas autbnomas de estresse (simpatoadrenérgico). Desta forma, o CRF pode
ser considerado um arbitro na ativacéo, integracdo e acfes complementares na
adaptacao ao estresse (Sawchenko et al., 2009). Embora as projecdes do NPV para
a eminéncia mediana representem a principal fonte encefalica de CRF, células extra-
hipotalamicas que apresentam marcacao para o CRF foram identificadas no ndcleo
do trato solitario, no locus ceruleus, na area tegmental ventral, no nucleo central da
amigdala, no nudcleo intersticial da estria terminal, no nacleo da banda diagonal de
Broca, e no hipocampo, bem como em interneurdnios corticais espalhados
(Swanson et al., 1983; Merchenthaler, 1984; Petrusz et al., 1985; Koob et al., 1994,
De Souza, 1995; Eckart et al., 2002). O CRF encontra-se expresso também na parte
periférica do sistema nervoso autbnomo e no sistema nervoso entérico, associado a
funcdes digestivas e de controle do apetite, respectivamente (Sawchenko et al.,
2009). Destaca-se ainda sua influéncia em quadros como a depressdo e a
ansiedade (Hauger et al., 2006).

Os outros peptideos da familia CRF sédo a urocortina 1 (UCN1), urocortina 2
(UCNZ2) e urocortina 3 (UCN3), que também agem em resposta e na adaptacdo aos
estressores, mediando algumas funcdes originalmente atribuidas ao CRF, mediante
acoplamento aos receptores desta familia de neuropeptideos (Bittencourt et al.,
1999; Sawchenko et al., 2009).

Os receptores da familia CRF incluem o CRFR1 e o CRFR2a,B,y, €
encontram-se, principalmente, no sistema nervoso central (SNC) e, em pequena
guantidade, nos tecidos periféricos. O CRF tem baixa afinidade pelo CRFR2, a
UCNL1 tem afinidade por ambos os receptores enquanto que a UCR2 e a UCR3 tem
maior afinidade pelo CRFR2 (Chalmers et al., 1995; Lovenberg etal., 1995; Kostich
et al.,, 1998; Chen et al.,, 2005). O CRFR1 encontra-se amplamente localizado no
neocortex, na amigdala basolateral, amigdala medial, na hipéfise anterior, em
nacleos hipotalamicos, nas células cerebelares de Purkinje, na area tegumentar

dorsolateral e nucleo tegmental do pedunculo pontino, além de outras areas
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associadas em sua maioria as fungbes emocionais e comportamentais dos
peptideos CRF (Chalmers et al., 1995; Refojo et al., 2005). O CRFR2 localiza-se no
septo lateral, no hipotalamo ventromedial e no nucleo cortical da amigdala, e outras
areas associadas principalmente as funcdes neuroenddcrinas e autbnomas
(Chalmers et al., 1995; Refojo et al., 2005). Ambos os receptores sdo encontrados
no hipocampo (Chalmers et al., 1995; Refojo et al., 2005).

Os efeitos dos peptideos da familia CRF sobre os estados psiquicos tém sido
objeto de vérios estudos. Estudos com animais submetidos a varias condicdes
estressantes ou deficientes de receptores CRFs, tem ajudado a elucidar condigbes
patolégicas, como o0s transtornos psiquiatricos com origem em quadros de
ansiedade, em distarbios hormonais ou autbhomos, e que estejam relacionadas a
estes peptideos (Neylan, 1998; Hauger et al., 2006). Bremner et al.(1997) relataram
altas concentracbes de CRF no liquido cerebrospinal de pacientes diagnosticados
com transtorno de estresse pds-traumatico em comparacgéo a individuos saudaveis.
As concentracfes de CRF no plasma também se encontram cerca de 100 a 255%
mais altas em pacientes com diagnostico de transtorno depressivo grave, quando

comparados com voluntarios saudaveis (Catalan et al., 1998).

1.3. Vias neurais de resposta de estresse

Herman e Cullinan (1997) classificaram o0s estressores organicos em dois
grupos: o0 estressor sistémico, também denominado estressor fisico ou
somatossensorial, que se origina de desconforto fisico e que envolve uma ameaca
fisiol6égica imediata, sendo diretamente retransmitido para o NPV provavelmente via
projecBes catecolaminérgicas do tronco encefalico; e o0 estressor processivo,
também denominado estressor psicogénico, que representa um estimulo que exige
interpretagdo de niveis superiores do cérebro, como os circuitos limbicos que
controlam o NPV. No presente trabalho, para a aquisicdo de um estado de estresse
e ativagdo das vias neurais limbicas relacionadas ao CRF, foi utilizado o modelo de
estresse por restricdo, classificado como estressor processivo.

Ulrich-Lai e Herman (2009), estudando os circuitos encefalicos da resposta de
estresse e que regulam o eixo HHA em resposta ao estressor psicogénico,
descreveram as areas limbicas e as areas intermediarias que se conectam ao NPV,

promovendo a elaboracao final da resposta de estresse. Estas regides limbicas, que
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sao responsaveis por coordenar as respostas de estresse, possuem conexdes com
circuitos responsaveis pela memoéria e pela recompensa.

A partir do hipocampo (Figura 1), mais precisamente do subculum ventral, tem
inicio um neurocircuito que apresenta como resposta final um efeito inibitorio sobre o
eixo HHA através do NPV (usado como referencial para a andlise da acao das areas
limbicas na resposta de estresse). Participam deste circuito areas intermediarias
como areas hipotalamicas (area pré-o6ptica medial, hipotadlamo dorsomedial, parte
posterior do nucleo paraventricular do hipotdlamo), areas do nucleo intersticial da
estria terminal (partes antero-medial e postero-medial), &rea septal (parte lateral) e
areas corticais (pré-limbica e infra-limbica). A partir de nucleos da amigdala partem
trés vias estimulatérias sobre o eixo HHA. Uma delas tem inicio no nucleo central da
amigdala e antes de atingir o NPV atinge vias intermediarias como o nucleo
intersticial da estria terminal (parte antero-ventral), o hipotdlamo dorsomedial e o
nucleo do trato solitario. A outra via parte do nucleo medial da amigdala passando
por areas intermediarias como a area pré-optica medial do hipotalamo e o ndcleo
intersticial da estria terminal antes de atingir o NPV. Ainda, a terceira via tem inicio
no ndcleo basolateral da amigdala, atinge areas intermediarias como o nucleo
intersticial da estria terminal e os nucleos central e medial da amigdala, atingindo o
NPV.

As areas corticais que estdo relacionadas ao controle do eixo HHA incluem: o
cortex pré-limbico, cujas fibras atingem o ndcleo dorsal da rafe, o ndcleo
paraventricular do tdlamo, o nucleo paraventricular do hipotdlamo (parte posterior) e
a amigdala basolateral, com efeito inibitério sobre o NPV; e o cortex infra-limbico,
cujas fibras atingem o nucleo intersticial da estria terminal, o nucleo do trato solitario
e 0S nuacleos central, medial e basolateral da amigdala, que exercem efeito

estimulatério sobre o NPV.



estresse

Hipofise anterior

Cortex da Glandula
supra-renal

Glicocorticdides

Figura 1. Regulacé@o do eixo HHA e da liberacao de glicocorticdides em resposta ao estresse sob a
influéncia do hipocampo (Figura adaptada de LANFUMEY, et al., 2008).

1.4. Ansiedade normal e patoldgica

A palavra ansiedade é derivada do grego Anshein, que significa estrangular,
oprimir, sufocar (Graeff e Branddo, 1999). Trata-se de um estado de tensédo ou
apreensdo, relacionado frequentemente a expectativa de algo que pode vir a
acontecer (Bearet al., 2008; Lent, 2010) e que surge acompanhado por uma série de
alteragcbes comportamentais e neurovegetativas. Estas alteragbes frequentemente
incluem aumento da tensdo motora (tremor, espasmos, dores musculares,
inquietagao), hiperatividade autondomica (aumento da frequéncia de batimentos

cardiacos, sudorese, maos frias), dificuldades de concentracdo, e aumento da



vigilancia e atencgdo. Altera¢cdes hormonais, como o aumento da concentragéo sérica
do horménio adrenocorticotréfico (ACTH), dos corticoides adrenais, de prolactina e
do horménio do crescimento sdo também geradas em uma situacdo de ansiedade
(Graeff e Brandao, 1999 e Kandel et al., 2003).

A ansiedade faz parte do espectro normal das experiéncias humanas, sendo
uma emocao que esta relacionada ao comportamento de avaliagdo de risco que é
evocado em situacdes em que o perigo € incerto, seja porque o contexto é novo ou
porque o estimulo do perigo esteve presente no passado, mas ndo esta mais no
presente (Graeff, 2007). Enquanto patologia, a ansiedade pode interferir
sobremaneira com o desempenho normal do individuo, tornando-se necesséria a
sua avaliacédo clinica e, eventualmente, a instituicdo de algum tratamento, que pode
ser baseado em terapéutica comportamental, em terapéutica medicamentosa ou na
associacao de ambas (Graeff e Brandao, 1999).

A ansiedade patologica faz parte dos chamados “transtornos psiquiatricos
relacionados ao estresse”, os quais representam um problema de saude publica no
século XXI (Wong e Licinio, 2004). Atualmente, estimativas sugerem que uma
significativa parcela da populacdo sofre ou sofrerd ao longo do periodo de um ano
de algum dos transtornos de ansiedade reconhecidos, sendo a sua incidéncia maior
na populacdo ativa. Apesar de diferirem em termos dos estimulos que evocam a
ansiedade (reais ou imaginarios) e das respostas comportamentais que o individuo
utiliza para tentar diminui-la, esses transtornos tem, em comum, a expressao
patolégica do medo (Silva, 2006). Abaixo encontram-se descritos alguns dos
principais transtornos de ansiedade encontrados na clinica, de acordo com o Manual
de Diagndstico e Estatistica das Doencas Mentais, da Associacdo Norte-Americana
de Psiquiatria (DSM) (DSM-IV'R, 2002):

A) Transtorno do Panico: é caracterizado por frequentes ataques de panico,
consistindo em episédios discretos com inicio inesperado, envolvendo intensa
apreensdo, medo extremo e terror, geralmente associados a sentimentos de morte

iminente.

B) Agorafobia: € uma sensacgéo de ansiedade acerca de, ou evitagdo de lugares ou
situacbes de onde escapar pode ser algo dificil ou constrangedor. Esse tipo de

ansiedade leva o individuo a evitar situagcées que parecam ameacadoras, tais como:

6



ficar sozinho fora de casa, em uma multiddo, em um carro ou aviao, em uma ponte

ou em um elevador.

C) Transtorno obsessivo-compulsivo (TOC): € definido como obsessfes que podem
causar intensa ansiedade ou perturbagéo, onde o comportamento apresentado (por
exemplo: criacdo de rituais) serve para neutralizar a ansiedade que o individuo

apresenta.

D) Transtorno de ansiedade generalizada (TAG): € um quadro de ansiedade ou
preocupacao excessiva que ocorre por no minimo seis meses, envolvendo

sensacdes persistentes de apreensao.

E) Fobias especificas: € um tipo de ansiedade causada pela exposicdo a
determinados objetos ou situacdes que o individuo teme, esse tipo de ansiedade

frequentemente leva a um comportamento de esquiva.

F) Fobia social: é provocada pela exposicdo a certas situagbes sociais, onde é
necessaria a interacdo com outra pessoa ou alguma atividade que envolva a
observacéo direta do individuo (por exemplo: falar em publico) ou interacdo com um

grupo de pessoas.

G) Transtorno de estresse poOs-traumatico: é desencadeado pela rememoracédo de
um evento extremamente traumaético que o individuo vivenciou. E acompanhado por
sintomas gue envolvem o aumento do estado de alerta e de hesitacdo dos estimulos

associados ao trauma.

Os diferentes transtornos de ansiedade podem ser classificados com base
nas suas caracteristicas clinicas e na maneira como respondem a agentes
farmacoldgicos, sendo com este conhecimento possivel a validagdo de modelos
animais (Zangrossi e Graeff, 1997). As classificagbes atualmente adotadas estéo
disponibilizadas em manuais de diagnodsticos padronizados internacionalmente,
dentre eles, o Codigo Internacional de Doencas (CID), atualmente em sua 102
Versdo (CID-10), e o DSM, atualmente em sua quarta versdo revisada (DSM-IV'R,
2002).



No presente trabalho, foram enfatizadas apenas as descri¢cdes clinicas do
transtorno de panico (TP) e do transtorno de ansiedade generalizada (TAG), uma
vez que as medidas realizadas pelo modelo animal de ansiedade que foi utilizado no
presente estudo tem sido relacionadas a estes dois subtipos de ansiedade (Graeff e
Zangrossi, 2002).

De acordo com o DSM- IV'R, um ataque de panico é conceituado como sendo
um episoédio de medo intenso ou desconforto, acompanhado por sintomas somaticos
ou cognitivos. O ataque ocorre de forma subita, inesperada, e é geralmente
acompanhado por um sentimento de morte ou perigo iminente e uma necessidade
de fuga da situacdo. Dentre alguns sintomas estdo: palpitacdo, tremores, nauseas,
tonturas, dificuldade de respiracdo, sensacao de choque, sentimentos de falta de

controle, medo de enlouquecer ou de morrer.

O diagnéstico do TP ocorre quando o paciente apresenta recorréncia de
ataques subitos ou inesperados (no minimo quatro ataques em quatro semanas),
gue podem ser acompanhados por mudancas significativas no comportamento e por
preocupacdes persistentes quanto a recorréncia, as implicacdes e as consequéncias
de outros ataques. Este quadro clinico pode, eventualmente, levar a um
comportamento de esquiva, principalmente dos locais ou situacdes em que possam
sentir-se desprotegidos ou dos quais ndo possam evadir-se com facilidade, ou

esquiva agorafébica, o que pode gerar mais limitacdes em suas atividades triviais.

Ja o TAG, é caracterizado como um quadro clinico definido por ansiedade e
preocupacao excessivas, ocorrendo na maioria dos dias de um periodo de pelo
menos seis meses, a respeito de varios eventos ou atividades. O individuo encontra
dificuldade em controlar suas preocupacdes. A ansiedade e preocupacdo devem ser
acompanhadas de pelo menos trés sintomas adicionais, de uma lista que inclui
inquietagéo, fadiga, dificuldade de concentracao, irritabilidade, tensdo muscular e
perturbacdes do sono. O diagndéstico deve excluir aspectos caracteristicos de outros
transtornos de ansiedade, tais como, preocupacédo com a possibilidade de ataques
de panico (como no TP), de encontrar-se longe de casa ou dos parentes (como na
ansiedade de separacéo), de ganhar peso (como na anorexia nervosa), de possuir
uma doenca grave (como na hipocondria) e de sentir-se embaracado frente a
situacdes de evidéncia (como na fobia social). Ainda de acordo com o DSM- IV'R, o

individuo portador do TAG, nem sempre descreve suas preocupagdes como
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excessivas, no entanto, descreve a ocorréncia de estresse devido a preocupagdes
constantes, dificuldade de controlar estas preocupacdes e de manter um

funcionamento social e ocupacional adequados.

Os critérios operacionais do DSM- IV'® visam essencialmente caracterizar os
transtornos de ansiedade fundamentados em analises clinico-descritivas (Graeff,
1990), atribuindo a ansiedade humana a nocdo de heterogeneidade, nocdo esta
apoiada pela hipotese da existéncia de mecanismos neurais distintos subjacentes
aos diferentes subtipos de ansiedade. E importante ressaltar, entretanto, que existem
controvérsias referentes a esta concepcéo, sendo que alguns autores defendem que
0s transtornos de ansiedade existentes difeririam apenas em termos de grau e ndo

em termos qualitativos (Pereira, 1997; 2009).

1.5. Etologia e neuroanatomia da ansiedade

Embora a ansiedade, enquanto psicopatologia seja por definicAdo um
fenbmeno de ma adaptacédo, tipicamente humano, dentro de uma perspectiva
biolégica, as raizes funcionais da ansiedade encontram uma analogia nas reacdes
de defesa que os animais exibem frente a estimulos ou situacdes de perigo. Esta
abordagem é baseada na premissa de que importantes aspectos do comportamento
humano sao originarios de padrbes comportamentais funcionais, encontrados em
outras espécies animais.

O conceito de niveis de defesa provém originalmente da analise eto-
experimental do comportamento de ratos realizada pelos pesquisadores Robert e
Caroline Blanchard (1987).

O primeiro nivel parece ser determinado por situacBes potencialmente
perigosas. Nestes casos, 0 animal com frequéncia exibe um comportamento
exploratorio cauteloso, denominado de comportamento de avaliacdo de risco, ou
uma inibicdo comportamental. O animal mantém o corpo distendido, com o ventre
rente ao solo, avangando e recuando a cabecga, repetidamente e, ao menor sinal de
perigo, reage com uma intensidade bem maior do que reagiria em situacdes

seguras.



Em casos onde os sinais de perigo tornam-se explicitos, a reacgdo tipica
apresentada pelo animal € a de congelamento, ou seja, o animal apresenta uma
inibicAo comportamental, permanecendo completamente imovel — exceto por
movimentos ocasionais e rapidos das vibrissas. Esta imobilidade é acompanhada
por uma série de alteracdes neurovegetativas. Se o perigo estiver a certa distancia
do animal, o escape, em geral, é observado (Blanchard e Blanchard, 1987).

O dultimo nivel de defesa ocorre quando o perigo esta muito proximo. Neste
caso, o rato reage com posturas e vocaliza¢cdes ameagadoras. Caso a ameaga nao
seja suficiente para refrear o ataque do agressor, ocorre a fuga. E, por ultimo, se a
fuga for impossivel, resta a luta defensiva. A Tabela 1 faz referéncia as diferentes
estratégias basicas de defesa supracitadas. A mesma tabela enumera algumas
estruturas do Sistema Nervoso Central (SNC) que tem sido implicadas nos
comportamentos defensivos. Em primeiro lugar, destacam-se 0 sistema septo-
hipocampal (S-H; McNaughton e Gray, 2000) e a amigdala. Ambos serviriam de
interface entre o neocortex e o sistema limbico subcortical. Tanto o sistema septo-
hipocampal quanto a amigdala recebem densas projecdes do cortex temporal
polimodal, onde se verifica a sintese das informacgfes colhidas pelos diferentes
sistemas sensoriais, bem como informa¢cfes sensoriais de natureza olfativa e
interoceptiva diretamente. A emocao relacionada a ativacdo destas estruturas seria a
ansiedade antecipatoria ou condicionada, relacionada a processos de aprendizado e

memoria.
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Tabela 1. Niveis de defesa, substrato neural e emocéo relacionada.

Perigo Estruturas Emocéo
d Reacao de defesa ¢
cerebrais
Potencial Avaliacao de risco/ Septo-hipocampo/ Ansiedade

InibicAo comportamental ~ Amigdala

Antecipado  Congelamento Amigdala/ Ansiedade
Periaquedutal antecipatéria
ventral

Esquiva Amigdala Ansiedade

condicionada

Distal Escape Hipotalamo medial Ansiedade

incondicionada

Proximal Fuga/Ameaca Periaquedutal Panico
defensiva/Ataque/ dorsal

Congelamento

Adaptada de Graeff e Zangrossi Jr., 2002.

Outras evidéncias indicam, no entanto, que as areas cerebrais propostas por
McNaughton e Gray (2000) ndo seriam as Unicas envolvidas na geracdo da
ansiedade. Assim, tem sido demonstrado que um conjunto de estruturas encefalicas
longitudinalmente organizadas, compreendendo além de partes da amigdala (Figura
2), a substancia cinzenta periaquedutal (SCP) em sua porcdo dorsal (SCPD),
determinados nucleos hipotalamicos, e interligado por vias nervosas ascendentes e
descendentes, também se constitui em substrato neural da ansiedade (Graeff, 1990;
Graeff et al., 1993). Este circuito coordenaria diferentes estratégias de defesa, como

a imobilidade tensa ou congelamento e os comportamentos de luta e de fuga. Por
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isso, essas regides foram denominadas areas encefélicas de defesa. Sua ativagédo
também evoca sensacfes extremamente desagradaveis (medo intenso, dor néo
localizada) no homem. Além disso, animais de laboratério aprendem rapidamente a
desligar a estimulacéo elétrica do hipotalamo e da SCPD. Por este motivo, Graeff
(1990) tem designado este circuito neural de sistema encefélico aversivo ou sistema
cerebral aversivo. As emoc0es relacionadas a ativacdo destas areas, de acordo com
a Tabela 1, seriam o panico e a ansiedade incondicionada (Graeff e Zangrossi Jr.,
2002).

Resposta de
estresse
Ativacéo do
\ % 80 HHA
Hipotalamo —a
Alivagdo do
( sistema narvose
F simpatico
e o Substincia 2
D ? W cinzenta Comportamenio
‘ periaquedutal de esquiva
P S;stlezr:\as 2 Aumento o
. m 12100105 w7 "2
e estado de alertz
Informacgao P, difusos
sensornal i
‘ | Nicleo
' centra

Amigdala

Figura 2. Controle da resposta de estresse pela amigdala (Figura adaptada de BEAR et al., 2008).

1.6. Eixo hipotadlamo-hipo6fise-adrenal (HHA) e transtornos de ansiedade

A amigdala e o hipocampo regulam o eixo HHA e a resposta de estresse de
forma coordenada. Do hipocampo (subculum) parte um neurocircuito que apresenta
como resposta final um efeito inibitério sobre o eixo HHA através do NPV (Ulrich-Lai
e Herman, 2009). Por outro lado, a partir de diferentes nucleos da amigdala (central,
medial e basolateral) partem trés vias que exercem acao estimulatoria sobre o eixo
HHA (Ulrich-Lai e Herman, 2009). E possivel, assim, afirmar que de maneira geral o
hipocampo inibe, enquanto a amigdala ativa o eixo HHA.

Com relagdo a ansiedade, sabe-se que tanto o eixo HHA quanto o eixo
simpatico adrenal sdo ativados pela ansiedade antecipatéria (Mason, 1975). A
secrecdo de glicocorticéides acompanha a ansiedade aguda e € adaptativa para a

execucao de respostas comportamentais de defesa (Schulkin et al., 2005). Por outro
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lado, ha evidéncias de que altas concentracfes de glicocorticéides, por periodos
prolongados, estejam relacionadas a quadros de depressdo e a ansiedade
patolégica (Gold e Chrousos, 2002). Tendo em vista que o hipocampo e a amigdala
regulam o funcionamento do eixo HHA €& possivel sugerir a hipotese de que
transtornos relacionados ao estresse sejam decorrentes ou de uma hiperatividade

da amigdala ou a uma diminuicao da atividade hipocampal (Figura 3).

Amigdala Hipocampo
+ . &
LW @ &

Corticosterona

Figura 3. Regulacdo coordenada do eixo hipotalamo-hipoéfise-adrenal pelo hipocampo e
pela amigdala (Figura adaptada de BEAR, et al., 2008).

De fato, tem sido observado que a exposicdo de forma continua a
glicocorticéides, como aquela que ocorre durante os periodos de estresse crénico
acarreta disfuncdo e morte de neurdnios hipocampais (Ruiz et al., 2007). Uma
variedade de eventos estressores, como contencdo (Watanabe et al., 1992), conflito
psicossocial (Magarinos et al., 1996), exposicdo a um predador, dentre outros, pode
dar origem a uma atrofia dos neurdnios hipocampais da area CA3 e em outras sub-
regides hipocampais, quando o estresse crénico é prolongado por cerca de 3 a 4
semanas (Sousa et al., 2000). Além disso, quando a atrofia dendritica encontra-se
presente em neurbnios hipocampais, déficits de memdria sdo observados (Conrad et
al., 1996).

A exposicdo a eventos estressores também parece acarretar diminuicdo na

neurogénese no giro denteado da formacdo hipocampal de adultos (Gould et
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al.,1998). Ademais, a administracdo cronica de glicocorticoides em animais de
laboratorio leva ao aumento das cavidades ventriculares e a diminuigdo no volume
hipocampal (Sapolsky, 2001), a semelhanca do que tem sido observado em
pacientes diagnosticados com transtornos de ansiedade ou depresséo (Lindauer et
al., 2006). Assim, a degeneracao do hipocampo parece criar um circulo vicioso, no
qual a resposta de estresse se torna mais pronunciada, levando a uma maior
liberacdo de cortisol e consequentemente maior dano ao hipocampo (Belanoff et al.,
2001).Disto resultariam os transtornos relacionados ao estresse mencionados
acima. E interessante observar que depressdo e ansiedade s&do frequentemente
acompanhados por reducao de habilidades cognitivas (Belanoff et al., 2001;Galderisi
et al., 2008), reducdo esta que também tem sido observada apds a administracdo
cronica de glicocorticéides (Lupien et al., 1994). Também tem sido demonstrado que
o tratamento crénico com drogas antidepressivas, utilizadas na clinica tanto para o
tratamento da depressdo quanto de diferentes subtipos de ansiedade (Nutt e
George, 1990), aumenta a neurogénese hipocampal em animais de laboratério
(Murray et al., 2008), revertendo, portanto os efeitos acarretados pelo estresse
cronico ou pela administragdo crénica de corticosterona, exibindo assim uma acao
protetora e reversiva dos danos causados ao hipocampo pelos glicocorticéides, em
especial na regido do giro denteado (Sairanen et al., 2005).

No que diz respeito a subtipos especificos de ansiedade patoldgica
encontrados na clinica, a hip6tese adotada sugere que 0S mMesmMOS pProcessos
neurobiologicos que regulam a ansiedade antecipatéria encontram-se envolvidos
com o TAG (Deakin e Graeff, 1991; Graeff, 2007): ambos envolveriam respostas
comportamentais de defesa a perigos distais ou apenas potenciais, a ativacao das
mesmas estruturas encefalicas (como a amigdala e o sistema septo-hipocampal) e
seriam acompanhados tanto por uma ativacdo do eixo HHA quanto do eixo
simpético-adrenal (Mason, 1975). Por outro lado, o TP seria acompanhado pelos
mesmos mecanismos que regulam a defesa contra a ameaca proximal (Graeff,
2007): ativacdo, em particular, do sistema hipotalamico medial e da substancia
cinzenta periaquedutal, e do eixo simpatico adrenal, ndo havendo, aparentemente
neste caso, ativacdo do eixo HHA. Esta observacédo é relevante, pois fortalece a
hipétese de que esses dois quadros clinicos, TAG e TP, diferem ndo apenas em

termos quantitativos, mas qualitativamente. Pois, tendo em vista que sofrer um
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ataque de péanico é uma experiéncia devastadora, possivelmente mais estressante
gue o TAG, era de se esperar que o eixo HHA fosse ativado em maior proporc¢éo do
gue na ansiedade, se ambos os quadros clinicos diferissem apenas em termos de
grau. Todavia resultados sugerem que ataques de panico espontaneos, assim como
os induzidos por agentes psicogénicos seletivos (tais como lactato e didéxido de
carbono), ndo ativam o eixo HHA (Graeff et al., 2005). O mesmo tem sido observado
em pacientes adultos com TP. Na verdade, pacientes com TP parecem responder
de forma reduzida a estressores leves (Battaglia et al., 1997; Stones et al., 1999).
Tem sido sugerida, assim, a ocorréncia de uma sub-sensibilizagéo do eixo HHA, ou
de um desacoplamento do eixo HHA do sistema noradrenérgico no caso do TP
(Battaglia et al., 1997; Stones et al., 1999). Assim sendo, o ataque de panico poderia
envolver uma resposta de emergéncia, na qual haveria liberacdo adrenérgica e
noradrenérgica, mas ndo tendo tempo suficiente para a ativacdo do eixo HHA
(Graeff, 2007).

Ensaios clinicos realizados com o teste de ansiedade experimental com
simulacdo do falar em publico (SFP) corroboram a hipétese descrita acima. Em um
estudo especifico, dados de cortisol salivar e de medidas de ansiedade obtidas pela
Escala Visual Analégica do Humor (EVAH) mostraram que a SFP parece ndo ativar
o eixo HHA, da mesma forma que os ataques de panico nao ativam o eixo HHA, ao
contrario da ansiedade antecipatéria e de quadros de TAG, que envolvem
aprendizado (Garcia-Leal et al.,, 2005). Assim, além das diferencas na
sintomatologia e na resposta farmacoldgica, ter-se-ia, portanto aqui, mais uma
diferenca neurobiolégica entre estes dois transtornos, TP e TAG: os dois quadros
afetariam de maneira distinta horménios do estresse. Enquanto a ansiedade
generalizada ativaria tanto o eixo HHA quanto o sistema simpatico adrenal, o panico,
por ser uma resposta emergencial, causaria acentuada ativagdo simpatica, alterando

pouco o eixo HHA.

1.7. Modelos experimentais de ansiedade: O labirinto em T elevado (LTE)

Modelos animais sdo muito utilizados na tentativa de se reproduzir, em
laboratério, determinados aspectos da ansiedade. As primeiras investigagfes sobre
o0 tema ansiedade utilizavam os modelos de resposta emocional condicionada ou

modelo de supressdo condicionada, proposto por Estes e Skinner (Graeff e
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Guimaraes, 2005), que consiste na apresentacdo de um estimulo aversivo, no caso
choque elétrico, quando o animal emite o comportamento de pressionar a barra
concomitante a apresentacdo de alimento. Entretanto, este modelo apresentou
problemas com sua validacdo farmacologica, uma vez que drogas ndo-ansioliticas
foram capazes de reverter a supressdo condicionada. Posteriormente, outros
modelos foram desenvolvidos, como o modelo de conflito de Geller e Blum (1970). A
auséncia de resposta destes modelos a ansioliticos ndo-benzodiazepinicos, somada
a interferéncia de aspectos motivacionais, como privacdo de agua e alimento, as
medidas de ansiedade, levaram ao desenvolvimento de modelos etologicamente
fundamentados, como o labirinto em cruz elevado (LCE).

O LCE (Handley e Mithani, 1985; Pelow et al., 1985) é um modelo animal de
ansiedade que se baseia no medo natural que ratos apresentam a espacos elevados
e abertos. Este modelo consiste de um aparato feito de madeira, constituido por dois
bracos abertos unidos perpendicularmente a dois bragos fechados, todo o conjunto
elevado a 50 cm do chdo. Embora tenha sido amplamente utilizado nos udltimos
anos, por apresentar vantagens como facil manuseio e o ndo envolvimento de outros
processos psicobioldgicos como a dor ou privacdo de agua ou alimentos, o LCE
parece ndo detectar consistentemente o efeito de drogas ndo benzodiazepinicas
(BZDs) (Handley e McBlane, 1993; Graeff e Zangrossi Jr, 2002). Esta inconsisténcia
tem sido atribuida ao fato do LCE ser um modelo misto, isto é, ndo distinguir entre
os diferentes subtipos de ansiedade existentes na clinica.

De fato, um comportamento definido operacionalmente como ansiedade em
um determinado modelo animal pode diferir daquele gerado por outros modelos (ou
mesmo de outros comportamentos gerados pelo mesmo modelo), no que se refere a
resposta as drogas, manipulacdes ambientais e substratos neurais correspondentes
(File, 1995; Graeff e Zangrossi Jr, 2002). Considerando o fato da ansiedade n&o ser
um fendmeno unitario, podendo ser subdividida em diferentes subtipos especificos
gue respondem diferentemente ao tratamento farmacolégico, o modelo do labirinto
em T elevado (LTE) foi desenvolvido (Graeff, et al., 1993; Viana, et al., 1994). Este
modelo objetiva primordialmente promover, em um mesmo animal, dois tipos de
respostas comportamentais de defesa: uma relacionada a inibicdo comportamental
(esquiva inibitéria) e uma relacionada a emissdo de uma resposta motora (fuga do

braco aberto do modelo). Em termos clinicos, tem sido proposto que essas duas
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respostas estdo relacionadas, respectivamente, a dois subtipos de ansiedade: o
TAG e o TP (Graeff e Zangrossi Jr., 2002).

A validacao inicial do modelo do LTE mostrou que compostos de trés classes
de ansioliticos - o agonista de receptores BZDs diazepam, o agonista 5-HT1A
buspirona, e 0 antagonista ndo seletivo de receptores 5-HT2 ritanserina, diminuem
as laténcias de esquiva inibitéria, sem alterarem as medidas de fuga do brago aberto
do modelo (Graeff et al., 1998). Evidéncias clinicas mostram que o TAG € sensivel a
estas classes de ansioliticos (Nutt e George, 1990), o que corrobora o pressuposto
de que a esquiva inibitéria dos bragos abertos do LTE esteja relacionada ao TAG.
Por outro lado, a administracdo cronica de compostos antidepressivos eficazes para
o TP, como a imipramina e fluoxetina, apresentou efeito panicolitico sobre a tarefa

de fuga do modelo (Teixeira et al., 2000; Poltronieri et al., 2003).

Além da validagdo farmacoldgica, foi também demonstrado que as diferentes
tarefas do modelo do LTE ativam estruturas distintas (Silveira et al., 2001). Utilizou-
se para isto andlise da imunorreatividade a proteina fos (fos-ir). Entretanto, este
estudo original foi conduzido sem a inclusdo do procedimento de pré-exposicao.
Mais recentemente o procedimento de pré-exposi¢cdo por 30 minutos a um dos
bracos abertos do LTE, um dia antes dos testes com o modelo, tem sido adotado
com o objetivo de potencializar a fuga do LTE, diminuindo as respostas a novidade
(Sena et al., 2003).

1.8. Estresse e ansiedade

Modelos animais tem sido largamente utilizados para estudar as
consequéncias do estresse sobre o comportamento. No entanto, resultados de
diversos estudos tem mostrado que as conseguéncias que o estresse pode ter sobre
respostas comportamentais de defesa ralacionadas a ansiedade séo conflitantes.
Por exemplo, evidéncias prévias mostram que o0 estresse agudo por restricdo
aumenta a ansiedade em trés diferentes modelos comportamentais de ansiedade: o
modelo do labirinto em cruz elevado, a retirada defensiva e a caixa de transicao
claro-escuro (Smagin et al., 1996; MacNeil et al.,1997; Harris et al., 2001; Morilak et

al.,, 2003). Estes modelos comportamentais sdo baseados em respostas
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desencadeadas frente a uma situacao de conflito e/ou comportamento de esquiva-
aproximacéo. Ou seja, se baseiam no medo natural que o animal tem de espacos
abertos ou locais iluminados, e na tendéncia de exploracdo de novos ambientes
(Archer, 1975; Pellow et al., 1985; Crawley, 1985). Por outro lado, a exposi¢ao
prévia ao estresse brando ndo altera o comportamento dos animais no modelo do
ocultamento defensivo (Broekkamp et al., 1986), que mede a aversao a introducao
de um objeto invasivo na gaiola do animal (Chotiwat e Harris, 2006).

Mais recentemente, um estudo (de Paula Soares et al., 2001) realizado no
modelo do labirinto em T elevado (Viana et al., 1994; Zangrossi e Graeff, 1997,
Teixeira et al.,2000; Poltronieri et al., 2003), um modelo que permite a avaliacdo de
duas respostas comportamentais de defesa distintas no mesmo rato — esquiva e
fuga -, mostrou que a restricdo (de maneira semelhante ao choque escapavel e ao
nado forcado) facilitou a resposta de esquiva, mantendo inalteradas as respostas de
fuga. Este dUltimo foi apenas prejudicado pela exposicdo prévia a choques
inescapaveis nas patas.

Uma possivel explicacdo para estes resultados discrepantes pode encontrar-
se nao apenas na magnitude do estressor utilizado, mas no tipo de comportamento
ansioso avaliado. Como previamente mencionado (Graeff e Zangrossi, 2002),
diferentes respostas comportamentais de defesa medidas pelos modelos animais
podem diferir ndo apenas na forma como respondem ao tratamento farmacolégico e
a manipulagbes ambientais, mas também com base nos substratos neurais que
ativam. Com relacdo a este Ultimo ponto, é importante mencionar que 0S
mecanismos neuronais responsaveis pelas diferentes consequéncias do estresse
em modelos animais de ansiedade ainda necessitam ser investigados (Shin e
Liberzon, 2010).
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivos gerais

Levando em consideracdo as evidéncias expostas anteriormente, o objetivo
geral do presente trabalho foi investigar as respostas comportamentais e mapeatr,
através da andlise de imunorreatividade a proteina fos (fos-ir), areas ativadas pela
exposicao de ratos Wistar machos néo estressados e submetidos ao estresse agudo
por restricdo e as tarefas de esquiva e fuga do LTE. Para os testes com o LTE,

utilizou-se a inclusao do procedimento de pré-exposicao.

2.2. Objetivos especificos

Diante dos objetivos gerais descritos, tem-se como objetivos especificos:

- Analisar as respostas comportamentais de defesa de ratos ndo estressados,
submetidos ao procedimento de pré-exposicao, e testados nas tarefas de esquiva e
fuga do LTE;

- Analisar as respostas comportamentais de defesa de ratos estressados e testados

nas tarefas de esquiva e fuga do LTE;
- Mapear em animais nao estressados, através da analise de fos-ir, areas
relacionadas ao comportamento de esquiva e fuga do LTE, com a introducdo do

procedimento de pré-exposicao;

- Mapear em animais estressados, através da andlise de fos-ir, areas relacionadas

ao comportamento de esquiva e fuga do LTE;

- Analisar, através da dosagem de corticosterona sérica, a resposta neuroenddécrina

de estresse diante do estimulo agudo de restricdo adotado;
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3. MATERIAIS E METODO

3.1. Animais

Foram utilizados ratos Wistar, machos, pesando entre 250 g — 300 g,
provenientes do Centro de desenvolvimento de modelos experimentais para
medicina e biologia (CEDEME) da Universidade Federal de Sdo Paulo (UNIFESP).
ApOs sua chegada ao laboratério, os animais foram agrupados em caixas de
polipropileno de 32 cm x 40 cm e grade de ago inoxidavel, quatro animais por caixa.
Cada grupo experimental foi composto por oito animais.

Os animais foram mantidos em condicdes ambientais controladas: ciclo
claro/escuro de 12/12 h (com o periodo claro das 7:00 h 4s19:00 h) e temperatura de
22° + 1°C. Todos tiveram livre acesso a agua e racao para roedores (Nuvilab ®). Os
protocolos experimentais desenvolvidos encontram-se de acordo com 0s principios
éticos de experimentacdo animal adotados pelo Colégio Brasileiro de
Experimentacdo Animal (COBEA), e obtiverem aprovacdo do Comité de ética em
pesquisa (CEP) da Universidade Federal de S&o Paulo (Parecer do CEP n°.
1338/2011).

3.2. Aparelhos experimentais
3.2.1. Labirinto em T elevado (bracos abertos)

O LTE é um aparelho confeccionado em madeira, com trés bracos de iguais
dimensdes (50 x 12 cm). Um braco fechado, por paredes com 40 cm de altura,
localiza-se perpendicularmente aos bracos abertos opostos, 0s quais sao

circundados por acrilico transparente de 1 cm de altura, para evitar a queda dos

animais. Todo o aparelho encontra-se elevado a 50 cm do solo (Figura 4).
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Figura 4. Labirinto em T elevado. A porcédo hachurada representa o braco fechado do modelo.

3.2.2. Labirinto em T fechado

O labirinto em T fechado é um aparelho confeccionado em madeira, com trés
bracos fechados por paredes e que possuem iguais dimensdes (50 x 12 cm). Todo o
aparelho encontra-se elevado a 50 cm do solo (Figura 5). Este equipamento foi
utiizado como controle da atividade exploratéria dos animais e respostas a

novidade.

Figura 5. Labirinto em T fechado.

3.3. Procedimentos

Os testes comportamentais foram realizados em ambiente com temperatura
semelhante ao ambiente da guarda de animais, iluminacdo controlada (60 Lux) e
ruido de fundo providenciado por um exaustor, para evitar interferéncias sonoras

externas. Todos os procedimentos foram realizados no periodo da manha (8:00 h as
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12:00 h), pois esse horario € o mais adequado para se conseguir concentracées

mais baixas do horménio CCT (Mufioz-Abellan et al., 2009).

3.3.1. Procedimento de pré-exposicao

Foram formados 5 grupos experimentais: labirinto fechado, ndo estresse-
esquiva, nao estresse-fuga, estresse-esquiva, estresse-fuga. No dia anterior a
realizacdo dos testes comportamentais, 0s animais foram expostos a um dos bragos
abertos do LTE, por 30 minutos cada um individualmente. Tem sido observado
(Sena et al., 2003) que a pré-exposicao diminui as laténcias de fuga no dia do teste,
tornando essas medidas mais suscetiveis aos efeitos dos tratamentos

comportamentais ou farmacolégicos.

e B

Figura 6. Animais sendo pré-expostos ao labirinto em T elevado. Neste procedimento, o acesso ao
centro e ao braco fechado € obstruido, sendo possivel que dois animais sejam pré-expostos ao

mesmo tempo.

3.3.2. Procedimentos para as medidas no labirinto em T fechado e esquiva e

fugano LTE

Os animais submetidos ao labirinto em T fechado foram colocados na
extremidade distal do brago transversal do labirinto, com a cabeca voltada para o
centro do aparelho. Cronometrava-se, entdo, a laténcia de saida, com as quatro
patas, do braco fechado em direcdo ao centro ou aos outros bragos fechados
(Laténcial). Imediatamente apds sua saida, o animal era retirado do labirinto e

colocado em uma caixa, por 30 segundos. Em seguida, a mesma medida era

22



tomada por mais duas vezes consecutivas (Laténcias 2 e 3), com intervalo de 30
segundos entre elas.

Animais testados na tarefa de esquiva eram colocados na extremidade distal
do braco fechado do LTE, com a cabeca voltada para o centro do aparelho.
Cronometrava-se, entdo, a laténcia de saida, com as quatro patas, do brago fechado
em direcdo ao braco aberto (laténcia basal). A mesma medida era tomada por mais
duas vezes consecutivas (laténcias de Esquiva inibitéria 1 e 2), com intervalo de 30
segundos entre elas.

Para as medidas de fuga, o animal era colocado na extremidade do braco
aberto e cronometrava-se o tempo de saida deste bragco com as quatro patas (Fuga
1). Esse procedimento também era repetido por mais duas vezes consecutivas, com
intervalos de 30 segundos entre elas, para a aquisicdo das medidas de Fuga 2 e
Fuga 3.

Para todos os grupos, o tempo maximo do animal em cada uma das medidas

foi de 300 segundos.

3.3.3. Procedimento de estresse agudo

Os grupos estresse-esquiva e estresse-fuga passavam pelo procedimento de
restricdo por 30 minutos, 30 minutos antes da exposicdo as tarefas de esquiva e
fuga do LTE. Os animais eram imobilizados em um tubo de acrilico transparente com
dimensdes internas de 210 mm x 55 mm, e ventilagdo na extremidade cranial e na
regido dorsal. O tubo possuia na extremidade caudal uma regido removivel utilizada

para a colocacéo e retirada do animal (Figura 7).
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Figura 7. Tubo de acrilico utilizado para o procedimento de restricdo (Adaptada de Padovan e
Guimaraes, 2000).

3.4. Procedimentos histoldgicos

ApOs a realizacdo dos testes comportamentais, 0os animais receberam
overdose de anestésico e foram perfundidos intracardiacamente para retirada dos

encéfalos para posterior analise de imunorreatividade a proteina fos.

3.4.1. Perfusao e microtomia

Os animais foram sacrificados entre 90 e 120 minutos ap0s o0s testes
comportamentais, tendo em vista que a imunorreatividade a proteina fos em
resposta a qualquer estimulo, atinge seu pico maximo de resposta entre 20 a 120
minutos apos o estimulo estressor (Bullitt, 1990; Imaki, et al., 1994; Titze-de-
Almeida, et al., 1994; Cole e Sawchenko, 2002).

Os animais foram anestesiados profundamente por meio de uma injegédo
intraperitoneal de 1 ml/Kg de cetamina/xilasina 3:1 (cloridrato de cetamina a 10% e
cloridrato de xilasina a 2% - Syntec do Brasil Ltda — Fabricante: Rhobifarma inddstria
farmacéutica Ltda, Hortolandia — Sao Paulo - Brasil). A perfusdo dos animais foi
realizada com o auxilio de bomba peristaltica, onde uma canula foi inserida no apice
do coracdo (ventriculo esquerdo) e o atrio direito foi perfurado. A perfusdo foi
iniciada com 100 ml de solucédo salina a 0,9% por 1 minuto, seguida da solugéo
fixadora de paraformaldeido 4% em agua (pH 9,5 a 4°C) por cerca de 25 minutos.
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Os encéfalos foram retirados e pés-fixados durante 1 h no mesmo fixador a
4°C, e colocados em solugdo de sacarose a 20 % em tampdo fosfato de sédio (PBS)
pH 7,4, durante 24 h. Os encéfalos foram seccionados em cortes frontais de 30 pym
em criostato (5 séries de cada encéfalo), colocados em solucdo anti-congelante na
concentracdo de 30% (sacarose, diluida em uma solugdo de PBS, etilenoglicol e
agua destilada) e mantidos em freezer a —20°C até serem utilizados na reacéao de

imunoistoquimica para proteina fos.

3.4.2. Imunoistoquimica para proteina fos

O método de identificacdo da proteina fos foi realizado com o objetivo de
avaliar a atividade neuronal nas regifes encefélicas envolvidas com as respostas
comportamentais de defesa investigadas. Os neur6nios respondem a estimulos
extracelulares através da expressdo de certos genes de resposta imediata. Por
exemplo, a transcricdo da proteina fos a partir do gene c-fos, esta entre as primeiras
proteinas a aparecerem. O rapido acumulo desta proteina, combinado com métodos
imunoistoquimicos, pode oferecer a possibilidade de detec¢céo do nivel de atividade
neuronal. Sendo assim, a analise da imunorreatividade a proteina fos foi utilizada
neste estudo como um marcador da atividade neuronal em areas envolvidas na
resposta a estimulos estressores (Bullitt, 1990; Titze-de-Almeida et al., 1994). Para o
desenvolvimento da técnica, as secc¢des foram retiradas da solucéo anti-congelante,
lavadas em solucéo tampéo de fosfato de potassio (KPBS) e para a neutralizacéo da
peroxidase enddégena, lavadas por 15 minutos em solucéo de peréxido de hidrogénio
(H20,) a 0,3% em uma mistura de KPBS e Triton X-100 na proporcédo de 0,003%.
Apds serem lavadas em KPBS, foram pré-incubadas por 60 minutos em uma
solucéo de soro normal de cabra a 2% (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, Estados
Unidos) e Triton X-100 diluidos em KPBS. Em seguida, as séries foram incubadas
em anticorpo primario anti-fos produzido em coelho (EMD Chemicals, San Diego,
Califérnia, Estados Unidos), diluido em KPBS e Triton X-100 em uma concentracao
de 1:20.000, sob agitacdo constante, a 4°C, durante 48 h. Foram entéo retiradas da
solucdo do anticorpo primario e lavadas em KPBS a temperatura ambiente. A
detecgcdo do anticorpo primério foi obtida pelo método da imunoperoxidase indireta
usando o complexo avidina-biotina (Vectastain — Kit ABC, Vector laboratories,

Burlingame, California, Estados Unidos) (Hsu e Raine, 1981), sendo as seccdes
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colocadas em solucdo de anticorpo secundario biotinilado (imunoglobulinas G
conjugadas a biotina) anti-coelho produzido em cabra (Vector laboratories,
Burlingame, Califérnia, Estados Unidos) a uma concentracdo de 1:1000, diluido em
uma mistura de KPBS e Triton X-100, sob agitacdo constante a temperatura
ambiente por 60 minutos. Apos serem lavadas em KPBS, foram mergulhadas em
uma solugcao de avidina e em uma solucdo de biotina peroxidase (Vectastain — Kit
ABC, Vector laboratories, Burlingame, California, Estados Unidos), alternadamente,
diluidas em KPBS a uma concentracdo de 1:500 em temperatura ambiente por 60
minutos. Apdés serem lavadas em KPBS, a reacdo imunoistoquimica foi revelada
utilizando-se a 3,3'diaminobenzidina tetrahidrocloreto (DAB 0,05%, Sigma-Aldrich,
St. Louis, Missouri, Estados Unidos) e H,O, (0,01% - Synth, Diadema, Séo Paulo,
Brasil) durante 10 minutos. Apos o término das reacfes e devidas lavagens, 0s
cortes histologicos foram montados em laminas gelatinizadas e posteriormente

corados pelo método de Nissl.

3.4.3. Coloracao pelo método de Nissl e analise microscoépica

Para a coloragdo, os cortes foram montados em I|aminas histolégicas
gelatinizadas e o corante utilizado foi tionina 0,25% (Sigma-Aldrich, St. Louis,
Missouri, Estados Unidos) para evidenciar a citoarquitetura do tecido nervoso e a
identificacdo de nudcleos e/ou tratos. O procedimento para coloracao foi feito por
meio de série etandlica decrescente, imersdo no corante tionina por 30 segundos e
posterior passagem em série etandlica crescente. Por fim, a cobertura dos cortes
histoldgicos foi feita por laminulas usando o meio de montagem DPX (Sigma-Aldrich,

St. Louis, Missouri, Estados Unidos).

3.4.4. Contagem de células imunorreativas

Os resultados foram analisados em microscopio Axio Observer D1- Zeiss
(Carl Zeiss, Gottingen, Alemanha). A nomenclatura e a identificacdo das estruturas
encefélicas pesquisadas no estudo foram baseadas no atlas de coordenadas
estereotaxicas de Paxinos e Watson (2009) e foi utilizada como referéncia a
coordenada antero-posterior: Bregma + 1,68 (cortex frontal), + 0,96 (septo
dorsolateral, septo latero-intermediario e septo ventromedial), - 1,80 (hipotalamo
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anterior), - 2,28 (hipocampo), - 2,92 (amigdala basolateral, amigdala basomedial,
amigdala lateral e amigdala medial), - 3,12 (hipotadlamo dorsomedial e hipotdlamo
ventromedial), - 7,56 (nucleo dorsal da rafe e nucleo mediano da rafe), - 7,68
(substancia cinzenta periaquedutal dorsolateral, substancia cinzenta periaquedutal
dorsomedial, substéncia cinzenta periaquedutal lateral e substancia cinzenta
periaguedutal ventrolateral), - 9,72 (locus ceruleus). As fotos das regifes encefalicas
de interesse foram obtidas e posteriormente a quantificacdo do nimero de células
imunorreativas para a proteina fos em campo claro foi realizada através do software
de contagem Image Pro-Plus 6.0 (Media Cybernetics, Inc., Silver Spring, Maryland,
Estados Unidos). Através deste software, as imagens de cada agrupamento
neuronal foram submetidas a contagem do numero de neurdnios marcados (cada
ponto contado e visualizado na imagem corresponde a um neurbnio — método
semiquantitativo), sendo padronizado um espectro de variagdo na cor da marcacao,
a partir de uma area com tamanho e formato criado visualmente pelo operador de
acordo com o formato da estrutura a ser analisada. O software tem o recurso de
salvar a area criada para que todos os animais sejam submetidos a contagem
bidimensional por uma area padronizada para cada estrutura. Foi utilizado o nimero

de 5 a 6 animais por grupo.

3.4.5. Procedimento para a realizacdo das dosagens de corticosterona (CCT)

Dois grupos independentes de animais, controle (animais que ndo passaram
pelo procedimento de restricdo) e grupo estresse (animais que passaram pelo
estresse por restricdo por 30 minutos), foram submetidos ao procedimento de
dosagem de CCT. Todos os procedimentos foram realizados no mesmo horério para
ambos os grupos (8:00 h as 12:00 h). Os animais controle foram mantidos por 30
minutos na mesma sala experimental onde o procedimento de estresse foi realizado
nos animais pertencentes ao grupo estresse. Imediatamente ap0s esse periodo, 0s
animais estressados que passaram pela restricdo por 30 minutos e 0s animais
controle foram decapitados e amostras de sangue foram coletadas em tubos com
EDTA e centrifugadas a 2800 rpm por 20 minutos a 4°C. As aliquotas do soro
obtidas apo0s centrifugacdo foram congeladas imediatamente e permaneceram

congeladas a -20°C até o momento das andlises. Para a dosagem da concentracao
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de CCT foi utilizado o Corticosterone Enzyme Immunoassay Kit (Assay Designs,
Piscataway, New Jersey, Estados unidos). As concentragbes de CCT foram
analisadas segundo protocolo descrito por Chu et al. (2007). Este experimento foi
utilizado como controle para investigar se 0 estresse por restricdo ativa o eixo HHA,

conforme descrito na literatura (Sterrenburget al.,2012).

3.5. Andlise estatistica

As laténcias de saida do T fechado ou do brago fechado/aberto do LTE
foram submetidas a analise de variancia de duas vias (ANOVA) para medidas
repetidas, tendo a tarefa (se T fechado, esquiva ou fuga do LTE) como fator
independente e as tentativas (laténcia de saida 1, 2 e 3) como fator dependente.
Para analisar o efeito das repeticbes em cada grupo experimental foi utilizada
ANOVA de uma via para medidas repetidas, seguida do teste post-hoc de Duncan,
guando indicado. O teste t de Student para medidas independentes foi utilizado para
realizar a comparacdo das laténcias de saida entre animais estressados e néo
estressados. Para verificar os efeitos do estresse sobre a imunorreatividade a
proteina fos foi utilizada ANOVA de uma via seguida do teste post-hoc de Duncan ou
teste t de Student para medidas independentes. Para a dosagem da concentracéo
sérica de CCT foi utilizado o teste t de Student para medidas independentes. Valores

de P < 0,05 foram considerados significativos.
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4. RESULTADOS

4.1. Testes comportamentais

A Figura 8 (painel esquerdo) mostra o comportamento dos ratos nédo
estressados e submetidos ao labirinto em T fechado e tarefas de esquiva e fuga do
LTE. A ANOVA de duas vias mostrou um efeito significativo das tentativas [F(2,44) =
15,80; P < 0,001], tarefas [F(2,22) = 28,63; P < 0,001] e da interacao tentativas
versus tarefas [F(2,22) = 28,63; P < 0,001]. A ANOVA de uma via para medidas
repetidas mostrou que as laténcias para sair do braco fechado do LTE (esquiva)
aumentaram no decorrer das tentativas [F(2,16) = 20,56; P<0,001], o tempo de
laténcia da ultima tentativa sendo significativamente maior do que o tempo de
laténcia da primeira tentativa (Duncan, P = 0,001). Por outro lado, a laténcia dos
animais para sair do brago aberto do LTE (fuga) diminuiu no decorrer das tentativas
[F(2,24) = 9,04, P = 0,001], a segunda (Duncan, P= 0,008) e a terceira tentativa
(Duncan, P= 0,003) sendo significativamente menores do que a primeira. Ndo houve

diferenca significativa entre as 3 laténcias de saida do labirinto em T fechado.

No painel direito da Figura 8 encontra-se ilustrado o comportamento no LTE
dos animais estressados. A ANOVA de duas vias mostrou um efeito significativo das
tentativas [F(2,28) = 30,23; P < 0.001], tarefas[F(1,14) = 46,68; P < 0,001] e
interacdo tentativas versus tarefas [F(2,28) = 32,64; P < 0,001]. A ANOVA de uma
via para medidas repetidas mostrou que as laténcias de saida do braco fechado do
LTE aumentaram ao longo das tentativas [F(2,14)= 31,45; P < 0,001], as laténcias
na segunda e na terceira tentativa sendo significativamente maiores do que na
primeira tentativa (P = 0,001). Por outro lado, as laténcias de fuga diminuiram ao
longo das tentativas [F(2,14)=5,14, P = 0,021], a laténcia da ultima tentativa (P

=0,007) sendo significativamente menor do que a da primeira.

Além disso, o teste t de Student para medidas independentes mostrou que
guando o grupo de ratos controle € comparado com o grupo de ratossubmetidos a
estresse, eles apresentammaior tempo de laténcia na tarefa de esquiva 1 [t(8,44) = -

3,07;p= 0,014], embora néo haja diferenca significativa entre os grupos na laténcia
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basal [t(14,23) = 0,55; p = 0,587] ou na tarefa de esquiva 2[t(13,08) = -1,36;p=
0,209]. Igualmente o comportamento de fuga nao foi alterado pelo estresse(fuga 1:
[t(12,33) = 0,29; p= 0,776; fuga 2: [t(13,19) = - 1,09; p= 0,292]; fuga 3: [t(13.88) = -
0,17; p=0,866]).

Testes comportamentais - Labirinto em T elevado
300 - .
250 - 7
N
E % %% DLat%ncia1
E 150 ~ g %% Lat?ncfaE
E 00 | % %% @ Laténcia 3
| .
0 e &é . r—_&a;z_ -§%
T Fechado  Esquiva Fuga Esquiva Fuga
Néo estresse Estresse

Figura 8. Painel esquerdo: Laténcias (média + EPM) de saida do labirinto em T fechado (controle)
ou do brago fechado (tarefa de esquiva) ou aberto (tarefa de fuga) do labirinto em T elevado em trés
tentativas consecutivas (L1, L2 e L3) — ratos ndo estressados. Painel direito: Laténcias (média +
EPM) de saida braco fechado (tarefa de esquiva) ou braco aberto (tarefa de fuga) no labirinto em T
elevado em trés tentativas consecutivas (L1, L2 e L3) — ratos estressados. N = 8 — 9 animais por
grupo de tratamento. * P < 0,05 (teste de Duncan) comparado com L1 dentro do mesmo grupo; +P <
0,05 (teste t de Student para medidas independentes) comparado com a mesma tentativa no grupo

estresse.
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4.2. Imunorreatividade a proteina fos

A Tabela 2 (parte esquerda) apresenta as analises semiquantitativas de
imunorreatividade a proteina fos em diversas regides do encéfalo de ratos, apds as
medidas comportamentais, para 0s animais nao estressados. A ANOVA de uma via
mostrou diferenca significativa na imunorreatividade a proteina fos no cértex frontal
[F(2,15) = 10,47; P = 0,001], septo lateral-intermediario [F(2,15) = 5,52; P = 0,016],
amigdala basolateral [F(2,15) = 30,83; P <0,001], amigdala basomedial [F(2,15) =
8,59; P = 0,003], amigdala lateral [F(2,15) = 14,74; P <0,001], hipotalamo anterior
[F(2,15) = 20,63; P <0,001], hipotdlamo dorsomedial [F(2,15) = 5,65; P = 0,015],
hipotalamo ventromedial [F(2,15) = 4,98; P = 0,022], substancia cinzenta
periaquedutal dorsolateral [F(2,15) = 5,50; P = 0,016], nucleo dorsal da rafe [F(2,15)
=5,28; P =0,018] e locus ceruleus [F(2,15) = 9,25; P =0,002].

A andlise post-hoc (teste de Duncan, P < 0,05) indicou que os ratos nao
estressados submetidos a tarefa de esquiva no LTE apresentaram maior densidade
de imunorreatividade a proteina fos em comparacdo com o grupo controle no cortex
frontal (9A), no septo latero-intermediario (9B), na amigdala basolateral (9C), na
amigdala basomedial (9D), na amigdala lateral (9E), no hipotalamo anterior (10A),
no hipotalamo dorsomedial (10B) e no nucleo dorsal da rafe (10C). No cortex frontal
(9A), na amigdala basolateral (9C), na amigdala basomedial (9D), na amigdala
lateral (9E) e no hipotalamo anterior (10A), a imunorreatividade a proteina fos foi
também maior em relacdo ao grupo submetido a tarefa de fuga.

Nao houve diferenga significativa na imunorreatividade a proteina fos entre o
grupo nao estressado submetido a tarefa de esquiva e o grupo controle no septo
ventrolateral, no hipocampo (corno de Amon e giro denteado), na amigdala medial,
no hipotalamo ventromedial, na substancia cinzenta periaquedutal dorsomedial, na
substéancia cinzenta periaquedutal dorsolateral, na substancia cinzenta periaquedutal
lateral, na substancia cinzenta periaquedutal ventrolateral, no nucleo mediano da

rafe e no locus ceruleus.
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Tabela 2. NUmero de células imunorreativas a proteina fos em diferentes regides do encéfalo de

ratos ndo estressados e estressados, por areas pré-determinadas (média £+ EPM).N = 5 - 6 animais

por grupo.
ESTRUTURA NAO ESTRESSADO ! ESTRESSADO
Controle Esquiva Fuga . Esquiva Fuga
1
1
Cortex frontal 162+47  81,8+162" 356+6,3 1 312,0+72,4 225,6+35,4
1
Septo dorsolateral 12,0+ 1,0 272+75 32,8462 | 100,3+41,5 93,5+ 232
1
Septo latero-intermediario 130454 38,5+6,8° 25,0+3,7 i 99,1+ 33,5 128,8 £ 19,1
1
Septo ventrolateral 20,0£35 23,0+ 4,4 38,2483 | 124,7 33,6 162,3 + 29,4
Hipocampo (Corno de E
Amon) 52+0.7 57+26 14,8+7,9 ! 257+74 48,3 + 10,6
1
Hipocampo (Giro '
denteado) 17,8 + 3,4 6,8+2,1 38,2 + 16,4 | 57,8+14,6 100,8 + 22,0
1
Amigdala basolateral 115+10 58575 183+24  1127,5+151° 66,5+ 11,3
. . 1
Amigdala basomedial 155+16  30,0+38°%" 160+26 ! 99,3%159 60,7 + 14,3
1
Amigdala lateral 130+24 47875 253+10 | 868100 80,6 +11,3
1
Amigdala medial 12,3+0,8 92+1,6 12,6 +3,9 | 775£129 84,0+ 18,6
. . . 1
Hipotalamo anterior 19,0+ 2,4 46,3+5,2%" 17,323 1117,5+ 13,3 78,3+ 13,5
. 7 . 1
Hipotalamo dorsomedial 292+51 129,5+33,3°  104,3+17,7° ' 366,81+ 63,9 350,8 + 49,1
. , . !
Hipotalamo ventromedial 185+2,9 39,3+10,8 552+88°  |231,2£592 2122 +16,1
Substancia cinzenta '
1
periaquedutal dorsomedial !
22,7+2,4 26,554 41,4+7,2 ' 136,3 £ 34,6 107,0 + 21,4
Substancia cinzenta E
periaquedutal dorsolateral b |
26,2+35 28,3+4,9 49,5+7,4% ' 99,2 +20,1 105,5 21,2
Substancia cinzenta |
1
periaquedutal lateral '
262+4,1 47,0+13,7 46,5+11,5 | 120,2 + 23,5 90,8 + 13,3
1
Substéancia cinzenta '
periaquedutal ventrolateral |
428+75 56,5+ 14,8 58,3+ 11,7 11195+ 16,9 140,3 + 17,4
, 1
Nucleo dorsal da rafe 20,2 +3,0 40,2 +6,2° 285+31 '100,3+7,3" 60,5+ 6,6
1
Nicleo mediano da rafe 302+5,6 35,6+7.3 31,3455 | 89,0%10,2 62,3+7,9
1
Locus ceruleus 145+1,3 125+1,8 207+11* ' 40,7+39 48,0+6,3

#P<0,05, em relagdo ao labirinto em T fechado (teste de Duncan).

P<0,05,em relacéo a outra tarefa no mesmo grupo (néo estressados: teste de Duncan; estressados: teste t de Student ndo

pareado).
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Figura 9. Fotomicrografias representativas das areas que apresentaram diferenca estatisticamente
significativa com relacdo a imunorreatividade a proteina fos (pontos escuros) em cortes coronais de
encéfalos de ratos ndo estressados. Tarefas de esquiva (coluna central) e fuga (coluna da direita) do
labirinto em T elevado, com seu respectivo grupo controle (coluna da esquerda). (A) cortex frontal, (B)
septo latero-intermediario, (C) amigdala basolateral, (D) amigdala basomedial, (E) amigdala lateral.

Escala: 300 um. (*) Fissura longitudinal do encéfalo.
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Figura 10. Fotomicrografias representativas das areas que apresentaram diferenca estatisticamente

significativa com relacdo a imunorreatividade a proteina fos (pontos escuros) em cortes coronais de
encéfalos de ratos ndo estressados. Tarefas de esquiva (coluna central) e fuga (coluna da direita) do
labirinto em T elevado, com seu respectivo grupo controle (coluna da esquerda). (A) hipotalamo
anterior, (B) hipotadlamo dorsomedial, (C) ndcleo dorsal da rafe. Escala: 300 um. (*) Terceiro

ventriculo; (**) Aqueduto cerebral.
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Para os ratos ndo estressados submetidos a tarefa de fuga, o teste post-hoc
de Duncan mostrou que houve aumento significativo na imunorreatividade a proteina
fos (P < 0,05) em relacdo ao grupo controle no hipotalamo dorsomedial (10B),
hipotalamo ventromedial (11A), substancia cinzenta periaquedutal dorsolateral (11B)
e locus ceruleus (11C). Na substancia cinzenta periaquedutal dorsolateral (11C) e no
locus ceruleus (11D), a imunorreatividade a proteina fos também foi
significativamente maior em relacdo ao grupo submetido a tarefa de esquiva.

N&o houve diferenca significativa na imunorreatividade a proteina fos entre o
grupo testado na tarefa de fuga em comparagcdo com o grupo controle no cortex
frontal, no septo dorsolateral, no septo latero-intermediério, no septo ventrolateral,
no hipocampo (corno de Amon e giro denteado), na amigdala basolateral, na
amigdala basomedial, na amigdala lateral, na amigdala medial, no hipotalamo
anterior, na substancia cinzenta periaquedutal dorsomedial, na substancia cinzenta
periaquedutal lateral, na substancia cinzenta periaquedutal ventrolateral, no nucleo
dorsal da rafe e no nucleo mediano da rafe.

Também nédo houve diferencas significativas na imunorreatividade a proteina
fos entre os grupos testados na tarefa de esquiva e fuga no cortex frontal, no septo
dorsolateral, no septo latero-intermediario, no septo ventrolateral, no hipocampo
(corno de Amon e giro denteado), na amigdala basolateral, na amigdala basomedial,
na amigdala lateral, na amigdala medial, no hipotadlamo anterior, hipotalamo
dorsomedial, hipotdlamo ventromedial, na substancia cinzenta periaquedutal
dorsomedial, na substancia cinzenta periaquedutal lateral, na substancia cinzenta

ventrolateral, no ndcleo dorsal da rafe e no nlcleo mediano da rafe.
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Figura 11. Fotomicrografias representativas das areas que apresentaram diferenca estatisticamente

significativa com relacdo a imunorreatividade a proteina fos (pontos escuros) em cortes coronais de
encéfalos de ratos ndo estressados. Tarefas de esquiva (coluna central) e fuga (coluna da direita) do
labirinto em T elevado, com seu respectivo grupo controle (coluna da esquerda). (A) hipotalamo
ventromedial, (B) substancia cinzenta periaquedutal dorsolateral, (C) locus ceruleus. Escala: 300 pum.

(*) Terceiro ventriculo; (**) Aqueduto cerebral; (***) Quarto ventriculo.
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A tabela 2 (direita) ilustra os resultados obtidos pela andlise quantitativa de
imunorreatividade a proteina fos em regides do encéfalo de ratos estressados que
passaram pelas tarefas de esquiva ou fuga no LTE. O teste t de Student para
medidas independentes mostrou que os animais estressados submetidos a tarefa de
esquiva no LTE apresentaram aumento na imunorreatividade a proteina fos na
amigdala basolateral [t(10) = 3,24; P = 0,009] (12A) e no nucleo dorsal da rafe [t
(4,05) =9,91; P =0,002] (12B) em comparacdo com 0 grupo que passou pela tarefa
de fuga. Nenhuma outra diferenca significativa foi detectada entre as duas tarefas

entre 0s animais estressados.

- ESQUIVA

IR T Sote 5 PN : RN
. ‘ P ” e A T ’ - w1 3
i ) * R IR g R
N \ a . 3
1_& TR “ : ALY SR ety

Figura 12. Fotomicrografias representativas das areas que apresentaram diferenca estatisticamente
significativa com relagdo a imunorreatividadea proteina fos (pontos escuros) em cortes coronais da
amigdala basolateral (A) e do nucleo dorsal da rafe (B) depois que os animais estressados foram
testados na tarefa de esquiva (coluna da esquerda) e fuga (coluna da direita) do labirinto em T
elevado. Escala: 300 um. (**) Aqueduto cerebral.
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4.3. Dosagem de corticosterona

A Figura 13 mostra as concentragfes séricas de corticosterona (ng/ml) dos

ratos nao estressados e estressados. O teste t de Student para medidas

independentes mostrou que 0S animais estressados apresentaram aumento

significativo na concentracao de corticosterona [t (6) = 4,73; P = 0,003].

DOSAGEM DE CORTICOSTERONA
600 - *
200 A+

400 A

300 4 OControle

Estresse

200 A

Corticosterona (ng/mL)

100 -

Figura 13. Medidas de corticosterona (ng/ml) dos ratos ndo estressados e dos ratos submetidos ao

procedimento de estresse por restricdo por 30 minutos. As barras representam a média £+ EPM de 5

animais ndo estressados e de 3 animais estressados. P< 0,05, teste t de Student para medidas

independentes.
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5. DISCUSSAO

Os resultados do presente trabalho mostram que diferentemente dos animais
submetidos ao modelo do labirinto em T fechado, os animais ndo estressados e 0s
animais estressados expostos ao LTE e testados na tarefa de esquiva levaram mais
tempo para deixar o braco fechado do labirinto ao longo das trés tentativas. Por
outro lado, os animais apresentam a tendéncia de deixar o bragco aberto do labirinto
(fuga) mais rapidamente ao longo das tentativas, indicando que ndo ha habituacéo
da tarefa de fuga. Os dados comportamentais obtidos estédo de acordo com estudos
anteriores (Viana et al.,, 1994; Zangrossi e Graeff, 1997; Teixeira et al., 2000;
Poltronieri et al., 2003, Silveira et al., 2001; Sena et al., 2003), que mostram que a
exposicdo ao braco aberto € crucial para o desempenho dos sujeitos experimentais
em ambas as tarefas do LTE.Nossos resultados comportamentais sugerem também
gue o estresse altera seletivamente uma resposta comportamental de defesa, a
esquiva, mantendo inalteradas as respostas de fuga. Esses resultados corroboram
evidéncias anteriores (De Paula Soares et al., 2011), que sugerem que a tarefa de
esquiva é mais suscetivel aos efeitos do estresse.

Os dados obtidos no presente trabalho também demonstram que diferentes
estruturas encefalicas sdo ativadas pela exposicdo dos animais as tarefas de
esquiva e fuga do LTE. Em um estudo anterior, Silveira et al., (2001) demonstraram
gue a tarefa de esquiva acarreta aumento na imunorreatividade a proteina fos na
amigdala central, no hipotdlamo anterior, no hipotalamo dorsomedial e no nucleo
mediano da rafe. Embora nossos dados confirmem que a tarefa de esquiva acarreta
uma ativacdo dos dois nucleos hipotalamicos, o presente trabalho ndo mostra
aumento significativo na imunorreatividade a proteina fos na amigdala central e no
ndcleo mediano da rafe. Sugere-se que essas diferencas sdo possivelmente devidas
a diferenca no procedimento experimental adotado. Em nosso trabalho, incluimos o
procedimento de pré-exposicdo dos animais por 30 minutos a um dos bracos
abertos do LTE, um dia antes dos testes com o modelo. Isto porque estudos mais
recentes sugerem que a pré-exposicdo diminui as laténcias de fuga no dia dos
testes, tornando essa medida mais fidedigna e mais suscetivel aos efeitos de
diferentes tratamentos farmacoldgicos (Sena et al., 2003). E possivel, portanto, que

0 procedimento de pré-exposicao tenha alterado o padrdo de imunorreatividade a
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proteina fos. As demais estruturas que apresentaram aumento na imunorreatividade
a proteina fos nos animais submetidos a tarefa de esquiva no LTE foram o cortex
frontal, septo latero-intermediario, amigdala basolateral e nucleo dorsal da rafe —
estruturas que tradicionalmente tém sido relacionadas a modulacdo da ansiedade.

De acordo com Gray e McNaughton (1987; 2001; 2004), o septo (incluindo
suas porcdes lateral e medial), juntamente com o hipocampo, é uma estrutura
central do chamado “Sistema de Inibigdo Comportamental” (SIC). O SIC é ativado
guando o animal é confrontado com uma ameaca que envolva 0 comportamento de
esquiva/aproximacao (por exemplo, quando colocado na porgédo distal do bracgo
fechado do LTE, o rato exibe um comportamento de esquiva/evitacdo em relacao ao
braco aberto aversivo). Nesses casos, a avaliacdo de risco é necesséria para lidar
com a possivel ameaca, enquanto a inibicdo comportamental reduz os riscos, no
caso de uma ameaca real. De acordo com essa linha de pensamento, a ansiedade
antecipatéria reflete um estado central decorrente da ativacdo do SIC. Gray e
McNaughton também propuseram que o0 cOrtex pré-frontal atua modulando a
atividade do sistema septo-hipocampal e que lesdes nessa area poderiam afetar a
inibicdo comportamental e a ansiedade antecipatoria (Gray, 1987; Gray e
McNaughton, 2001; McNaughton e Corr, 2004). De fato, um estudo anterior
realizado no LTE mostrou que lesdes da por¢cdo medial do cértex pré-frontal
ocasionam prejuizo das tarefas de esquiva sem alterar a tarefa de fuga (Blanco et
al., 2009). O mesmo resultado foi obtido com a administracdo do benzodiazepinico
midazolam no septo lateral (Viana et al., 2008).

A amigdala é composta por um aglomerado de nucleos heterogéneos,
funcionalmente e morfologicamente distintos, e que apresentam interconexdes
complexas (Tye et al., 1998). A estrutura tem sido relacionada tanto a deteccdo de
estimulos estressantes/ansiogénicos quanto a modulacdo de respostas adaptativas
a estimulos estressores (Shin e Liberzon, 2010; Ledoux, 1998; Ledoux, 2000;
Charney e Drevets, 2002). O complexo basolateral € composto pelo nucleo lateral,
pelo nucleo basal ou basolateral e pelo nicleo basomedial, que também é conhecido
como nucleo basal acessorio (Tye et al.,, 1998; Sah et al., 2003). O nucleo lateral
compreende a interface sensorial primaria da amigdala, recebendo estimulos
auditivos, visuais e somaticos provenientes do tdlamo e do cortex. Dessa forma, tem
sido proposto (Ledoux, 1998; Ledoux, 2000; Davis e Myers, 2002; Davis, 2006) que

0 nucleo lateral da amigdala € um local onde ocorre a convergéncia de diferentes
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tipos de estimulos sensoriais de natureza aversiva, condicionados e incondicionados
(é importante mencionar que no presente estudo a imunorreatividade a proteina fos
no nudcleo lateral da amigdala dos animais expostos a tarefa de fuga encontra-se
proxima a significancia estatistica: P = 0,07). As principais projecfes do nucleo
lateral sdo para o nucleo basolateral e basomedial e para o nucleo central da
amigdala (que se conecta com estruturas motoras, autonémicas e neuroenddcrinas,
relacionadas com a expressdo do comportamento de medo). Os nucleos basais
estabelecem conexdes generalizadas, projetando-se para a amigdala central e
lateral, e compartilhando projecfes reciprocas com o cértex pré-frontal (Ongur e
Price, 2000). Corroborando nossos resultados, estudos anteriores mostram que a
inibicio da amigdala basolateral através da administracdo de agonistas
benzodiazepinicos/GABAérgicos altera as respostas de esquiva no LTE, enquanto a
tarefa de fuga se mantém inalterada (Zangrossi et al.,1999; Bueno et al., 2005). Em
conjunto, esses resultados também chamam a atencdo para o papel preferencial da
amigdala basolateral na modulacdo do comportamento de esquiva a ameacas
potenciais ou distais, comportamento este relacionado a ansiedade antecipatoria e,
como sugerido por alguns autores (Deakin e Graeff, 1991; Graeff et al., 1996; Graeff
e Zangrossi, 2010), ao TAG (ver Tabela 1). Com relacdo a este ultimo aspecto, é
interessante mencionar que um estudo realizado com a técnica de ressonancia
magnética funcional (morfometria voxel-a-voxel) (Etkin et al., 2009) mostrou que
pacientes com TAG apresentam diminuicdo significativa das conexdes que a
amigdala basolateral estabelece com &reas corticais, quando comparados a
individuos saudaveis.

Diferentes nucleos do hipotalamo também tém sido relacionados a modulacéo
de respostas relacionadas a ansiedade. Corroborando resultados anteriores (Silveira
et al., 2001), no presente estudo o hipotalamo anterior e o hipotalamo dorsomedial
apresentaram maior imunorreatividade a proteina fos nos animais que foram
expostos a tarefa de esquiva do LTE. Esses dois nucleos, juntamente com o
hipotalamo ventromedial e o nucleo pré-mamilar dorsal, fazem parte da chamada
‘regido hipotaldamica medial defensiva” (Canteras, 2002). Os nucleos estao
interligados e parecem estar especialmente envolvidos com a integracdo de
respostas relacionadas ao medo inato (Canteras, 2002; Silveira e Graeff, 1992;
Shekhan e Keim, 1997; Shekhan e Keim, 2000; Santos et al.,, 2008). Estudos

anteriores tém demonstrado que a estimulacdo elétrica da regido hipotalamica
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medial induz o comportamento de fuga, mesmo comportamento apresentado
guando os animais encontram-se diante de um perigo iminente (Hess e Brugger,
1943; Fernandez de Molina e Hunsperger, 1962; Panksepp, 1971). Além disso, a
administracdo de agonistas glutamatérgicos no hipotalamo medial (Silveira e Graeff,
1992; Shekhan e Keim, 1997; Shekhan e Keim, 2000; Santos et al., 2008; Hess,
1943; Fernandez de Molina e Hunsperger, 1962; Panksepp, 1971, Bailley e DiMicco,
2001) e de antagonistas GABAérgicos (Schimitt et al., 1985) evoca um padrdo de
defesa similar. E importante salientar que no presente estudo a imunorreatividade a
proteina fos no hipotalamo ventromedial dos animais submetidos a tarefa de esquiva
apresentou um aumento proximo a significancia estatistica (Teste de Duncan, P =
0.09), quando comparada com a do grupo controle. Embora o estudo realizado por
Silveira et al. (2001) ndo tenha examinado o hipotalamo ventromedial, outro estudo
desenvolvido pelo mesmo grupo de pesquisa mostrou que a inativacao
farmacoldgica desta regido prejudica as tarefas de esquiva e fuga do LTE (Bueno et
al., 2007), evidéncias que vao no mesmo sentido dos resultados observados no
presente trabalho.

Outra estrutura ativada pela tarefa de esquiva do LTE foi o nucleo dorsal da
rafe. No estudo anterior realizado (Silveira et al., 2001), a imunorreatividade a
proteina fos nesta regido também apresentou aumento apds os animais terem sido
expostos a tarefa de esquiva, ndo atingindo, no entanto, significancia estatistica.
Contrariamente aos resultados obtidos do presente estudo, foi observada diferenca
significativa no nucleo mediano da rafe (Silveira et al., 2001), novamente sugerindo
gue o procedimento de pré-exposicao altera o padrdo de ativacdo das estruturas
encefélicas. De fato, os dados do presente trabalho sugerem que o nucleo dorsal da
rafe (e ndo o nucleo mediano) é uma das principais estruturas envolvidas com a
regulacdo do comportamento de esquiva. Apds a restricao, diferencas significativas
no padrdao de imunorreatividade a proteina fos foram encontradas apenas na
amigdala basolateral e no nucleo dorsal da rafe entre os animais que passaram pela
tarefa de esquiva e os animais que passaram pela tarefa de fuga. Assim, estas duas
estruturas parecem estar envolvidas com a mediacdo do efeito ansiogénico
acarretado pela restricao.

O nlcleo dorsal da rafe € o principal responsavel pela inervacdo
serotonérgica a estruturas prosencefalicas (Jacobs e Azmitia, 1992). Neurbnios

serotoninérgicos oriundos do nucleo dorsal da rafe de ratos se projetam para
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diversas estruturas relacionadas ao medo/ansiedade, como o hipotalamo dorsal,
amigdala e hipocampo (Lowry et al., 2005; Lowry et al., 2008). Além disso, o cortex
pré-frontal recebe uma densa inervacdo de neurbnios serotonérgicos provenientes
predominantemente do nucleo dorsal da rafe (Andrade, 2011). Quanto ao papel
desempenhado pela serotonina na ansiedade, Deakin e Graeff (1991, 1996 e 2000)
sugerem que o feixe prosencefalico medial que se origina do ndcleo dorsal da rafe e
inerva a amigdala e o coértex frontal relaciona-se a modulacdo de respostas de
esquiva frente a uma ameaca distal ou potencial. Como ja mencionado, essa
estratégia comportamental estd relacionada a ansiedade antecipatoria, e
possivelmente ao TAG (Gray, 1987; Gray e McNaughton, 2001; McNaughton, 2004;
Deakin e Graeff, 1991; Graeff, 1996; Graeff e Zangrossi, 2010). Por sua vez, a via
periventricular que parte do dorsal da rafe e se projeta para a substancia cinzenta
periaguedutal modula respostas inatas de fuga ou luta, desencadeadas frente a uma
situacao de perigo proximal (como por exemplo, a fuga do braco aberto do LTE), dor
aguda ou asfixia, reacdes possivelmente relacionadas ao TP (Deakin e Graeff, 1991;
Graeff, 1996; Graeff e Zangrossi, 2010).

As duas vias acima regulam respostas de defesa ao estresse agudo (uma
hip6tese que € corroborada pelos dados do presente estudo). Deakin e Graeff
sugerem ainda que a via que conecta o nucleo mediano da rafe ao hipocampo
promove resiliéncia a condi¢cdes de estresse crénico (Deakin e Graeff, 1991; Graeff,
1996; Graeff e Zangrossi, 2010). Esse mecanismo permite que o animal (ou a
pessoa) tenha uma vida relativamente normal, independente das adversidades
continuas que experimente. A depressao € deflagrada quando este mecanismo de
enfrentamento falha.

Corroborando os resultados do presente estudo, dados anteriores (Silveira et
al., 2001) mostraram aumento na imunorreatividade a proteina fos apds a tarefa de
fuga na substancia cinzenta periaquedutal dorsal (que no estudo anterior né&o foi
separada em colunas para andlise). E sabido que a substancia cinzenta
periaquedutal dorsal € uma das estruturas-chave envolvidas na modulacdo de
respostas relacionadas ao panico. Por exemplo, pacientes neurocirirgicos relataram
medo extremo e uma sensacao de morte iminente apds a estimulacao elétrica desta
regidao (Nashold et al.,1974). Além disso, a estimulacdo elétrica ou quimica da
substancia cinzenta periaquedutal dorsal em ratos provoca uma reacdo de fuga

explosiva que se assemelha a um ataque de panico (Jacquet e Squires, 1988;
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Fanselow, 1994; Graeff, 1991; Jenck, 1995). Em um estudo anterior, foi observado
que a ativacdo de receptores GABAA e GABAB da substancia cinzenta
periaguedutal prejudica as respostas de fuga no LTE (Bueno et al., 2005). Mais
recentemente, tem sido demonstrado que a estimulacdo elétrica profunda (deep
brain stimulation) da substancia cinzenta periaquedutal dorsolateral de ratos (mesma
estrutura marcada no presente estudo) e de uma das suas estruturas alvo, o
hipotalamo ventromedial (outra estrutura que também foi ativada pela tarefa de fuga
no presente estudo), acarreta saltos e fuga desgovernada, acompanhados por uma
forte ativacdo autonbmica (Lim et al., 2008), respostas que se assemelham as
observadas durante um ataque de panico.

Diferentemente dos nossos resultados, o estudo de Silveira et al. (2001) nao
mostrou aumento significativo na imunorreatividade a proteina fos em animais
submetidos a tarefa de fuga no hipotalamo dorsomedial e no locus ceruleus. Essas
diferencas indicam que a facilitacdo das respostas de fuga obtida a partir da
introducéo do procedimento de pré-exposicao (Teixeira et al., 2000; Poltronieri et al.,
2003; Sena et al., 2003) encontra-se possivelmente relacionada a ativacdo dessas
duas estruturas enceféalicas.

Como o hipotalamo medial e a substancia cinzenta periaquedutal dorsal, o
locus ceruleus tem sido relacionado a regulacdo de respostas de panico (Grove et
al., 1997; Sullivan et al., 2001; Singewald e Sharp, 2000; Szabo et al., 2000; Gallego
et al., 2010). A estrutura fornece inervagcdo noradrenérgica para diferentes regides
encefalicas, enviando projecdes, dentre outras estruturas, para o nucleo dorsal da
rafe, substancia cinzenta periaguedutal, hipotalamo anterior e amigdala (Espafia e
Berridge, 2006). A estimulacdo elétrica do locus ceruelus em macacos induz uma
série de respostas fisiolégicas e comportamentais que tem sido associadas ao TP,
como aumento da vigilancia, dilatacdo da pupila, piloerecdo, aumento da pressao
arterial e aumento da taxa respiratoria (Redmond, 1986). Por outro lado, les6es do
locus ceruelus geram diminuicdo de respostas emocionais frente a ameacas.
Estudos realizados com seres humanos também corroboram o envolvimento do
locus ceruelus com o TP. Por exemplo, a administracdo de ioimbina, um antagonista
de receptores a2-adrenérgicos, induz ataques de panico em pacientes com este
transtorno (Nutt, 1989; Gurguis e Uhde, 1990; Sullivan et al., 1999),
presumivelmente devido ao aumento da disponibilidade sinaptica de noradrenalina

como consequéncia do bloqueio de autorreceptores inibitérios (Sullivan et al., 1999).
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Mais recentemente, um estudo que utilizou a técnica de morfometria baseada em
voxel em 10 pacientes com transtorno do panico e em 23 individuos saudaveis,
mostrou que os individuos com TP apresentaram aumento no volume da substancia
cinzenta periaquedutal e em outras estruturas do tronco encefalico como o locus
ceruleus, o nucleo dorsal da rafe, a substancia nigra e a area tegumentar ventral
(Protopopescu et al., 2006).

As medidas de CCT sérica realizadas sugerem que a exposi¢cao ao estimulo
estressor acarreta aumentos na liberacdo deste glicocorticoide, possivelmente
devido a ativacdo do eixo HHA, observacdes que corroboram evidéncias prévias
(Newman e Soma, 2009; Buscardo et al., 2010; Sterrenburg et al., 2012). No
entanto, como a tarefa de esquiva foi facilitada pela restricdo, enquanto a tarefa de
fuga do LTE se manteve inalterada, nossos dados também sugerem que a resposta
de fuga - em termos clinicos associada ao panico (Viana et al., 1994; Zangrossi e
Graeff, 1997; Teixeira et al., 2000; Poltronieri et al., 2003; Sena et al., 2001) — ndo se
encontra relacionada a aumentos nas concentragcdes de CCT. Confirmando esta
observacéo, resultados obtidos recentemente por nosso grupo de pesquisa (Diniz et
al., 2011), mostraram que a administracdo crénica de CCT facilitou a tarefa de
esquiva, sem interferir com a tarefa de fuga do LTE. E interessante observar que
evidéncias clinicas sugerem que embora altas concentracbes de cortisol
acompanhem a ansiedade antecipatéria e o TAG, alteracdes no funcionamento do
eixo HHA e nas concentracdes de cortisol plasmatico ndo tem sido associadas a
ataques de panico ou ao TP (Klein, 1993; Coplan et al., 1995; Graeff, 2007; Graef et
al., 2005). Além disso, diferentes estimulos panicogénicos (por exemplo, lactato de
sédio e CO,) que podem de forma aguda ser o gatilho para o desencadeamento de
um ataque de panico, ndo geram aumentos na liberacdo de cortisol (Terleph et al.,
2006; Van Duinen et al., 2008). Assim, tem sido proposto (Klein, 1993; Coplan et al.,
1995; Graeff, 2007 e Graef et al., 2005) que além de diferencas na sintomatologia e
na resposta ao tratamento farmacoldgico, o TAG e o TP afetam diferentemente os
horménios relacionados ao estresse. Enquanto a ansiedade antecipatéria e a
ansiedade generalizada encontram-se associadas a ativacao do eixo HHA e do eixo
simpatoadrenal, um ataque de panico seria caracterizado como uma reacao
emergencial de medo, relacionada a ativacdo simpatica, mas com pouco efeito
sobre o eixo HHA. Os resultados apresentados no presente trabalho parecem

corroborar esta proposicéo.
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Finalmente, é importante ressaltar que diversos estudos tem demonstrado a
interacao entre serotonina e glicocorticoides na modulagéo de respostas a estimulos
estressores. Depois de atravessar a barreira hematoencefalica,a CCT atinge
diferentes regides encefélicas, incluindo o hipocampo, a amigdala, o nucleo
paraventricular do hipotalamo, o locus ceruleus e o nucleo dorsal da rafe (para uma
revisdo ver Lanfumey et al.,, 2008). Nesta Ultima regido, 0s receptores para
glicocorticéides parecem encontrar-se expressos exclusivamente em neurdnios
serotoninérgicos (Harfstrand et al., 1986; Fuxe, et al., 1987; Morimoto et al., 1996).
Diferentes estressores também atuam aumentando a sintese e liberacdo de
serotonina em diversas areas encefalicas (Pei et al., 1990; Clement et al., 1993;
Inoue et al., 1994). Além disso, estudos anteriores demonstram que a exposi¢cao a
eventos estressores, além de atuar aumentando as concentracdes de
glicocorticéides circulantes, ativa neurénios serotonérgicos do ndcleo dorsal da rafe,
aumentando a liberacdo de serotonina (Maswood, et al., 1998; Grahn et al., 1999;
Greenwood et al., 2003).

Sendo assim, € possivel sugerir que o efeito ansiogénico observado no
presente trabalho apds a exposicdo ao estresse agudo esta relacionado a um
aumento nas concentracdes de CCT, que subsequentemente ativaria receptores
glicocorticéides em algumas estruturas encefalicas, como, por exemplo, o nucleo
dorsal da rafe. Nesta estrutura, a ativacdo de receptores glicocorticéides promoveria
também a liberacdo de serotonina em estruturas prosencefélicas. Como proposto
por Deakin e Graeff (Deakin e Graeff, 1991; Graeff et al., 1996; Graeff e Zangrossi,
2010), o aumento da liberacdo de serotonina em estruturas prosencefalicas (como a
amigdala basolateral) facilitaria respostas de defesa a ameacas potenciais ou
distais, aumentando a ansiedade antecipatéria e contribuindo para a fisiopatologia
do TAG.
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6. CONCLUSOES

O estresse por restricdo aumentou significativamente as laténcias de esquiva
dos bracos abertos do LTE, gerando efeito ansiogénico. J& a tarefa de fuga se
manteve inalterada.

Diferentes estruturas encefalicas foram ativadas pela exposi¢cdo dos animais
as tarefas de esquiva (cortex frontal, septo latero-intermediario, amigdala
basolateral, amigdala basomedial, amigdala lateral, hipotalamo anterior, hipotalamo
dorsomedial, e nucleo dorsal da rafe) e fuga do LTE (hipotdlamo dorsomedial,
hipotdlamo ventromedial, substancia cinzenta periaquedutal dorsolateral e locus
ceruleus). No caso dos ratos que passaram pelo estresse por restricdo houve maior
ativacdo da amigdala basolateral e do nucleo dorsal da rafe nos animais submetidos
a tarefa de esquiva. Estas duas estruturas possivelmente encontram-se envolvidas
com a modulacao dos efeitos ansiogénicos gerados pela restricdo.

E por fim, o estresse por restricdo utilizado no presente trabalho foi capaz de
aumentar as concentracdes séricas de corticosterona, o que sugere que aumentos
nas concentracdoes de corticosterona acompanham os efeitos ansiogénicos deste

tipo de estresse.
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ABSTRACT

Results from a previous study show that rats exposed to acute restraint
display anxiogenic-like behavior, evidenced by facilitation of avoidance responses in
the elevated T-maze (ETM) model of anxiety. In contrast, escape responses were
unaltered by stress exposure. Since ETM avoidance and escape tasks seem to
activate distinct sets of brain structures, it is possible that the differences observed
with acute restraint are due to particularities in the neurobiological mechanisms
which modulate these responses. In the present study, analysis of fos protein
immunoreactivity (fos-ir) was used to map areas activated by exposure of male
Wistar rats to restraint stress (30 min) previously (30 min) to the ETM. Corticosterone
levels were also measured in stressed and non-stressed animals. Confirming
previous observations restraint facilitated avoidance performance, an anxiogenic
result, while leaving escape unaltered. Performance of the avoidance task increased
fos-ir in the frontal cortex, intermediate lateral septum, basolateral amygdala,
basomedial amygdala, lateral amygdala, anterior hypothalamus and dorsal raphe
nucleus. In contrast, performance of escape increased fos-ir in the ventromedial
hypothalamus, dorsolateral periaqueductal gray and locus ceruleus. Both behavioral
tasks also increased fos-ir in the dorsomedial hypothalamus. Restraint significantly
raised corticosterone levels. Additionally after restraint, fos-ir was predominantly seen
in the basolateral amygdala and dorsal raphe of animals submitted to the avoidance
task. This data confirms that different sets of brain structures are activated by ETM
avoidance and escape tasks and suggests that acute restraint differently alters ETM

behavior and the pattern of fos activation in the brain.
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