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RESUMO

VICTORIA, Edna Constanza Gémez, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, julho
de 2013. Resposta psiconeuroimunoldgica ao estresse créonico moderado em
fémeas de ratos (Rattus Norvegicus). Orientadora: Marlene Isabel Vargas Viloria.
Co-orientador: Joaquin Hernan Patarroyo Salcedo.

O conceito de estresse que evolucionou desde sua origem como resposta
inespecifica, hoje se considera um fendmeno psicobiol6gico complexo de alarme e
adaptacdo que permite ao organismo fazer frente a situacbes de perigo. A vida
adulta é mais vulneravel a situacdes de estresse porque sua resposta a este, vai
diminuendo com a idade. O estresse produz a ativacdo de varios sistemas
fisiologicos, incluindo o eixo hipotalamo-pituitaria-adrenal (HPA), o sistema nervoso
autbnomo e o sistema imune; ativando a resposta psiconeuroendocrinoimunologica
gue permite aprofundar na interagcdo entre o0s trés supersistemas e assim
compreender melhor as bases biologicas deste processo. Atualmente esta bem
estabelecida que existam diferencias de género na prevaléncia do estresse, sendo
as mulheres as mais resistentes que os homens, sugerindo que 0s estr0genos
desempenham um papel importante na etiologia do estresse assim como seu
possivel tratamento. Para se avaliar o efeito do estresse sobre a vida adulta, foi
aplicado um modelo de estresse crébnico moderado em fémeas de Rattus
norvegicus. Vinte e cinco animais foram divididos em cinco grupos. Sendo o controle
(C), estresse (E), estresse associado a um desafio imunolégico (E+D), estresse com
uso de GH (E+S) e estresse com glicocorticoide (E+G). O experimento teve uma
duracdo de 28 dias, com aplicacdo de estressores variados em dias alternados, 0s
estressores utilizados foram: o calor, o frio, o isolamento, a contencdo por 20
minutos, privacado de agua e comida, inclinacdo da gaiola 45° e iluminagcédo noturna.
Ao final do experimento, os animais foram eutanasiados e foi coletado material para
analise. Os animais estressados apresentaram diminuicdo de peso corporal e sinais
clinicos de doenca (conjuntivite, pneumonia e alopecia) como consequéncia do
aumento de glicocorticoides. Foram analisadas histologica e morfometricamente as

areas do hipocampo e do cortex pré-frontal medial (CPFm) apresentando alteracdes
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coincidentes entre estas areas dependendo dos tratamentos in vivo aplicados;
especialmente se apresento danos morfolégicos nas areas CA1, CA3, CA4 e GD do
hipocampo e nas camadas Il e 1ll do CPFm, concluindo que foram as mais afetadas
pelo estresse cronico. Nos tratamentos aplicados a GH e a saponina sugerem um
efeito neuroprotetor pela melhora na citoarquitetura e morfologia das camadas
celulares no hipocampo e CPFm. A andlise estatistica foi feita sobre medidas do
comprimento de cada regido do hipocampo (CAl, CA2, CA3, CA4 e GD), sendo
observada uma diferenca significativa maior na regido GD do grupo E+G. Finalmente
se avalio a expressao imunoistoquimica das proteinas de choque térmico, HSP 27 e
HSP 90 no hipocampo e o CPFm, apresentando uma expressdo basal baixa,
especialmente das HSP27 no CPFm e foi induzivel pelo estresse cronico
independente do tratamento no hipocampo; a HSP90 teve uma expressao rara e foi
dependente do tratamento aplicado, s6 expressando-se nos grupos E+D e E+G no
hipocampo e CPFm, deduzindo que por ser uma proteina constitutiva com a idade

diminui sua producéo.
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ABSTRACT

VICTORIA, Edna Constanza Gémez, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, July
2013. Psiconeuroimunolégica response to chronic mild stress in female rats
(Rattus Norvegicus). Advisor: Marlene Isabel Vargas Viloria. Co-advisor: Joaquin
Hernan Patarroyo Salcedo.

The concept of stress evolved from their origin as a nonspecific response, today is
considered a phenomenon psychobiological complex of warning and adaptation
enabling the body to confront danger. Adulthood is more vulnerable to stress
because their response to this, going decrescendo at the age. Stress produces the
activation of multiple physiological systems, including the hypothalamus-pituitary-
adrenal (HPA) axis, the autonomic nervous system and the immune system,
activating the response psychoneuroendocrineimmunological that allows deepen the
interaction between the three supersystems and thus better understand the biological
basis this process. Currently this well established that there are gender differences in
the prevalence of stress, and women are more resistant than men, suggesting that
estrogens play an important role in the etiology of stress as well as its possible
treatment. To evaluate the effect of chronic mild stress on adulthood, we applied a
model of chronic mild stress in female Rattus norvegicus. Twenty-five animals were
divided into five groups. Being the control (C), stress (E), stress associated with an
immune challenge (E+D), stress the use of GH (E+S) and glucocorticoid stress
(E+G). The experiment lasted 28 days, with the application of various stressors on
alternate days, the stressors were used: heat, cold, isolation, containment for 20
minutes, water and food deprivation, cage tilt 45 ° and night lighting. At the end of the
experiment, the animals were euthanized and samples for analysis. The stressed
animals showed a decrease in body weight and clinical signs of disease
(conjunctivitis, pneumonia, and alopecia) the effect of increasing glucocorticoids.
Were histologically and morphometrically areas of the hippocampus and medial
prefrontal cortex (mMPFC) showing changes coincident between these areas
depending on the treatments applied in vivo, especially if present morphological

damage in areas CAl, CA3, CA4 and DG of the hippocampus and the layers Il and
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Il of the mPFC, concluding that were most affected by chronic stress. The treatments
applied to GH and saponin suggest an improvement in the neuroprotective effect
cytoarchitecture and morphology of cell layers in the hippocampus and mPFC .
Statistical analysis was done on measuring the length of each region of the
hippocampus (CAl, CA2, CA3, CA4 and DG), with a significant difference in the
higher region of the GD group E+G. Finally evaluate the immunohistochemical
expression of heat shock proteins, HSP 27 and HSP 90 in the hippocampus and
mPFC, with a low basal expression, especially in the mPFC and HSP27 was
inducible by chronic stress regardless of the treatment in the hippocampus, the
HSP90 expression had a rare and was dependent on the treatment applied, only
expressing themselves in groups E+D and E+G in the hippocampus and mPFC,

deducing that to be a constitutive protein with age decreases its production.
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1 INTRODUCAO

“‘Mente saudavel no corpo saudavel”. a célebre frase de Hipdcrates (400
anos A.C) j& descrevia a associacdo entre as situacdes de estresse fisico e
psicolégico. Adicionalmente a pesquisa nos ultimos 20 anos tem demonstrado que a
interacdo entre o sistema nervoso central (SNC) e o organismo é muito mais
dindmica e complexa do que pensado, porque ha moléculas, a partir do sistema
imune (SI) que alteram as fungdes psicoldgicas e neuroldgicas tanto ao nivel central
como periférico, sugerindo que essa comunicac¢ao é bidirecional (HEIJNEN, 2000). A
estabilidade da vida esta constantemente ameacada por uma grande variedade de
estressores internos e externos, e, nestas circunstancias, mecanismos ativos para a
manutencado celular sdo necessarios para proteger a integridade do organismo
(MERAZ e BANUELOS, 2009).

Um paradigma central da investigacdo do estresse é que os “super
sistemas” nervoso, enddcrino e imunolégico se envolvem em multiplas interagdes
durante a resposta do corpo ao estresse agudo ou crénico. Cada sistema € também
vulneravel e responde a definidos estressores. Em resposta ao estresse, neuro-
hormonios, neurotransmissores, neuropeptidios e neurotrofinas estimulam uma serie
de respostas de adaptacdo. Estes tipicamente incluem alteracfes comportamentais,
cardiovasculares, metabdlicas, endocrinas e imunoldgicas que variam de
imunossupressdo a inflamacédo. Estes divergentes e, as vezes, aparentemente
efeitos contraditorios, refletem o papel duplo e multifuncional do sistema imunoldgico
tanto como um 6rgéo sensorial e efetor em resposta ao estresse (Paus et al., 2006).

A limitacdo da resposta ao estresse é claramente uma prioridade, todos os
vertebrados tem uma resposta de retroalimentac&o negativa que ao ser interrompido
pode ser acumulativa, causando que os glicocorticoides que sdo 0s principais
horménios durante o estresse produzam efeitos degenerativos no corpo e no
cérebro (MERAZ e BANUELOS, 20009).

O hipocampo € o primeiro alvo para os glicocorticoides e tem efeitos na
plasticidade e dano de neurbnios hipocampais especialmente nas regides CA3 e
GD. Os glicocorticoides podem chegar a modular a plasticidade sinaptica neuronal
em 30 minutos. Os horménios adrenais junto com os receptores NMDA e o0 aumento

1



de glutamato modulam as mudancas na formacéo sinaptica e na estrutura dendritica
assim como também regulam o volume do giro denteado (GD) durante o
desenvolvimento da vida adulta. O cortex pré-frontal medial € também um alvo para
estes hormonios de estresse, alterando a morfologia da camada 1l e i,
apresentando danos similares ao hipocampo pela sua conexado na “via tri-sinaptica”
(WELLMAN, 2001).

Atualmente esta bem estabelecida que existam diferencias de género na
prevaléncia do estresse, sendo as mulheres as mais resistentes que os homens; se
sabe atualmente que os estrégenos atuam como reguladores positivos na geracao
de novos neurdnios no hipocampo do cérebro adulto. A implicancia do estradiol no
controle da reatividade do eixo HPA ao estresse parece complexa, assim como a
influéncia reciproca do eixo HPA sobre o eixo gonadal. (VEGA et al., 2012). Os
estrogenos e a idade também modulam a producéo de hormdénio de crescimento
(GH), os quais se produzem endogenamente no hipocampo ajudando a
aprendizagem mediante a neogénese (DONAHUE et al., 2005).

A resposta celular mediante situacoes de estresse € uma resposta
adaptativa e constitui uma parte fundamental do processo evolutivo. Sendo assim,
um grande numero de genes encontra-se especificamente envolvidos com o
potencial de detoxificacdo celular quando na presenca de agentes nocivos. As
células apresentam variacoes fisiolégicas e morfolégicas apds o estresse: muitas
vias bioquimicas ficam comprometidas ou redirecionadas com consequente queda
no pH intracelular, decréscimo nos niveis de ATP, aumento nos niveis de célcio
citosolico, alteracdes na funcdo mitocondrial e em particular no mecanismo aerobico,
levando a uma maior dependéncia energética das células através do metabolismo
glicolitico (BORIN e NATALI, 2006). De forma geral como resposta celular ao
estresse se encontram as proteinas “heat shock proteins” (HSP) que séo
abundantes em todos os seres vivos, desde 0s microrganismos e plantas até o
homem. Algumas delas se encontram também nas células normais cultivadas, mas o
notavel é que suas concentracbes aumentam enormemente em situacfes de
estresse, protegendo a célula do dano produzido pelo estresse, mediante a unido a
proteinas parcialmente desnaturalizadas, dissociando agregados de proteinas e
regulando o dobramento correto e translocacao intracelular de novas proteinas

sintetizadas. O entendimento do funcionamento destes tipos de proteinas pode



ampliar o conhecimento de multiplas doengas no homem e possivelmente ter certo
papel como alvos terapéuticos (LATCHMAN, 2005).

O presente estudo foi desenhado para pesquisar sobre os efeitos protetores
e prejudiciais de esteroides adrenais e estrdgenos no cérebro, particularmente no
hipocampo e o CPFm. Aqui também discutiremos o tema da neuroprotecdo e do
valor potencial de estrégenos, GH e saponina como promotores da alostase e
aumento da resiliéncia ao dano neuronal como a presencia de HSP 90 e 27 como
proteinas de estresse, avaliando a sua expressao num modelo de estresse crdnico

moderado.



2 OBJETIVO

@)
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principal objetivo deste trabalho é avaliar a resposta

psiconeuroimunoldgica no sistema nervoso central (hipocampo e coértex pré-frontal

medial) de fémeas (Rattus norvegicus) entre 10 e 11 meses de idade, submetidas a

estresse moderado cronico, com aplicacao de tratamentos in vivo. Para este objetivo

principal, se derivam os seguintes objetivos especificos:

1.

3.

Verificar a expressao imunoistoquimica de proteinas de choque térmico
(HSP27 e HSP90) em ratas adultas, durante o processo de estresse
cronico e a influéncia do hormdnio de crescimento, saponina e

dexametasona em sua expressao.

Avaliar, mediante as coloracdes especiais na histopatologia do SNC
(Cresil Violeta, Nitrato de Prata e HeE), as mudancas morfologicas e
citoarquitetdnicas do hipocampo e cortex pré-frontal medial, em fémeas
adultas e o efeito do hormbénio de crescimento, saponina e

dexametasona, no processo de estresse cronico.

Analisar a morfometria e mudancas no hipocampo e cOrtex pré-frontal
medial, em ratas adultas durante o processo de estresse cronico e a
influéncia dos tratamentos in vivo aplicados (horménio de crescimento,

saponina e dexametasona).



3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Psiconeuroimunologia

A psiconeuroimunologia (PNI) é um campo cientifico interdisciplinar que se
dedica ao estudo dos mecanismos de interagcdo e comunicagdo entre o cérebro
(mente/conduta) e os sistemas responsaveis pela manutencdo homeostéatica do
organismo: 0s sistemas nervoso (central e autbnomo), imunolégico e
neuroendocrino, assim como suas implicacbes clinicas. Embora comumente
conhecida pelo nome de psiconeuroimunologia que deu o psicologo Robert Ader,
também ¢é conhecida como neuroimunoimodulacdo, neuroendocrinologia e
imunologia condutal (SOLOMON, 2001).

Desde ha 20 anos um grande numero de evidencias experimentais e clinicas
tem demonstrado a existéncia da uma comunicacdo constante e bidirecional entre o
sistema neuroendocrino e a resposta imunoldgica. Esta comunicacdo se denomina
“interagdes psiconeuroendocrinoimunologicas” (PNEI), mesmas que nos permitem
manter a homeostase ante os estimulos estressantes, tanto de tipo sistémicos:
lesdes tissulares, infecdes mediadas por bactérias virus e parasitas, como de tipo
psicologico, secundarios a percepcdo e processamento do estimulo por cada
individuo. As interacdes PNEI sdo uma complexa rede de moléculas mediadas por
citocinas, horménios e neurotransmissores e pelos receptores de moléculas que em
seu conjunto nos permitem manter a homeostase ante os estimulos estressantes,
tanto fisicos como psicologicos. O eixo hipotalamo-hipofise-adrenais (HHA) € a
coluna vertebral de estas interacfes. Quando estas interacfes estdo desreguladas,
as implicacdes clinicas que se podem apresentar abarcam aspectos fisicos e
condutais, que se apreciam em patologias tdo variadas como 0 estresse pos-
traumatico, a depressao, a esquizofrenia, a doenca de Alzheimer e transtorno de
alimentacdo como a anorexia. Estes quadros clinicos tém em comum um

componente inflamatdrio mediado pelas citocinas (PAVON et al., 2004).



Segundo Raison e Miller (RAISON e MILLER, 2001) a rede de conexdes que

entrelacam estes trés sistemas presentam uma alta complexidade, o que leva

dificuldades metodolégicas no estudo de suas interacdes presentando nos achados

experimentais uma baixa homogeneidade e sendo dificil sua replicacdo. As

evidencias proporcionadas pelos diversos trabalhos de investigagdo permitem

concluir:

a)

b)

d)

Que as células do sistema imune (Sl) expressam receptores para uma ampla
variedade de moléculas reguladas em parte pelo SNC: receptores alfa e beta
adrenérgicos, dopamina, serotonina, acetilcolina, histamina, GH, ACTH,
prolactina, CRH, sustancia P, VIP, somatostatina, hormbnio tiredideo,
encefalinas e endorfinas, vasopressina, esteroides adrenais, estrogenos e
progesterona, andrégenos, etc., cuja regulacdo vem condicionada por fatores de
timing e de idade dos sujeitos estudados.

Que a identificacdo de fibras do sistema nervoso central (SNC) nos tecidos
linfaticos (timo, medula 6ssea, ganglios ou bago) mostra a comunicacéo direita
entre 0 SNC e o0 Sl e este papel parece corresponder de modo significativo ao
sistema nervoso vegetativo.

Que as lesdes de regides do SNC nos estudos com animais levados a cabo na
década dos 60 evidenciam a regulacdo do Sl pelo cérebro. Lembremos as
lesdes no hipotalamo anterior que se acompanhavam de uma diminuicdo da
atividade de células assassinas (NK), as respostas a mitbgenos e antigenos e
nameros de células do baco e o timo.

Que outra evidencia de que existe uma conexdo entre 0 SNC e o Sl é que o0s
processos de aprendizagem sdo capazes de influenciar o Sl, condicionando 16,
seja potenciando 16 ou diminuendo 16 a partir das experiéncias da vida ou do
condicionamento Pavloviano. Todo isto conhecendo as dificuldades que
envolvem os fatores demograficos, a mensuracdo das condutas, o estilo de vida
ou a doenca que se estude, o método de selecdo da amostra poblacional e o
préprio método de investigacao basico (RAISON e MILLER, 2001).



3.2 O Sistema Nervoso Central

O nosso conceito de manutencdo imunodependente do cérebro (RON-
HAREL et al., 2008) é suportado por uma grande quantidade de provas acumuladas
na década passada, mostrando que as células periféricas do sistema imunoldégico,
através de sua direta ou indireta interagdo com a microglia residente e o infiltrando
mondcitos pelo sangue, contribuem para a renovacdo celular, melhorar a
sobrevivéncia neuronal e facilitar a restauracdo da homeostase do SNC sob doencas
neurodegenerativas (SCHWARTZ e ZIV, 2008).

A manutencdo imune dependente da plasticidade cerebral em condicdes
fisiologicas € mediada pela regulacéo positiva de substancias benéficas, incluindo o
fator neurotréfico derivado do cérebro (BDNF) (ZIV et al., 2006) e o fator-1 de
crescimento semelhante a insulina (IGF-1) (BUTOVSKY et al., 2005), melhorando a
capacidade sensitiva das células e a resposta aos varios desvios da homeostase
(GARG et al., 2008).

Em condi¢cdes neurodegenerativas, o sistema imunologico periférico pode
tentar reverter ou limitar os efeitos adversos do meio inflamatorio local (BUTOVSKY
et al., 2006; SIMARD et al., 2006).

O envelhecimento normal cerebral também € caracterizado por elevacédo nos
marcadores de ativacdo das microglias, em associacdo alteracdes estruturais e
alteracoes fenotipicas (CONDE e STREIT, 2006).

A maior parte dos danos depois de uma lesdo aguda ao sistema nervoso
central de mamiferos € causada pela progressiva degeneracdo secundaria dos
neurdnios adjacentes ao local da lesdo. A morte celular primaria provoca um
aumento na concentracdo de substancias fisioldgicas toxicas, tais como o glutamato
e os radicais livres e criam um ambiente hostil para os neurénios vizinhos, 0 mesmo
ocorre para as doencas neurodegenerativas; em que fatores priméarios de risco
incluem compostos autoenddégenos que se acumulam extracelularmente a niveis nédo
fisiol6gicos, as células que medeiam a atividade neuroprotetora imune sao linfécitos
T CDA4+ especificos para os antigenos do SNC (KIPNIS et al., 2002).

Estudos mostraram que tais células T autoimunes, controlam localmente a
micréglia residente e aumentam de forma temporal e espacial, controlando o
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infiltrando de mondcitos pelo sangue, ajudando-os a adquirir um fendtipo que os
permite combater condi¢oes degenerativas (SHECHTER e al., 2008).

A micréglia ativada e macréfagos removem as células mortas e os residuos
celulares, compostos toxicos tamponantes (tais como o glutamato e fatores de
crescimento de espécies reativas de oxigénio), produzindo o necessario para a
sobrevivéncia celular e a sua renovacédo, sem produzir inflamacdo associada a
compostos tais como o TNF-a, 6xido nitrico e ciclo-oxigenasse 2 g (GARG et al.,
2008).

3.3 Hipocampo

O hipocampo (do latim: hippocampus) é uma das principais estruturas do
cérebro humano e dos mamiferos. O nome foi determinado pelo anatomista do
século XVI Giulio Cesare Aranzio, que encontrou uma grande semelhanca entre a
forma do cavalo marinho o hipocampo. E uma estrutura marginal e de menor
complexidade em comparacdo da sustancia cinzenta cortical ou do I6bo temporal.
Por isto € composta, de uma parte de sistema limbico e a outra no arquicortex,
compondo junto ao subiculo e o giro dentado a chamada formac&o hipocampal.
Igualmente ao resto do cértex é uma estrutura emparelhada, com duas metades que
sdo imagens iguais nos dois hemisférios. Tanto nos humanos como em outros
primatas, o hipocampo se localiza no interior da parte media ou interna do I6bo
temporal, sub a superficie cortical. A forma de cavalo marinho é tipica de primatas,
mas em outros mamiferos como os ratos tem formas variadas, como de banana e se
encontra na parte superior do I6bo temporal (DUVERNOY, 2005).

O termo “hipocampo” € comumente utilizado para descrever conjuntamente
duas regides interligadas: o giro denteado (GD) e o hipocampo propriamente dito
(“Corno de Ammon”; CA). Ambos possuem uma organizagao interna trilaminada,
composta por dois tipos de células principais: as células granulares do giro denteado
e as células piramidais do Corno de Ammon, sendo estas divididas nos setores de
CAl, CA2, CA3 e CA4. Cada uma dessas regifes mantém um padréo organizado de
conexdes intrinsecas e extrinsecas, sendo que a principal aferéncia para o
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hipocampo origina-se no cortex entorrinal. As fibras que deixam o cortex entorrinal
(CE) em direc&o ao hipocampo constituem a chamada “via perfurante” e inervam os
dendritos das células granulares na regido da camada molecular do giro denteado
(GD). Os axdnios das células granulares (“fibras musgosas”) projetam-se para as
células piramidais da regido de CA3, que por sua vez emitem fibras para a regido de
CA1, constituindo a chamada “via colateral de Schaffer”. De CA1, as fibras projetam-
se para o complexo subicular e entdo para as camadas profundas do cOrtex
entorrinal. O circuito CE-GD-CA3-CA1 é tradicionalmente denominado “via tri-
sinaptica” e utiliza o glutamato como principal neurotransmissor (ARELLANO et al.,
2004).Dentro do sistema limbico hipofisiario-adrenal (LPHA) o hipocampo faz um
papel central, ja que é importante no funcionamento neuroenddcrino e contem uma
alta concentracdo de receptores para corticosteroides (MERAZ e BANUELOS,
2009).

Esta area tém dois tipos de receptores para esteroides adrenais: os de tipo |
para mineralocorticoides (MR), que tém afinidade, mas baixa capacidade para o
cortisol e estéo influenciados pelas flutuacdes diurnas do sistema de glicocorticoides;
e os receptores de tipo Il para glicocorticoides (GR), que tém uma baixa afinidade,
mas uma grande capacidade de unido ao cortisol. Estes receptores medeiam a
regulacdo do crescimento de ramas dendriticas nos neurbnios piramidais do
hipocampo (MERAZ e BANUELOS, 2009).

Os estudos com humanos sdo escassos, mas se tem investigado
amplamente em roedores, como parte do sistema cerebral responsavel pela
memoria espacial e a navegacdo. Muitos neurénios do hipocampo de rato
respondem como “células do lugar” ou células de posicao: isto €, que disparam
potenciais de acdo quando o animal atravessa por uma zona especifica de seu
entorno. As “células de lugar” do hipocampo interatuam amplamente com as “células
de orientacdo” da cabega, que atuam como modo de compasse inercial e também
com as “células grid” ou de rede, nas proximidades do cortex entorrial. A forma da
plasticidade neuronal conhecida como potenciacdo em longo prazo (LTP) foi
descoberta pela primeira vez no hipocampo e ainda é principalmente estudado nesta
estrutura. Estd muito relacionada a hipétese que a LTP é um dos mecanismos
neurais principais pelos que a memoria se armazena no cérebro (SQUIRE e
SCHACTER, 2002).



3.4 Cortex Pré-Frontal

O cortex pré-frontal, € uma regido do encéfalo, que se caracteriza por ter
uma aparicdo recente filogeneticamente, € dizer, s6 se ha achado de forma
desenvolvida em animais mais complexos como o0s vertebrados e em especial os
hominideos, incluindo o ser humano. A ubiquacdo no cérebro de esta area abarca
toda a parte anterior a partir da cissura central e tem sido dividida em distintas
regides que participam diferencialmente em processos cognoscitivos e emocionais.
Segundo estudos neuroanatomicos o CPFm do rato € considerado como a area
homologa do CPF dorsolateral em primatas (FUNAHASHI, 2006).

Nos ultimos anos, se iniciou a precisar a organizacado laminar ou das
camadas do cortex pré-frontal humano. O resumo dos principais achados sdo os
seguintes: a camada | é fina, com uma espessura de 11% total cortical. A camada Il
e também fina, facilmente identificavel, com uma espessura relativa cerca do 9%,
inclui células com formas piramidais e granulares pequenas. A camada lll € mais
extensa com um 31% de espessura relativa, as células mais superficiais séo
pequenas enquanto nos setores mais profundos da camada, o tamanho destas
células sdo maiores. A camada IV é fina entre 6% e 9% de espessura cortical total e
seus limites com as camadas Il e V sdo facilmente discernivel, contem predominio
de células granulares pequenas. A camada V possui uma espessura relativa de
17%, com predominio de células piramidais grandes; esta camada apresenta duas
subcamadas: Va e Vb e a densidade celular desta ultima subcamada € menor que a
primeira. A camada VI tem 23% de espessura relativa e incluem células piramidais
medias e fusiformes; suas bordas com a camada V sdo evidentes. As camadas Il e
Il sdo supragranulares e as camadas V e VI sdo infragranulares (BURITICA e
PIMIENTA, 2007). Em ratos a diferenciacéo entre as 6 camadas do CPF é complexa
e sO se distinguem sé quatro camadas: a camada I, ll/lll, V e VI (FUNAHASHI,
2006).

No funcionamento do cortex pré-frontal, uma importante sub-regido deste, se
ha relacionado de jeito diferente com respeito as partes que a compdem. As regides
dorsolaterais se hdo associado com as chamadas “fungdes executivas” que se

referem as caracteristicas que permitem dirigir nossa conduta até um final, isto é,
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atencao, planificacdo, sequenciacdo e reorientacdo sobre 0s nossos atos; enquanto
gue as regides orbito e ventromediais tem sido relacionadas com a avaliagao
emocional da informagéo e a toma de decisdes com base no significado emocional
dos objetos (GONZALEZ et al., 2006).

No rato o CPF se subdivide em trés areas principais: a lateral (areas insular
agranular dorsal (AID) e ventral (AlV)), orbital (localizada ventralmente ao corpo
caloso) e media. A sua vez, o cortex pré-frontal medial (CPFm) se divide em trés
areas (de dorsal a ventral): cingulada anterior (Cgl), prelimbica (PL) e infralimbica
(IL), embora ndo esteja claro a funcdo de estas subdivisbes no rato, estudos
recentes inferem do padréao de projecdes na zona PL e IL que a primeira participaria
mais nas funcées limbico-cognitivas (homologas ao CPF dorsolateral em primatas) e
a segunda controlaria as atividades viscerais-autbnomas ( homologas ao CPF
orbitomedial em primatas); enquanto a camadas celulares a ll/lll € a que pertence ao
CPFm. As funcbes do CPF estao intimamente ligadas a sua conectividade com uma
grande variedade de estruturas cerebrais e ndo podem compreender-se fora deste
contexto (PUIG et al., 2005).

O cortex pré-frontal tem sido implicado em muitas doencas relacionadas ao
estresse e esta envolvido nos principais processos cognitivos que sao influenciados
pelo estresse cronico, incluindo o condicionamento do medo e recuperacdo de
extingdo, junto com o deslocamento da atencdo, aprendizagem espacial,
reconhecimento e memoria de trabalho. A exposicdo a fatores de estresse resultam
numa variedade de alteracbes neuroquimicas no cortex pré-frontal. Por exemplo, o
estresse agudo aumenta o glutamato, dopamina e liberacéo de acetilcolina no CPFm
e prolonga a regulacdo serotoninérgica do GABAérgicos de iPSCs em neurbnios
piramidais pré-frontais através da acéo da proteina quinasse C. Além disso, o0 previa
exposicao ao estresse crénico diminui 0s niveis basais de dopamina aumentados no
CPFm (HOLMES e WELLMAN, 2009).
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3.5 Eixo hipotalamo-pituitaria-adrenal (HPA)

O eixo HPA é necessario para a adaptacao do organismo para as mudancas
do ambiente tanto interno como externo; funciona como um lagco neuroenddcrino,
inicia no nucleo paraventricular parvocelular medial (PVN), donde os neurdnios
sintetizam secretagogos de ACTH, horménio liberador de Corticotropina (CRH) e da
arginina vasopressina (AVP). Sem duvida a CRH e a AVP tém efeitos sinérgicos
sobre 0 aumento de ACTH na pituitaria, pois quando aumenta é transportada pela
circulacdo sistémica até o cortex adrenal onde promove a sintese e secrecdo dos
glicocorticoides (MERAZ e BANUELOS, 2009).

A comunicacgao entre os sistemas permite que o eixo HPA seja um sistema
integral que pode ser alterado e adaptar suas respostas ao tipo e duracdo do
estressor ao que um organismo é exposto (MERAZ e BANUELOS, 2009).

Os glicocorticoides tém um poderoso efeito catabdlico no organismo, que
controla a magnitude e duracdo da resposta ao estresse. Este controle é
acompanhado de um mecanismo de feedback negativo do eixo HPA a través do
hipocampo, hipotalamo, pituitaria e outros sitios; os esteroides podem limitar seu
préoprio aumento e assim terminar a resposta inicial de jeito eficiente, o feedback
negativo esta controlado primariamente pelo cérebro; no entanto como pode ser
visto, é provavel que nao seja s6 um locus no cérebro que realize esta funcao
(MERAZ e BANUELOS, 2009).

A limitacdo da resposta ao estresse é claramente uma prioridade. Todos os
vertebrados tém uma resposta de feedback negativo, que ao ser interrompido pode
ser acumulado, provocando que os glicorticoide produzam efeitos degenerativos no
corpo e cérebro (MERAZ e BANUELOS, 2009).

Por outro lado, os glicocorticoides promovem a glicogénese: ao incrementar
a pressao sanguinea suprimem aspectos das funcées imunes e reprodutivas, além
de, inibir a sintese e secrecdo de outros hormbnios endocrinos. O aumento
resultante das concentracdes de glicocorticoides produz alteracdes na regulacéo da
energia e do metabolismo (MERAZ e BANUELOS, 2009).
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3.6 Estresse

O estresse é um conceito importado da fisica, definido por Robert Hook no
século XVII para explicar a relagédo entre a carga ou forca exercida sobre um objeto
e a sua consequente deformacgdo, cujo resultado dependeria das propriedades
estruturais do objeto e das caracteristicas da forca (CARLSON, 2006). O termo de
estresse foi usado pela primeira vez por Hans Sele em 1936, para descrever aquela
situacdo em que fatores médio ambientais agressivos ou estressantes
desencadeiam uma resposta fisiolégica e de comportamento no individuo que tem
como finalidade preparar ao organismo para confrontar estes estimulos que se
apresentam ao interatuar com o médio ambiente (MERAZ e BANUELOS, 20009).

O estresse permite a adaptacdo do organismo a novas exigéncias do mundo
exterior. Ante as mudancas ambientais, 0 organismo produz uma cadeia de
respostas fisiolégicas, que variam ao longo do tempo. O sistema limbico se
encarrega de adaptar as condutas do organismo a conservacao do estado 6timo do
meio interno (ALMIRON, 2009).

O estresse produz a ativacao de varios sistemas fisioldgicos, incluindo o eixo
hipotalamo-pituitaria-adrenal (HPA), o sistema nervoso autbnomo e o imune. A
magnitude da resposta fisiologica ao estresse pode representar a diversidade da
ameaca e consequentemente o grado de adaptacdo. A secrecdo da ACTH desde a
pituitaria e dos glicocorticoides desde o cortex adrenal, sdo os passos finais para a
ativacdo do eixo HPA, que por seu efeito sobre o metabolismo restaura a
homeostase do organismo (Figura 1) (MERAZ e BANUELOS, 2009).
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Figura 1 - Regulacé@o psiconeuroendocrinoimunologica ante o estresse crdnico. Setas cinza
representam estimulagdo positiva, setas pretas representam estimulagdo negativa. M®:
macroéfago, NK: "natural kiler”, T: linfécito T, F: fibroblasto, CE: célula epitelial, IL: interleucina,
ACTH: hormdnio adrenocorticotropico, GH: horménio de crescimento.

Fonte: Adaptado (VILLANUEVA et al., 2012).
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Segundo Pacéak e Palkovits (2001), o estresse faz com que se apresente a
sindrome geral de adaptacdo, em que as alteragfes fisiologicas ante uma situagéo
estressante atravessam trés fases: a) ALARME, quando se detecta o agente nocivo
se ativa o sistema nervoso simpético, as glandulas suprarrenais iniciam a secrecao
de glicocorticoides (entre eles o cortisol) e adrenalina, mobilizando recursos
energéticos necessarios para fazer frente & ameaca; b) RESISTENCIA, quando o
organismo incrementa a atividade do sistema imune e suprime a fungcdo dos
sistemas e 0Orgdos que ndo Ssd0 necessarios para sobreviver a emergéncia; e c)
ESGOTAMENTO, que se apresenta em casos de estresse cronico quando o
organismo desenvolve processos patoldgicos devido ao desgaste energético, como
hipertenséo, Ulceras gastricas e alteracdes neurolégicas chegando inclusive ao
oObito.

No inicio das modifica¢cdes endocrinas, o hipotdlamo secreta CRH, a hipofise
secreta ACTH e a medula adrenal aumenta a secrecéo de catecolaminas e o cortex
adrenal provoca um aumento dos corticoides, fundamentalmente cortisol, nas etapas
iniciais e adaptativas do estresse. Um rapido incremento da adrenalina
(catecolamina) se relaciona com as respostas ativas de afrontamento ao estressor,
0s corticoides preparam 0 organismo para uma emergéncia e aumentam a glicemia
a partir da glicogenolise. Também diminuem a sintese de proteinas e aceleram sua
degradacéo. Os aminoacidos liberados séo usados na glicogenolise e na sintese de
componentes intracelulares. Em longo prazo ocorre debilitacdo muscular e
suspencdo da resposta imunitaria. Esta cascata também altera as membranas
celulares provocando retencdo de agua e promovem a saida de acidos graxos do
tecido adiposo para o sangue, onde atuam como fontes de energia (ALMIRON,
2009).

3.6.1 Via e mecanismos de acao do estresse

As acdes do cortisol sdo mediadas pelos receptores de glicocorticoides (GR)
e mineralocorticoide (MR), os dois pertencentes a uma superfamilia de receptores
nucleares relacionados com a regulacdo de transcricdo de genes. O MR tem uma
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afinidade alta (Kd: 0.5-2 nM) pelo cortisol, corticosterona e pelo mineralocorticoide
aldosterona. Sua distribuicdo no organismo é discreta, mas ocupa areas de muita
importancia nos processos homeostaticos e cognitivos, tais como no rim, hipocampo,
cortex entorrial e hipotadlamo. Por outro lado o GR apresenta baixa afinidade (Kd: 10-
20 nM) pelo cortisol e corticosterona. Os GR estdo amplamente distribuidos no corpo
e sua ativacdo depende direitamente da concentracdo do ligante. Assim, os MRs
medeiam os efeitos do cortisol em concentracbes baixas e, quando niveis do
hormbnio aumentam, como ocorre durante o estresse, 0s GRs sdo ocupados para
mediar os efeitos bioldgicos do cortisol (BUCKLEY e SCHATZBERG, 2005).

Em geral, os dois tipos de receptores do cortisol constam de trés dominios
funcionais: um dominio N-terminal que facilita a atividade transcricional; um dominio
de unido ao elemento de resposta do DNA que se une a uma sequéncia especifica
do genoma, o qual promove ou inibe a producéo de tipos de proteinas que levam a
cabo a resposta ao estresse; e um dominio de unido ao ligante localizado na
extremidade C-terminal, que reconhece o horménio. No citoplasma, os dois tipos de
receptores formam complexos multiproteicos que incluem as proteinas do choque
térmico Hsp90 e Hsp70 cuja funcdo é conservar o receptor em uma conformacao
ideal para sua unido com o ligante. Uma vez que o hormdnio se une ao receptor,
neste ultimo ocorre uma mudanca conformacional mediante o qual se separa das
proteinas de choque térmico e fica exposto ao dominio de unido a molécula de DNA;
a continuacao os receptores podem homo ou heterodimerizarsem-se para depois
unirem-se a elementos de resposta aos glicocorticoides do DNA da célula alvo.
Seguido a isto, da-se um recrutamento de coativadores ou corepressores que
favorecera ou inibirA a transcricdo genica. Alguns monémeros de receptores
glicocorticoides tém a capacidade de interagir com fatores de transcricido para
impedir as reacdes primarias ao estresse e amortecer, até certo limite, as acdes do
cortisol (VIENGCHAREUN et al., 2007).

E importante dizer que ante o incremento subito de cortisol sérico se gera
uma resposta celular rapida através de agentes de acdo imediata tais como as
catecolaminas, neuropeptidios e até o mesmo o cortisol (atuando provavelmente
sobre um receptor esteroide de membrana ainda nao identificado) garantindo uma

situacado de alerta e atencdo maxima do individuo. Uma vez normalizado o nivel de
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hormonio circulante serdo os MRs e os GRs o0s encargados de mediar os efeitos de
longo prazo do cortisol (BUCKLEY e SCHATZBERG, 2005).

Ao aplicar um modelo de estresse crbnico se produzem mudancas
adaptativas na funcdo HPA no nivel de pituitdria ou suprapituitaria e incrementa a
sensibilizacdo das células adronocorticotropas, aumentando assim a circulacdo de
ACTH e incrementando os niveis basales das concentracdes de cortisol (MERAZ e
BANUELOS, 2009).

Os titulos de cortisol e ACTH em plasma decrescem continuamente com a
repeticdo do estressor, 0 que sugere um processo de adaptacdo. Os niveis baixos
de cortisol circulante se devem ao truncamento do ritmo circadiano do cortisol, o qual
é um indicador sensivel de estresse cronico (MERAZ e BANUELOS, 2009).

A habilidade de um animal para ter uma resposta de adaptacdo a seu medio
ambiente depende do balanco da funcéo de receptores a mineralocorticoides (MR) e
0s receptores a glicocorticoides (GR). Um distarbio no balan¢co pode permitir a
reducdo ou o aumento da resposta e promover a susceptibilidade ao estresse,
alternando a conduta de adaptacdo. O estresse cronico produz adaptacdo na
expressdo de receptores a mineralocorticoides no hipocampo e de receptores a
glicocorticoides no cortex pré-frontal e no nucleo praventricular (PVN). Junto com os
aminoacidos excitatorios e os receptores NMDA, os esteroides adrenais participam
na regulacdo da estrutura plastica em neurdnios piramidais do hipocampo adulto,
assim como na remodelacdo dos dendritos apicais CA3 no hipocampo (MERAZ e
BANUELOS, 2009).

Dependendo do tipo de estresse, fisico ou psicolégico, se ativam o0s
neurdnios cerebrais ou das areas do sistema limbico (respetivamente), as quais
incidem sobre neurdnios do nudcleo paraventricular do hipotdlamo (PVN) que
sintetizam CRH (horménio liberados de Corticotropina) (JOSEPH-BRAVO e DE
GORTARI, 2007). Tanto na estimulacao por frio como por succ¢ao ocorre um rapido
aumento do conteudo de corticosterona sérica que afeta, dependendo da dose e do
tempo de exposicdo, a concentracdo de RNAm de TRH (JOSEPH-BRAVO e DE
GORTARI, 2007). O estresse calérico é uma combinacdo de variaveis ambientais
diretas, principalmente temperatura e humidade. As ratas expostas a estresse
calorico extremo (40°C) ndo suam nem arfam. Em lugar de isto elas ativam outros

mecanismos de perda de calor tais como vasodilatagdo, especialmente da cauda,
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também salivam e a usam para cobrir sua pele e pelagem com esta saliva para
dissipar o calor por evaporacao. A perda de saliva sub estresse caldrico tem severas
implicacdes para a economia dos fluidos do corpo da rata e contribui & desidratagéo
térmica e subsequente sensacdo de sede. Nas ratas o umbral para a ativacao de
perda de agua pela vaporizagdo e salivacdo para dissipar o calor, existe em um
rango de 32 a 36° de temperatura ambiente. Reportam que ratas expostas a 38°C
durante 60 minutos presentaram um incremento significativo dos niveis na circulacédo
de ACTH e corticosterona, demonstrando a intensidade da resposta ao estresse.
Também existe um incremento da producdo da aldosterona como resultado da
estimulacdo do eixo HPA e o qual o efeito fisiolégico corresponde ao hormonio
hipotalamico Vasopressina, para reestabelecer a homeostase osmética (HUBSCHLE
et al., 2001).

3.6.2 Efeito do estresse crénico sobre o cérebro

Diversos estudos tém mostrado que as situagdes do estresse cronico em
ratos, induzem uma regressdo do crescimento das ramas dendriticas de neurénios
piramidais do hipocampo em especial na regido CA3 e CAl do Corno de Ammon e
suprime a neurogénese de neurdnios granulares no GD, tratamentos com estresse
por 21 dias suprime a neurogénese e por 42 dias causa decremento no numero de
neurdnios e volume total do GD; produz decremento no crescimento, numero de
ramas e espinhos dendriticos de neurdnios piramidais das camadas Il e Il do cortex
pré-frontal medial assim como também causa hipertrofia dendritica em neurdnios do
complexo basolateral da amigdala (BLA) (MERAZ e BANUELOS, 2009).

No cérebro, os axbnios excitatorios do cortex entorrinal inervam o0s
neurdnios granulares do GD (via perfurante); estas enviam fibras musgosas até os
neurdnios piramidais e interneurénios do hilus, os quais enviam projecfes da
natureza inibitéria até os neurdnios piramidais de CA3. Pela sua parte, as colaterais
de Shaffer se originam em neurénios de CA3 e se conectam com neurdnios

piramidais de CAl que a sua vez se projetam sobre o subiculo que se conectam de

18



regresso a area entorrinal, cerrando o circuito pelo que seu nome € circuito
trisinaptico (MERAZ e BANUELOS, 2009).

O estresse e os glicocorticoides alteram a morfologia pré-sinptica das fibras
musgosas no estratum lucidum da regido CA3, os terminais das fibras musgosas
estao nas regides proximais dos dendritos apicais dos neurdnios CA3. As aferéncias
distais ao soma dos neurdnios forma a sinapse dos espinhos e incluem as fibras
comissurais do hipocampo colateral, axdnios colaterais recorrentes e oS neuronios
CA3 e da via perfurante do cortex entorrinal (MERAZ e BANUELOS, 2009).

Durante longos periodos de estresse liberam-se altos niveis de
glicocorticoides (GCs) e aminoacidos excitatérios (AE), que sdo transportados pelo
caminho das fibras musgosas até a regido CA3 no hipocampo onde participam na
remodelacdo dendritica. O glutamato é o principal AE liberado durante o estresse
cronico, ja que seu transportador Glt-1 se encontra elevado na area de CA3 durante
este periodo. Evidencia recente indica que 0s receptores pré-sinapticos que contem
subunidades de receptores a kainato como GIuR6 sdo importantes para o glutamato
nas fibras musgosas terminais (MERAZ e BANUELOS, 2009).

O estresse crénico produz uma drastica remodelacdo da arvore apical dos
dendritos CA3, que corresponde ao sitio de expressdo dos receptores
glutamatérgicos tipo N-methyl-D-aspartate (NMDA). Como consequéncia, diversos
estudos implicam a associacao das fibras comissurais do hipocampo colateral, como
contribuicdo para a retracdo dendritica de CA3. Outro estudio mostra que as lesbes
no cortex entorrinal, as quais se projetam até as porcdes distais da regido apical de
CA3, as protegem contra a retracdo dendritica depois de um estimulo de estresse
cronico. Porém, a retracdo dendritica tipica ocorre sobre a regido apical do CA3 e
nao no arvore dendritico basal; a regido anterior recebe a maioria de impulsos das
fiboras musgosas desde o GD, indicando que o dano seletivo para o GD pode
também prevenir a remodelacdo dendritica induzida pelo estresse (MERAZ e
BANUELOS, 2009).

Os glicocorticoides séo protagonistas desta remodelacdo dendritica ja que
afetam o sistema AE: primeiro os esteroides adrenais modulam a expressdo dos
receptores NMDA no hipocampo, a exposicdo crdnica a glicocorticoides permite o
incremento da expressdo dos sitios de unido para receptores de tipo NMDA em

ambas das subunidades de NR2A e NR2B; depois, os glicocorticoides afetam a
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expressdo dos niveis de mRNA para subunidades especificas dos receptores de
glutamato na area CA3 e GD, o que sugere que os glicocorticoides podem alterar a
excitabilidade dos neurbnios hipocampais a traves da regulacdo da expressao do
receptor NMDA (MERAZ e BANUELOS, 20009).

3.6.3 Hipocampo e o Estresse

O hipocampo é o primeiro alvo para o0s esteroides adrenais
(glicocorticoides), que sdo os principais hormdnios durante o0 estresse e que
demostram ter efeitos na plasticidade e perda de neurbnios hipocampais. Os
glicocorticoides podem chegar a modular a plasticidade sinaptica neuronal em 30
minutos. Os hormdnios adrenais junto com os receptores NMDA e o aumento do
glutamato modulam os cambios na formacdo sinaptica e na estrutura dendritica
assim como também regulam o volume do GD durante o desenvolvimento da vida
adulta (MERAZ e BANUELOS, 2009).

Estudos anteriores mostraram que a capacidade de ratos imunodeficientes
para realizar uma aprendizagem espacial ou de memoria que sdo hipocampo-
dependentes € prejudicada (BRYNSKIKH et al., 2008).

Um dos efeitos encontrados sobre o comportamento provocado pelo
estresse € o0 dano do conhecimento espacial, reconhecimento e memoria no
hipocampo (MERAZ e BANUELOS, 2009). Consequentemente o estresse se
relaciona hermeticamente com as mudancas celulares no hipocampo e por tanto,
com mudancas condutais associadas a este 6rgao cerebral.

O estresse crbénico induz a diminuicdo na complexidade da arvore dendritica
a qual acontece junto com a diminui¢cdo da densidade de excrecéncias e espinhas
dendriticas. Dentro do hipocampo os impulsos vém do cortex entorrinal ao GD que a
sua vez se ramifica por conexdes as células piramidais CA3 (Figura 2). Alguns
neurdnios granulares inervam uma meia de outros 50 neurbnios de CAl via o0s
axonios colaterais, assim como 25 células inibitérias via outros axbénios colaterais.
Os resultados sdo 600 amplificacBes excitatorias e 3000 amplificaces inibitérias,
que proveem alguns grados de controle do sistema (MERAZ e BANUELOS, 2009).
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Figura 2 - Efeitos do estresse e glicocorticoides sobre os principais tipos de células do
hipocampo. Via tri-sindptica que participa na resposta ao estresse no hipocampo,
dependendo da experiéncia se suprime ou se estimula a neurogénese.

Fonte: Adaptado (SHOENFELD e GOULD, 2012).

Recentemente, se mostrou que ratinhos imunodeficientes sdo capazes de

adquirir uma nova tarefa que requer de navegacdo espacial, mas estas sao
debilitadas na memdria subsequente da sua formacédo. Além disso, mostrou que,
mesmo jovens, animais saudaveis sofrem de memoéria espacial alterada como

consequéncia da deplecdo subita de células T. Como corolario, imuno-relacionada a
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perda de memodria espacial poderia ser parcialmente corrigido por reconstituicdo
imune (RON-HAREL et al., 2008).

Estes resultados sugerem que o mau funcionamento imunoldgico tem um
efeito devastador sobre hipocampo-dependente da capacidade de memaria espacial
e é reversivel pela ativacdo imune. A memoria espacial e episodica hipocampo-
dependentes sao severamente prejudicadas, mesmo durante o que é considerado
envelhecimento normal. Tal disfuncdo hipocampal € manifestada pela reduzida
capacidade para recuperar-se de um mapa num ambiente conhecido e se ajustar as
mudancas espaciais. Algumas essas disfungdes neuronais tém sido atribuidas a
perturbacdes na homeostase de Ca®*". Niveis superiores de Ca?' celular em
combinacdo com niveis reduzidos de AMPc basais causam aumento do potencial
apos hiperpolarizacéo, tornando os neurdnios idades longe de seus limites de
potencial de acéo e, portanto, menos excitaveis em comparacao com celulas jovens.
Um aspecto adicional do envelhecimento do hipocampo, possivelmente contribuindo
para o comprometimento do desempenho da memodria espacial, € a reducdo do
numero de sinapses contidas no hipocampo idoso, no giro dentado (BURKE e
BARNES, 2006) e a densidade pré-sinaptica (BILLARD, 2006).

Estudos neuroquimicos e eletrofisiolégicos mostram que o processo de
neogénese no hipocampo gera neurbnios funcionais e integrados aos circuitos
hipocampais (VAN PRAAG et al.,, 2002). Eles poderiam repor a perda de outros
neurdnios, conferindo maior plasticidade ao hipocampo. Os novos neurbnios sao
mais susceptiveis a sofrerem potencializacéo de longa durag¢do no hipocampo (LTP),
um fenébmeno relacionado a aprendizagem e a memoéria (SNYDER et al., 2001).
Durante situacdes de estresse, o hipocampo pode sofrer modulacéo pelo complexo
amigdaloide. Esta estrutura subcortical do lobo temporal € fundamental na
elaboracdo de respostas emocionais frente a ameacas. Ela atribuiria significado
(positivo ou negativo) a novas experiéncias e modularia processos plasticos
sediados no hipocampo envolvidos com o processamento de informacdes
(McGAUGH, 2000), especialmente durante situacfes de estresse (AKIRAV e
RICHTER-LEVIN, 2002).
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3.7 O papel dos neuroesteroides durante o estresse

A resposta da atividade reprodutiva a varios estimulos externos incluindo o
estresse sdo modulados pelos esteroides ovaricos. A agdo da retroalimentacdo dos
estrogenos altera a resposta ao estimulo ambiental (estresse) dos neurbnios que
regulam o eixo gonadal (DIAZ, 2006).

Os efeitos sensibilizadores dos estrdgenos sobre a supressao da secrecao
pulsatil da LH podem também ser exercidos diretamente no nivel da érea predptica
por aumentar a liberacdo estimulada como basal do acido gamma-aminobutirico
(GABA) (MITCHELL et al., 2005). Além, sugere ao locus coeruleus como um lugar
plausivel para os efeitos de sensibilizacdo dos estrogenos na disfuncdo do eixo
reprodutivo induzido pelo estresse, ja que em este se expressam 0sS receptores de
estrégenos a e B. Reportam uma diminuicdo dos niveis basais de CRH e um
incremento da resposta de corticosterona ao estresse em ratas ovariectomizadas
tratadas com 17B-estradiol, e apesar da adaptacao das respostas da corticosterona
durante exposicbfes subsequentes ao estresse, 0s niveis de corticosterona
permanecem mais altos em as ratas tratadas com 17B-estradiol que em ratas
ovariectomizadas. O que sugere que a magnitude da secrecéao inicial e a daptacéo
da resposta da corticosterona sédo controladas de jeito diferente pelo 17(3-estradiol
(LUNGA e HERBERT, 2004). Sugerem que enguanto a corticosterona nao tem efeito
agudo sobre os pulsos da LH na rata, a super-regulacdo dos esteroides ovaricos do
RNAmM da CRH no PVN pode contribuir na regulacdo central destes pulsos na
resposta ao estresse. Além de confirmar que o efeito sensibilizador dos estrogenos
sobre a supressao pulsatil da LH induzida pelo estresse metabdlico (hipoglicemico) é
potencializado pela P4 (LI et al., 2003).

A progesterona participa de modo muito importante na plasticidade sinaptica
gue ordinariamente se produz no hipotalamo a traves do clico ovarico e em modular
a reorganizacdo do citoesqueleto astrocitario em respostas a outros horménios
gonadais (DIAZ, 2006).

Estudos revelam que 48 horas de privacdo da comida resulta na supressao
da liberacdo da LH em ratas ovariectomizadas. O jejum agudo suprime a liberacéo

de LH a traves de um mecanismo de retroalimentacdo negativa dos estrogénios.
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Sugere-se que a acao de retroalimentacdo dos estrogenos sobre o PVN é requerido
para suprimir a liberacdo pulsatii da LH durante o jejum agudo em ratas, em
comparacao com a suposta retroalimentacdo negativa dos estrégenos sobre a area
surpraquiasmética preoptica e hipotalamo médio basal, que suprime tonicamente a
secrecao da LH em ratas bem alimentadas (LUNGA e HERBERT, 2004).

3.8 Dobramento proteico, chaperonas e co-chaperonas

A maquinaria de sintese proteica € dividida em varias etapas de igual
importancia, comecando na transcricdo dos genes codificadores, formando o RNA
mensageiro, o qual tem por funcdo transmitir a informagéo contida no DNA para
formacé&o das proteinas. O RNA mensageiro € traduzido pelos ribossomos presentes
no citoplasma ou no reticulo endoplasmatico rugoso, que se anela ao RNA
transportador. Este, por sua vez, esta ligado a um aminoacido especifico
proporcionando assim a aproximacdo dos aminoacidos, que através de uma
variedade de proteinas sintetases, formam uma cadeia de residuos de aminoacidos
(GOLDING e COX, 2006). Ap6s a traducdo do RNA mensageiro, uma proteina
necessita de dobramentos das cadeias polipeptidicas para a formacdo das
estruturas secundarias, terciarias e quaternarias, as quais sao intimamente ligadas a
localizacdo e a funcdo da proteina sintetizada (YON, 1997). A estrutura de uma
proteina recém-sintetizada pode adquirir varias conformacdes. Este fato é devido a
estéreo quimica da cadeia polipeptidica que pelo nimero de residuos aminoacidos,
cada um pode formar até oito angulos distintos. Isto €, a cada residuo presente na
cadeia polipeptidica, esta pode tomar até oito direcdes possiveis, determinados
pelos tipos de ligacdo. Em geral toda molécula, de qualquer proteina, adota uma
Unica conformacdo chamada de estado nativo, sendo que para maioria das
proteinas o estado nativo € a conformacdo mais estavel (BRANDEN e TOOZE,
1999). Estando com a estrutura estavel a molécula proteica pode ou ndo estar
funcional. Por exemplo, proteinas que dependem de co-fatores, como ATP ou
NADH, para executar suas funcdes, tem a conformacao da estrutura modificada em
presenca dos co-fatores. Cessando a atuagéo do co-fator a proteina volta a assumir
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uma conformacdo mais estavel, mas nédo funcional. Por outro lado existem proteinas,
como algumas do citoesqueleto, que sdo constitutivamente funcionais, nao
necessitando de co-fatores. Para a estrutura proteica recém sintetizada chegar ao
seu estado nativo é necessario a acdo de co-fatores e outras proteinas que
possibilitem o dobramento da estrutura na forma correta. Testes in vitro de
renaturacdo de proteinas demonstraram que somente as informacfes presentes na
estrutura primaria “sequéncia aminoacidica” nao é suficiente para um dobramento
correto da estrutura (ZHANG et al., 2002). Estes dobramentos séo feitos com auxilio
de chaperoninas, as quais atuam na formacao da conformacao proteica.

As chaperoninas sao complexos proteicos formados pela juncdo de
chaperonas durante o dobramento proteico, acelerando e mantendo a eficiéncia do
processo de dobramento. As proteinas auxiliares chamadas de chaperonas
possuem este nome devido ao termo inglés chaperons, que designa uma jovem
senhorita que acompanha damas idosas, sendo estas assistidas quase todo tempo
pelas chaperons. Define-se chaperona a molécula proteica que estabiliza proteinas
sem conformacdo ou parcialmente dobradas, e chaperonina é definida como uma
proteina que auxilia no dobramento da molécula. Também é dado o nome de
chaperonina o complexo proteico responsavel pelo dobramento. As chaperonas
possuem em sua estrutura molecular regides que permitem a ligacdo a proteinas,
havendo uma preferéncia pelas proteinas sem conformacéo definida. Estas regides
na molécula sdo expostas quando as chaperonas estéo ligadas a ATP, formando um
bolsdo hidrofébico, onde sera acoplada a proteina que deve ser dobrada. Apds a
hidrolise do ATP, ligado a chaperona, em ADP, o bolsdo hidrofébico fecha-se
dobrando a proteina ali acoplada, que é imediatamente liberada. Este processo
ocorre logo apos a sintese da cadeia polipeptidica pelos ribossomos no citoplasma e
no reticulo endoplasmatico rugoso. Este fato diminui a probabilidade da
conformacao proteica ser dobrada erroneamente, ou haver agregacdo da cadeia
polipeptidica (ZHANG et al., 2002).

As chaperonas sao fatores de grande importancia na sintese proteica
acumulando varias funcbées, como auxilio na nova sintese proteica, rearranjo dos
oligbmeros proteicos e protecdo contra os efeitos do estresse celular. Também
participam da degradacao proteica via lisossomal em procariotos e via ubiquitinacéo
em eucariotos, com (KORNITZER e CIECHANOVER, 2000). Originalmente
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identificadas como proteinas super expressas (“upregulated”) sob condigdes de
estresse por calor, as chaperonas sao descritas como proteinas de choque térmico
(HSPs) e sao classificadas e nomeadas pela massa molecular (MORAN et al.,
2005). Ha componentes desta classe proteica, conhecidas como HSC (Heat Shock
Cognates) (FEIGE e POLLA, 1994), que sdo expressos constitutivamente, isto é,
dentro da vida normal dos organismos ndo submetidos as condi¢cdes de estresse
(FULLER et al., 1994). As formas cognatas ndo séao idénticas as formas indutaveis;
estas, quando surgem, somam quantidades muito maiores do que aquelas
constitutivas. Na Entretanto, nem toda chaperona foi descrita por stress térmico e
nem toda proteina denominada HSP identifica uma chaperona.

As HSP sdo uma classe de proteinas altamente conservadas, desde seres
primitivos (procariotas) até o homem, o que é um indicio de seu grande valor
evolutivo6. As HSP podem ser agrupadas em familias: HSP-27, HSP-47, HSP-60,
HSP-70, HSP- 90 e HSP-1103, de acordo com suas sequéncias de aminoacidos e
com seus pesos moleculares (em kD quilodaltons), determinados pelo método
SDSPAGE (eletroforese em gel de poliacrilamidasodio-dodecil-sulfato) (FULLER et
al., 1994). Em cada familia, ha diferentes proteinas, por exemplo, HSP-72 e HSP-73
no grupo HSP-70; os pesos moleculares sdo similares, mas os padrdes de inducéo e
expressdo sao distintos. A familia HSP-70 € a mais conservada filogeneticamente;
sua estrutura, no homem, sdo 72% homoéloga em relacdo as HSP-70 de drosofilas
(HUNT e MORIMOTO, 1985). As familias HSP-60 e HSP-70 sdo as mais ligadas ao
processo geral de dobramento de proteinas nas células (WYNN et al., 1994).

Dentre as chaperonas destacam-se as Hsp70 e Hsp90, as quais participam
funcionalmente de varios processos intracelulares e é foco de varios estudos, sendo
as mais descritas atualmente (KIM et al.,, 2006). A perda da eficiéncia ou
comprometimento do processo de dobramento de proteinas recém sintetizadas, e
também proteinas que perderam sua conformacdo, compromete a homeostase
intracelular. A quebra da homeostase intracelular deve-se ao fato das proteinas nao
estarem funcionais, o que compromete o evento bioldégico que a proteina iria atuar
(HENDERSON et al., 1996). Falhas na formacdo da estrutura proteica causam
problemas como perda de funcdo de proteinas e/ou acumulo, como ocorre nas
patologias de Creutzfeld Jacob, Gerstmann-Straussler-Scheinker, Kuru e doenca

degenerativa espongiforme (PRUSINER, 1998). Isto se deve as caracteristicas
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conformacionais da molécula proteica, que se alteradas inutilizam a molécula, além
da possibilidade de gerar uma resisténcia a protedlise com consequente acumulo.
Este acumulo proteico anormal refere-se como inclusbes amiloides, que
desencadeiam uma série danos, os quais podem levar o individuo a morte.

Para a perfeita funcionalidade do complexo chaperonina e sua estabilizacao
sdo necessarias moléculas acessorias as HSPs chamadas co-chaperonas, as quais
tém por finalidade estabilizar e modular a fungdo do complexo chaperona durante o
dobramento de moléculas proteicas recém-sintetizadas. Além disso, elas atuam no
redobramento de moléculas que perderam a conformacao por mutacao ou fatores do
micro ambiente, como stress. (CAPLAN, 2003). As co-chaperonas podem interagir
com um grande numero de familias de proteinas de diferentes fun¢cdes ou mesmo
outras HSPs.

A funcdo mais conhecida das co-chaperonas é impedir a agregacao de
cadeias polipeptidicas recém traduzidas. Tal funcdo implica na estabilizacdo do
complexo Hsp70/Hsp90 coordenando a sequéncia de dobramento correto da
molécula alvo. Muitas co-chaperonas nao se ligam diretamente a sua “proteina
cliente”, mas apenas exercem uma acgao reguladora sobre as chaperonas. Esta agao
pode ser através de catalise da ligacdo de nucleotideos, hidrolise ou alteracbes
conformacionais nas HSPs (FRYDMAN, 2001). A interacdo das Hsp70/90 com as
co-chaperonas é especifica e bem coordenada com a sequéncia de eventos do
dobramento proteico, sendo que o complexo chaperonina tem a capacidade de
reconhecer regides especificas das cadeias polipepticas, as quais serdo moldadas,
tendo assim um papel de facilitadoras do dobramento (FRYDMAN, 2001). Além da
participacdo das co-chaperonas no processo de dobramento de novas proteinas,
pouco se sabe sobre outras possiveis funcbes, entretanto parecem estar
relacionadas com sinalizacéo celular e fosforilacdo de proteinas (PRODROMOU et
al., 1999).

3.8.1 Resposta celular ao estresse: HSP

O processo pelo qual as células respondiam ao estresse ficou conhecido
como Heat Shock Response (HSR), ou resposta ao choque térmico. Diversos tipos
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de estresse metabdlico (exposicdo ao calor, metais pesados, diversos ionoforos,
analogos de aminoacidos e venenos metabdlicos que afetam a producédo de ATP),
resultam em alteracdes similares na expressédo de genes, levando ao acumulo de
HSP (Figura 3). Células submetidas a estresse podem sobreviver ou morrer, na
dependéncia do tipo celular, tipo e intensidade do estresse e de outros fatores. A
exposi¢ao prévia das células a estresses ndo mortais pode suscitar a HSR, com a
sintese de HSP. Uma nova exposicdo das células a estresses vai produzir menos
lesbes. As células que sintetizaram as HSP ficam protegidas contra novas
exposicoes, o que se reflete em menores lesGes também no organismo ou em partes
dele (FEIGE e POLLA, 1994).

Mutagdo L AgQrEQa[e
Oxidativa e Protofibril .-~ A (inclusion)
outro tipo de ;

estresse celular
Proteina

Proteina Matura l Desdobrada L \~ Redobramento

5——&. ~ ilizacs
Hsp0 Estabilizagao

ATP>+ADP
Citosol t
Hsp90
Hsp90 _,/‘

-
i > HoF-1

Nucleo
(e e ) /@

HSF
Hsp genes fisp2) !
J%\/\ \‘ ’
@ &5\

Degradagdo

Proteassoma

Figura 3 - Funcdo das HSP 90, 27 e 70 dentro da célula, quando se apresenta um
estressor.
Fonte: Adaptado (BENARROCH, 2011).
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Muitos destes agentes estressantes indutores compartilham a propriedade
comum de serem “caotropos protéicos” afetam, de modo adverso, a conformacao
correta e, consequentemente, a funcdo das proteinas (MINOWADA e WELCH,
1995).

Nas condi¢cdes em que proteinas incorretamente dobradas se acumulam nas
células, comeca uma resposta ao estresse, ou HSR. Esta se inicia pela ativacao de
um fator especifico de transcricdo, chamado HSF- 1 (Heat Shock Factor, ou fator do
choque térmico). Em resposta ao estresse metabdlico, rapidamente sofreria
trimerizacdo, o que tornaria possivel sua ligacdo imediata a uma sequéncia de
nucleotideos, chamada de HSE (Heat Shock Element, ou elemento do choque
térmico), localizada dentro da regido promotora dos genes que codificam as HSP,
tudo resultando em alto nivel de transcricdo dos genes do choque térmico. Ha
componentes desta classe proteica, conhecidas como HSC (Heat Shock Cognates)
(FEIGE e POLLA, 1994), que s&o expressos constitutivamente, isto é, dentro da vida
normal dos organismos nao submetidos as condi¢cdes de estresse (FULLER et al.,
1994). As formas cognatas ndo sdo idénticas as formas indutaveis; estas, quando
surgem, somam quantidades muito maiores do que aquelas constitutivas.

Tém coeréncia as observacdes de que as HSP protegem células e tecidos
dos efeitos deletérios da inflamagdo, o que ocorreria através da prevencdo da
guebra de cadeias de DNA induzida por ROM e peroxidacao lipidica, bem como
através de protecdo da estrutura e funcdo das mitocondrias. In vivo, o choque
térmico protege Orgdos contra uma série de lesdes associadas com producao
aumentada de citocinas e/ou de ROM. A acumulacdo de agregados de proteinas
deformadas pode sobrecarregar o sistema ubiquitina-proteassomica, induzindo
apoptose e aumenta a vulnerabilidade neuronal para posterior insulto (KANG et al.,
2004). Devido a atividade anti-apoptotica e papel de chaperona das HSPs, estdo
sendo consideradas para ser usadas com finais terapéuticos em doencas tais como
Alzheimer, Parkinson e acidente vascular cerebral (LATCHMAN, 2005).
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3.8.2 Proteinas de Choque Térmico (HSP27 e HSP90)

As Hsp27 e Hsp90 (chamadas cada de acordo com sua massa em
kilodaltons) sdo as melhores caracterizadas da familia das HSPs, além das Hsp70.
O papel anti-apoptotico destas HSPs esta mediado por diferentes mecanismos. As
maiorias das doencas neurodegenerativas estdo associadas a eventos de
enrolamento incorreto da proteina.

Os astrocitos ativados aumentam a expressdo de proteinas de choque
térmico, especialmente da HSP27 (Heat Shock Protein of 27 KDa). Dentre as
funcBes descritas para essa proteina destaca-se a funcéo de proteger as células do
estresse (CURRIE et al., 2000).

As Hsp27 aumenta seu nivel de expressdo varias vezes em resposta ao
estresse, pois esta envolvida na resisténcia ao estresse, e é fosforilada por MAPKAP
guinase-2, sua funcao é inibir a ativacdo da caspase-3, induz depois aumento do
citocromo-C na mitocondria e depois ativacdo dos receptores da morte como 0s FAS
(BRUEY et al., 2000), além da modulacdo da polimerizacdo e reorganizacdo dos
filamentos de actina na célula. As Hsp90 se ligam ao Apaf-1 e previne a interacéo
com o citocromo-C (PANDEY et al., 2000), esta envolvida na transcricao celular,
ciclo celular e apoptose. Um nuamero superior a 150 proteinas clientes das Hsp90 ja
€ conhecido e elas podem ser classificadas em 3 grupos: receptores de horménios
corticoides, proteinas quinasse e proteinas nao relacionadas. A funcdo das Hsp90 é
dirigida por associacdo dinamica com seus substratos e suas co-chaperonas que
formam grandes complexos com outras chaperonas moleculares e outras proteinas
celulares. Atualmente, inibidores da Hsp90 tém sido apontados como potenciais
farmacos para o tratamento de alguns tipos de cancer. As Hsp90 apresentam
atividade de hidrélise de ATP e sua co-chaperona p23 reconhece o estado no qual o
ATP esta ligado a Hsp90 estimula a dissociacdo do complexo Hsp90 e outras
proteinas (GARRIDO et al., 1999).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Delineamento experimental

No presente experimento foram utilizadas 25 fémeas (Rattus norvegicus)
com idade entre 10 e 11 meses, 0 que representa 27,5 anos humanos. Na vida
adulta, cada més do rato equivale a 2,5 anos humanos. (ANDREOLLO et al., 2012).
O experimento foi desenhado visando minimizar o nidmero de animais utilizados,
conforme Chigr et al (2009). Igualmente, foram seguidas as Normas do Comité de
Etica Para Experimentacdo Animal da Universidade Federal de Vigosa e do COBEA,
sendo o projeto aprovado pelo protocolo (39/2013), com o numero de projeto 177727
e do registro 50554200775.

Todos os animais foram pesados no primeiro dia do experimento e divididos
em cinco grupos, cada grupo com cinco fémeas, nos quais, com exce¢ao do grupo
controle, foi aplicado o mesmo protocolo de estresse moderado crénico. O protocolo
de estresse moderado cronico foi adaptado de Ferreira (2011).

O protocolo consistiu de agentes estressores variados e para evitar a
adaptacdo dos animais ao protocolo de estresse, 0s agentes estressores foram
aplicados em diferentes tempos e dias. Optou-se por retirar estressores como ruidos
elevados, natacdo forcada e flashes de luz, que sdo comumente usados para
animais jovens (STEFANSKI, 2000; HERMAN et al., 2001; GAMARO et al., 2003;
BARAN et al.,, 2009; LUCCA et al., 2009). Cada um dos grupos recebeu um
tratamento com o desafio imunolégico, estimulo com horménio do crescimento e
glicocorticéide, respeitando o0s protocolos de estresse moderado cronico,

mencionados mais adiante nos tratamentos in vivo.
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4.2 Animais

Os animais foram adquiridos do Biotério Central da Universidade Federal de
Vigosa, com idade de trés meses e mantidos no Biotério do Laboratorio de Controle
de Hematozoarios e Vetores (LBCHV). Todos foram agrupados em gaiolas plasticas
coletivas (41x34x16cm), forradas com maravalha, sendo cinco fémeas por gaiola,
até atingir a idade de entre 10 e 11 meses, para o inicio do experimento. O ambiente
foi controlado para temperatura de 24 graus (+2) e periodos de luz de 12 horas.
Agua e comida foram oferecidas ad libitum e a cada trés dias, as gaiolas e as
garrafas de agua foram lavados, higienizadas com hipoclorito de soédio, e a
maravalha substituida. Durante o periodo em que os animais foram mantidos
alojados para que o atingissem a idade necessaria, nenhum animal veio a o 6bito.

Associado ao estresse cronico moderado, de acordo com 0 grupo
experimental, os animais receberam um desafio imunoldgico, alguns tiveram o
estimulo com GH ou imunossupressao com dexametasona, sendo 0S grupos assim

divididos, como ilustrados na Tabela 1.

Tabela 1. Constituicdo dos grupos estudados. Obs: O numero de animais (n) refere-se a amostra final

estudada.

DEFINICAO NOMENCLATURA
C

Fémeas controle. (n=5)
Fémeas submetidas ao protocolo de estresse cronico E
moderado. (n=5)
Fémeas submetidas ao protocolo de estresse cronico E+D
moderado associado ao desafio imunologico. (n=5)
GRUPO IV Fémeas submetidas ao protocolo de estresse cronico E+S

moderado associado ao hormdnio de crescimento. (n=5)

GRUPOV Fémeas submetidas ao protocolo de estresse cronico E+G

moderado associado ao glicocorticéide. (n=5)

Fonte: Dados de pesquisa

32



4.3 Estressores

Para evitar a adaptacdo dos animais, 0sS agentes estressores, foram
aplicados em diferentes tempos e dias (FERREIRA, 2011).

Os estressores adotados foram:

a) Privacao de agua por 12 horas.

b) Privacdode alimento por 12 horas.

¢) Imobilizagao individual por 20 minutos.

d) Inclinagéo da gaiola em um &ngulo de 45 graus por 12 horas.
e) Diminuicdo da temperatura ambiente a 4° por 2 horas.

f) Aumento da temperatura ambiente de 38° a 40° por 2 horas.
g) Manutencéo da luminosidade por 24 horas.

h) Periodo de isolamento por 24 horas.

Nos periodos de contencdo, os animais foram envolvidos em capa de gaze
feita de um tecido leve de algoddo presa rente ao corpo por meio de fita
transparente, de forma que eles se mantiveram imdéveis, por vinte minutos.

Nas alteracbes de temperatura, quando submetidos ao estressor frio, 0s
animais eram transferidos para um freezer horizontal Consul 320, regulado para a
temperatura desejada, onde permaneciam por duas horas. A temperatura era
monitorada a cada cinco minutos com o sensor externo do termémetro ambiental
posicionado dentro da gaiola, proximo ao fundo, mas sem toca-lo. Para a aplicacéo
do calor, as gaiolas dos animais eram colocadas dentro de uma caixa grande de
madeira e um aquecedor de ar elétrico portatil posicionado dentro da caixa. Da
mesma forma, o sensor do termdémetro foi colocado ao fundo da caixa e a
temperatura monitorada a cada cinco minutos, sendo mantida entre 38 e 40°C. O
estressor foi aplicado durante duas horas.

Os animais, quando submetidos ao isolamento, foram transferidos para
gaiolas individuais, onde permaneceram por 24 horas, das 7h da manha do dia

indicado no cronograma ate as 7h da manha do dia seguinte. As gaiolas ficaram
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posicionadas lado a lado, porém foram inseridas divisérias entre elas, impedindo o
contato visual entre os animais, mas néo o auditivo e olfativo.

Para a inclinagdo, as gaiolas dos animais foram mantidas apoiadas na
parede, de maneira que o fundo da gaiola forme um angulo de 45° com o plano
horizontal. A aplicag&o deste estressor foi mantida por 12 horas.

Quando submetidos a privagdo de agua, a garrafa foi retirada da gaiola as
7h da manha e retornada as 19h, quando era entdo iniciada a privacdo de alimento
durante 12h.

Para o estresse associado a privacdo do periodo escuro, as gaiolas foram
transferidas para outra sala, onde a luz permanecia acesa durante o periodo
noturno. Na manhd do dia seguinte, 0os animais retornaram a sala principal do
experimento.

Cada um dos grupos, exceto o controle, recebeu um tratamento, respeitando

o protocolo de estresse crénico moderado, conforme descrito na Tabela 2.
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Tabela 2. Distribuicdo dos grupos submetidos ao protocolo de estresse crénico moderado, neste
experimento, baseado no modelo experimental de Ferreira (2011).

on[ e e oo | es | wo
CP | | | |

(o]
B -
| 3 [ c c c c
B - c20 c20 c20 c20
| 5 [ IN IN IN IN
| ¢ [ cp cp cp cp
cp PA PA PA PA
N e PC PC PC PC
B - | | | |
B - 145 145 145 145
cp F F F F
B - C C C C
B - c20 c20 c20 c20
Ml - IN IN IN IN
B - cp cp cp cp
B - PA PA PA PA
cp PC PC PC PC
B - | | | |
B - 145 145 145 145
Bl - F F F F
cp c c c cp
B - c20 c20 c20 c20
B - IN IN IN IN
B - cp cp cp cp
B - PA PA PA PA
B3 - PC PC PC PC
cp | | | |
cp 145 145 145 145
H EUTANASIA EUTANASIA EUTANASIA EUTANASIA EUTANASIA

(I) Isolamento, (F) Frio, (C) Calor, (C20) Conteng¢do 20 minutos, (CP)
Condi¢es Padrdo, (PA) Privacdo de Agua, (PC) Privacdo de Comida,
(145) Inclinacé@o da Gaiola 45°, (IN) lluminag&o noturna.

Fonte: Dados de pesquisa
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4.4 Tratamentos in Vivo

Os animais dos grupos E+D, além do cronograma de estresse ja descrito,
receberam via subcutdanea 0.5ml de uma substancia adjuvante de vacinas, a
Saponina®, no primeiro dia do protocolo. O grupo E+S recebeu a administracao de
horménio de crescimento Somatotropina®, com doses diarias de 25ug/kg por via
subcuténea durante os 28 dias do protocolo, com o objetivo de avaliar a modulacéo
da resposta imunolégica. No grupo E+D, foi administrado o corticdide Acetato de
Dexametasona (Decadronal®), em doses de 0.05ml via subcutanea, no dia 1 e no

dia 15 do protocolo.

4 5Eutanasia

Os animais foram eutanasiados no 28° dia do protocolo de estresse crénico
moderado. Foi realizada a decapitacdo por guilhotina, para evitar danos celulares
nao desejados no enceéfalo. Todos os procedimentos de eutanasia estdo de acordo
com as Normas Procedimentos e Métodos de eutanasia contidas na resolucdo N°
1000, de 11 de Maio de 2012.

4 6 Amostras cerebrais

Apés a eutanasia e remocdo do encéfalo, o 6rgao foi imediatamente
transferido para um frasco contendo paraformaldeido (10%) por 48 horas,
transferidos para frascos com paraformaldeido a 4% durante 24 horas e
desidratados diariamente, passando desde o alcool a 70% até o alcool absoluto,
antes de procederem-se as seccfes anatbmicas. Foram realizadas duas sec¢des

transversais para separar o cortex pré-frontal e expor o hipocampo para melhor corte
36



no micrétomo. Todas as secc¢bes foram incluidas em Paraplast® (WAPPLER et al.,
2009).

4.7 Analise dos dados

O presente estudo inclui um trabalho histolégico, imunoistoquimico e outro
qualitativo. Para a analise microscépica os cortes histologicos foram observados no
microscopio modelo Eclipse E600 marca Nikon acoplados a uma camera digital
Feldmann Wild Leitz Digi-Pro 5.0. As imagens foram diretamente transmitidas e
trabalhadas no software Micrometrics SE Premium®. Depois das fotomicrografias,
foi medida a area do Corno de Ammon (CA) e do Giro Denteado (GD) de cada rata,
utilizando-se o programa computacional Image-Pro® Plus. Os dados paramétricos
foram submetidos a analise de varidncia (ANOVA) seguida pelo teste Tukey. A
analise dos resultados obtidos foi realizada com o auxilio do programa
GraphPadPrism.

Finalmente os dados qualitativos avaliados em cada grupo, principalmente
caracteristicas fisicas observadas, foram colocados em tabelas para sua analise

respectiva.

4.8Histopatologia

A analise histolégica dos encéfalos retirados foi através dos métodos de
coloracéo Cresil Violeta, Cajal e Hematoxilina e Eosina (HE).

O método de Cresil violeta, usa um corante basico utilizado para evidenciar
o citoplasma de neurbnios. O citoplasma contém varias estruturas, inclusive os
corpusculos de Nissl (ou substancia de Nissl). Esses corpusculos sdo compostos,
basicamente, por RNA. Dessa maneira, tal coloracdo serve como indicador de

viabilidade neuronal, pois, quando da ocorréncia de lesdo neuronal, esses
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corpusculos podem desaparecer (fendmeno conhecido por cromatdlise). O método
de Cajal permite avaliar a morfologia dos neurénios, permitindo a sua classificagao
por tipo, utilizando o Nitrato de Prata. Hematoxilina e Eosina é um método geral,
topogréfico, que permite mostrar a organizacéo celular.

No presente estudo, como medida histolégica de alteracdo estrutural pelo
modelo experimental de estresse cronico, verificou-se a morfologia total do
hipocampo, especificamente das regides do Corno do Ammon (CAl, CA2, CA3 e
CA4) e do Giro Denteado, com intuito de padronizar os parametros analisados, bem
como as amostras de medidas morfométricas. Analisou-se no Corno de Ammon, a
densidade e a perda neuronal, presenca de neurdnios piramidais, astrocitos e
caracteristicas do estrato piramidal. No GD analisou-se a presenca ou auséncia de
eosinofilia citoplasmatica dos neurdnios e proximidade entre as células além da
espessura do estrato granular. No cortex pré-frontal medial, verificou-se a
citoarquitetura total, avaliando-se principalmente a composicdo neuronal das

camadas Il e lll deste.

4.9Imunoistoquimica para expresséo de HSP

A imunoistoquimica foi realizada pelo método indireto (revelacdo do
complexo avidina-biotina-peroxidase). Foram utilizados cortes do hipocampo e
cortex pré-frontal com 4um, em laminas preparadas com Poly-L-Lisina. Foram
utilizados os anticorpos primarios HSP 27 (c-20): sc-1048 e HSP 90a/B (N-17): sc-
1055 (Santacruz Biotechnology, INC) e o anticorpo secundario IgG anti-cabra
(molécula completa) — Biotina, anticorpo produzido em coelho (Santacruz
Biotechnology, INC).

Os blocos foram cortados em microtomo (Olympus Cut 4060E). Os cortes
foram desparafinados em estufa a 60° por 2 horas, colocadas em xilol (dois banhos
com duracdo de 5 minutos cada) e reidratadas em concentracdes de alcool 100%,
(dois banhos com duracdo de 5 minutos cada). A peroxidase endégena foi

bloqueada com solucéo de peréxido de hidrogénio em metanol a 3% por 30 minutos
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e continuado com a reidratacdo com alcoois decrescentes 96% (dois banhos com
duracao de 5 minutos cada) e 70% (banho com duracao de 5 minutos). Apds estas
etapas, o material foi colocado em banho em tampao fosfato (PBS), pH 7,4 (5
minutos).

A recuperacgédo antigénica foi feita com Citrato tamponado, pH 6, em steamer
(panela a vapor) a 100°, por 40 minutos; posteriormente foi feita a estabilizacdo das
laminas a temperatura ambiente por 20 minutos e dois banhos com PBS, pH 7,4 por
5 minutos cada.O bloqueio da biotina enddgena foi feita com um banho em solucéo
de leite em p6 a 3% (fonte de biotina) por 30 minutos, seguido de dois banhos com
PBS, pH 7,4, por 5 minutos. As laminas foram entdo secadas ao redor dos cortes
com papel toalha e foi feita incubacgéo por 12 horas em camara imida com anticorpo
primario (HSP90 e HSP27), a 4°C, na proporcdo de 1:50 em uma solucdo de PBS,
pH 7,4. Depois do tempo de incubacao, foram feitos dois banhos de PBS, pH 7,4
durante 5 minutos. Apos os banhos em PBS, todos os cortes foram secados ao seu
redor com papel toalha e incubados e camara imida com o anticorpo secundario por
1 hora em temperatura 37°C, na proporcao de 1:500 em solucédo de PBS. Apds essa
etapa, foram feitos os dois banhos com PBS, pH 7,4 por 5 minutos. Os cortes foram
novamente secados com papel toalha e foi feita a incubacdo em camara umida com
substrato diluido de estreptoavidina a temperatura ambiente, por 1 hora, seguido por
dois banhos com PBS, pH 7,4 de 5 minutos cada. Por fim, os cortes foram secados
ao redor dos tecidos, foi feita a incubacdo das laminas com o cromogeno
diaminobenzidina DAB por 7 minutos em camara Umida a temperatura ambiente por
7 minutos. O excesso de cromoégeno foi retirado com agua e foi feita a coloracdo das
[aminas com hematoxilina de Harris por 15 segundos cada. As laminas foram
desidratadas e montadas em Entellan®.

Na avaliacdo da expressdo imunoistoquimica dos HSP 27 e 90, analisou-se
o Cortex Pré-frontal medial e a regido CA (CAl, CA2, CA3 e CA4) e GD do
hipocampo e classificou-se a imunomarcacdo em quatro escores segundo a Tabela
3, baseada na quantidade de células positivas mensuradas no programa Image-Pro

Plus.
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Tabela 3. Caracterizacdo dos escores selecionados para a classificagdo da marcacao das laminas de
IHQ.

‘ Escore CARACTERISTICA
+ Raras marcacdes (-5% do campo)
++ Marcacbes discretas (5 — 25% do campo)
+++ Boas marcacdes (25 — 50% do campo)
++++ Marcacdesfortes (+50% do campo)

O HSP 27 e 90 foi mensurado no hipocampo contando trés campos por cada
area (CA1, CA2, CA3, CA4 e GD) em cada lamina, enquanto, no CPFm o HSP 27 e
90 foi mensurado contando trés campos por cada lamina, analisando-se
principalmente as camadas Il e Ill. Cada campo foi dividido em 130 quadros para
fazer a mensuracdo exata das imagens e assim padronizar a grade trabalhada (Fig
4).

Figura 4 - Mensuracdo da marcacgédo total no Cortex Pré-frontal no
programa Image-Pro Plus.

Fonte: Dados de pesquisa.
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5 RESULTADOS

5.1 Andlise histolégica do Hipocampo

Nossos resultados revelaram que fémeas de Rattus norvegicus estressadas
e desafiadas apresentaram um padrédo citoarquitetdnico variado dependendo do
tratamento e houve diferencias em todos os parametros analisados. Na Figura 5 se
observam as caracteristicas individuais da citoarquitetura total do hipocampo de
cada grupo na coloracdo Cresil Violeta analisados por microscopia 6ptica, descritos

a continuacao:

Figura 5 - Diferenciacéo citoarquitetdnicas dos hipocampos em cada grupo. Observe-se

a diminuicdo da viabilidade neuronal dos estratos piramidal e granular nos grupos
estressados, especialmente no (E) e (E+G). Objetiva de 4X, Coloracao Cresil Violeta.

Fonte: Dados de pesquisa.
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Observou-se no grupo controle (C) um padrao de arquitetura homogéneo, com boa
celularidade e presenca de células hipercoradas nas camadas piramidal e granular
do hipocampo, sem presenca de neurbnios e astrocitos com caracteristicas

degenerativas (Figura 6).

Figura 6 - Grupo C: Caracteristicas celulares das regides do hipocampo na rata
controle (Coloracdo HeE); objetiva de 4X. CAl, CA2, CA3, CA4 e Giro denteado;
objetiva de 40X.

Fonte: Dados de pesquisa.

Uma caracteristica observada nos hipocampos dos grupos estressados,
independente do tratamento aplicado foi uma maior dispersdo entre as células dos
estratos piramidal e granular em relagdo ao controle e que a espessura do estrato
granular ndo muda.

O grupo estressado (E) apresentou de forma generalizada uma diminui¢ao
da viabilidade celular, morte neuronal, atrofia nas regides CA4 e do GD e uma menor

espessura do estrato piramidal.
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Os grupos estressados com aplicacdo de saponina (E+D) e hormbnio de
crescimento (E+S) apresentaram aumento da viabilidade celular e melhora no
padrdo de arquitetura dos estratos piramidal e granular com uma maior espessura
do estrato piramidal, sem presenca de neurbnios e astrocitos sugestivos de
apoptose nem caracteristicas degenerativas. O grupo E+D apresenta atrofia de CA1,
CA3 e CA4 e aumento nas outras regides. O grupo E+S apresenta uma hipertrofia
celular nos estratos piramidal e granular com atrofia s6 na regido CAL.

O grupo E+G apresenta aumento de todas as regibes do hipocampo,
diminuicdo da viabilidade neuronal nos estratos piramidal e granular, neurdnios e
astrocitos com carateristicas degenerativas e com presenca de morte celular
especialmente nas regides de CAl1, CA3 e GD, como se pode observar na Figura 7.

Figura 7 - Grupo V. Caracteristicas celulares das regides do hipocampo na rata

estressada mais aplicacdo do glicocorticoide, Dexametasona, Observe-se a
marcada morte neuronal especialmente em CAl e CA3 e a dispersdo celular nos
estratos piramidal e granular (Coloracdo HeE); objetiva de 4X. CAl, CA2, CA3, CA4
e Giro denteado; objetiva de 40X.

Fonte: Dados de pesquisa.
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5.2 Analise morfométrica do hipocampo

Ao se avaliar estatisticamente as respostas dos animais nos diferentes
protocolos para cada regido do hipocampo, observou-se que nao houve efeito
significativo para as variaveis entre grupos, em nivel de significaAncia p > 0,05.
Somente mostrou-se significancia maior (p < 0,001) entre as medidas de C e E+G
nas regides do GD, conforme os dados da Tabela 4.

Tabela 4. Analise de ANOVA que determina a diferenca significativa entre as medidas das regiGes de

cada grupo em comparacdo com o Controle, indicando que o GD do grupo E+G é diferente.

Cvs E

Regioes Difference t P value Summary
CA1 114,41 0,67432 P >0.05 ns

CA2 34,733 0,20472 P >0.05 ns

CA3 80,413 0,47397 P >0.05 ns

CA4 -20,157 0,11881 P >0.05 ns

GD -18,093 0,10664 P > 0.05 ns

Cvs E+D

Regioes Difference t P value Summary
CAl1 1,0037 0,005916 P >0.05 ns

CA2 28,992 0,17088 P >0.05 ns

CA3 -24,007 0,1415 P >0.05 ns

CA4 -14,408 0,08492 P >0.05 ns

GD 66,479 0,39184 P > 0.05 ns

Cvs E+S

Regioes Difference t P value Summary
CA1 -8,0142 0,047237 P >0.05 ns

CA2 24,006 0,1415 P > 0.05 ns

CA3 2,7162 0,01601 P > 0.05 ns

CA4 27,613 0,16275 P > 0.05 ns

GD 269,72 1,5898 P > 0.05 ns

Cvs E+G

Regioes Difference t P value Summary
CA1 123,1 0,72557 P >0.05 ns

CA2 228,77 1,3484 P > 0.05 ns

CA3 250,89 1,4788 P > 0.05 ns

CA4 186,56 1,0996 P >0.05 ns

GD 2168,4 12,781 P<0.001 falaied

Fonte: Dados de pesquisa.
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Analisando-se a interacdo dos tratamentos, as regides dos grupos
estressados que mais apresentam atrofia s&do a CAl, CA3 e CA4, isto pode ser
observado a traves do Grafico 1.

b ul Bl

E E+D E+S

*CA1 *CA2 =CA3 ¥ (CA4 =GD

Grafico 1 - Variacdes das porcentagens das regides CAl, CA2, CA3, CA4 e GD
de cada grupo. Observe-se a regido GD do grupo E+G que apresentou
diferencia significativa maior.

Fonte: Dados de pesquisa.

5.3 Andlise histoldgica do cortex pré-frontal medial

No presente estudo mostra mudancas citolégicas do CPFm que séo
semelhantes as apresentadas no histologia do hipocampo de cada grupo como
resultado do estresse crénico, 0s grupos apresentam um padrdo variado
dependendo do tratamento aplicado.

As caracteristicas das células piramidais do cortex pré-frontal medial em
ratas controle apresentaram uma grande viabilidade neuronal e astrocitaria com
pouca dispersédo das células nas camadas Il e lll, na Figura 8 podemos observar a

carateristica celular normal do CPFm.
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Figura 8 - Caracteristica celular do Cortex pré-frontal (40X) do grupo Controle,

na coloracdo HeE e aumento 4X na coloracdo de HeE e Cresil Violeta.

Fonte: Dados de pesquisa.

No grupo E observou-se uma menor viabilidade celular e uma maior
dispersao celular, caracteristica observada em todos o0s grupos estressados
independentemente do tratamento aplicado.

O grupo E+D néo apresentou diferenciacdo neuronal significativa e ndo se
observou presenca de caracteristicas degenerativas celulares, mostrou um patrao
similar ao grupo controle.

O grupo E+S apresentou uma hipertrofia neuronal com melhora na
viabilidade e arquitetura celular sem presenca de neurbnios ou astrécitos com
carateristicas sugestivas de apoptose.

As caracteristicas dos grupos nomeados podem ser observadas na Figura 9

a continuagao.
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Figura 9 - Diferenciacdo da dispersdo e morfologia neuronal

no Cortex Pré-frontal medial nos grupos. Objetiva de 40X,
Coloracéo Cresil Violeta.

Fonte: Dados de pesquisa.

No grupo E+G notou-se uma morte neuronal intensa das camadas celulares,
além de maior dispersdo e pouca viabilidade neuronal. Além disso, o0 tecido
apresentou neurofagocitose no CPFm deste grupo comparado o grupo controle
(Figura 10).
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Figura 10 - Caracteristica celular do Cortex pré-frontal medial (40X) do

grupo E+G, na coloragdo HeE e aumento 4X na coloracdo de HeE e
Cresil Violeta.

Fonte: Dados de pesquisa.

5.4 Analise Imunoistoquimica

5.4.1 Imunomarcacédo HSP 27

Nos resultados observou-se que para o HSP 27 no hipocampo, o grupo E+D
apresentou uma marcacgao forte (++++) seguido do grupo E+G com boa marcagéo
(+++) e depois os grupos C, E e E+S que apresentaram uma marcacao discreta
(++), os resultados podem observar-se na Tabela 5. O hipocampo dos grupos C, E e
E+S apresentaram uma marcacdo semelhante, com reacdo discreta (++) para o

HSP 27, no citoplasma de neurbnios piramidais, astrocitos e algumas células
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endoteliais. Nestes grupos observou-se uma imunomarcacdo nas areas do
hipocampo, dependendo do tratamento.

No grupo controle, apresentou-se imunomarcacao especialmente nas areas
CA3 e CA4. O grupo E apresentou mais imunomarcacdo nas areas CAl, CA4 e GD,
enquanto o hipocampo do grupo E+S apresentou notavel imunomarcacdo nas areas
CA1l e CA3.

Os animais dos grupos E+D e E+G apresentaram imunomarcacao maior do
gue o0s outros grupos para o HSP 27 no citoplasma de astrdcitos e neurdnios
piramidais, além no nucleo de algumas destas células. No grupo E+D a marcacéo foi
forte (++++) especialmente na area CA4 e no GD. Os animais do grupo E+G
apresentaram imunomarcacao boa (+++) nas areas CA3 e GD.

Tabela 5. Resultados da classificagdo da marcagéo e intensidade do HSP 27 no Hipocampo e Coértex

pré-frontal medial dos grupos.

Hsp 27 C E E+D E+S E+G
HIPOCAMPO R I s
CORTEX PRE-FRONTAL SR = e i

Fonte: Dados de pesquisa.

O CPFm de todos os grupos, mostraram uma marcacao discreta (++) para o
HSP 27 nas duas camadas analisadas, além do grupo E+G que apresentou uma
marcacdo boa (+++) (Tabela 5). Como caracteristica principal achada nas
marcacfes apresentadas foi a expressdo do HSP 27 na membrana celular dos
astrocitos, além, da expressao no citoplasma destes e dos neurdnios piramidais, na
Figura 11 podemos observar a marcacdo de HSP 27 caracteristica observada no
CPFm.
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Figura 11 - Imunomarcagdo em cortex pré-frontal medial do grupo E+G, observe-

se a marcagdo da membrana celular nos neurbnios (seta). Objetiva de 4X,
Coloracéo Cresil Violeta.

Fonte: Dados de pesquisa.

5.4.2 Imunomarcacao HSP 90

O HSP 90 no hipocampo foi expresso em menor quantidade nos grupos.
Apresentou-se uma imunomarcacao rara (+) no citoplasma de astrocitos e neurénios
piramidais das areas CA4 e GD e ausente nas outras areas do Corno de Ammon
(CA1, CA2, CA3), além, do grupo tratamento E+S que apresentou uma marcagao
discreta (++) nas areas CA1, CA4 e GD do hipocampo (Tabela 6).
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Tabela 6. Resultados da classificacdo da marcacao e intensidade do HSP 90 no Hipocampo e do
Cortex pré-frontal medial dos grupos.

Hsp 90 C E E+D E+S E+G
HIPOCAMPO + + + e +
CORTEX PRE-FRONTAL - - + ++ -

Fonte: Dados de pesquisa.

A marcacédo geral do HSP 90 no CPFm foi ausente e muito rara em alguns
dos grupos. Os grupos C, E e E+G ndo apresentaram marcagao nenhuma, enquanto
0 grupo E+D apresentaram uma marcacdo rara (+) e o grupo E+S teve uma

marcacao discreta (++), expressando-se so no citoplasma de astrocitos (Tabela 6).

5.5 Anélise de dados qualitativos

As caracteristicas principais avaliadas nos cinco grupos foram: Peso (Inicial

e Final), sinais clinicos e comportamento (ansias de fuga).

v" O peso de cada animal ndo excedeu a 20% da média do grupo que foi de 280g,
no inicio do protocolo de estresse crénico moderado.

v" O peso final dos animais nao teve diferencia significativa, a excecéo do grupo
E+G que apresentou uma média de 246g.

v" Dentro dos sinais clinicos os grupos E e E+G, apresentaram pneumonia e
conjuntivite, além de que o grupo E+G apresentou também queda de pelo
(Figura 12).

v' Todos 0s grupos apresentavam um comportamento de ansiedade na aplicacédo

dos estressores, principalmente na imobilizacao.
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Figura 12 - Queda de pelo em animais do grupo E+G.

Fonte: Dados de pesquisa.

6 Discusséao

Os estrogenos produzem uma ampla gama de efeitos biolégicos em todo o
corpo, incluindo o SNC, no cérebro, além de atuar como agente neuroprotetor, 0s
estrégenos desenvolvem um papel importante na regulacdo de processos neuronais
(VEGA et al., 2012), vindo dai o nosso interesse em aplicar o modelo de estresse
crbnico s6 em fémeas adultas. Por outro lado, os estrogenos tem um papel
importante na inducdo de mudancas no nivel da plasticidade neuronal e da
neogénese no hipocampo adulto. Observou-se que 0s estrogenos regulam o
desenvolvimento, a maturacdo e a sobrevivéncia dos novos neurbnios no cérebro
adulto, da mesma forma que atuam os antidepressivos. Os efeitos dos estrégenos
sobre a neogénese e a plasticidade neuronal poderiam estar regulados pelos
receptores a estrégenos, tanto o receptor alfa (Rea), como o receptor beta (Ref). Os
dois subtipos de receptores se expressam no hipocampo do cérebro adulto (VEGA
et al., 2012).
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O estresse crdnico pode prejudicar as fun¢des cognitivas, neuroenddécrinas e
emocionais que o hipocampo suporta: aprendizagem e memoria declarativa e
espacial, a regulacdo do eixo hipotdlamo-pituitaria-adrenal, e o processamento dos
aspectos contextuais e eventos emocionais (CONRAD, 2006), confirmando uma
resposta PNEI neste estudo representada nas alteracfes evidentes tanto no cérebro
como as observadas fisicamente nos animais tratados e sometidos ao estresse
cronico moderado. Os grupos estressados no final do protocolo mostraram
diminuicdo do peso corporal, pneumonia e conjuntivite; especificamente o grupo
E+G apresentou queda de pelo; todos estes sinais clinicos sdo apresentados pela
inducdo do estado de estresse crénico que produz lesdes que resultam das
alteracBes dos sistemas nervoso, imune e enddcrino, nas quais se podem reverter
dependendo do tempo de estresse (ALMIRON, 2009). No trabalho em questdo n&o
foram realizados testes cognitivos com o objetivo de avaliar parametros de
aprendizagem ou memoria. Estes parametros estdo relacionados com a
complexidade do cérebro pelo que tampouco foi analisado o peso do encéfalo.

O hipocampo regula representacdes episodicas de significado das
emociones e interpretacbes dos eventos. O cortex pré-frontal permite anticipar e
planificar o futuro, organiza temporalmente a conduta e o0 sentido da
responsabilidade até o mesmo e os demais, estabelecendo a posibilidade de
adaptarse a um entorno social complexo (MOLINA et al., 2008).

Todos o0s animais apresentaram comportamento similar, nas primeiras
imobilizagcdes foram acompanhadas de um comportamento de ansiedade e 0s
animais apresentavam ansia de fuga. Segundo Sharp e La Regina (SHARP e LA
REGINA, 1998) este comportamento deveria ter uma mudanca e 0s animais tinham
gue se adaptar, mas neste estudo ndo foi percebida a capacidade de adaptacéo,
devido a que a imobilizacdo de um tempo de 20 minutos pode deprimir por feedback
0 eixo HPA e seus efeitos podem ser diferentes, em alguns casos as respostas
parecem voltar aos valores normais, 0 q sugere um processo de adaptacdo s6 ao
estado constante deste tipo de estresse, embora, seus efeitos se manifestam ao
enfrentar aos estressores distintos posteriormente (CARDENAS-VILLALVAZO et al.,
2010).

Os ratos submetidos a estresse social e emocional por longo tempo, como

exemplo ao presenciar 0 que acontece com seu companheiro, a estimulagao
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sensorial que percibe o receptor procendente do que esta recebindo o tipo de
estresse, envolve diferentes sistemas sensoriais, como o auditivo (vocaliza¢des), o
olfativo (odores originarios da micdo e defecacdo) e também visual, ao olhar os
brincos e tentativas de fugir do seu companheiro (MOLINA et al., 2008). Neste
modelo de estresse cronico moderado destaca-se o sistema sensorial olfativo como
presumivel gerador do estresse social produzido pelos feroménios de alarme, ou
seja, sustancias quimicas que um individuo emisor secreta ao medio que o rodeia e
gue ao ser recebido pelo individuo receptor da mesma especie gerando uma reacao
especifica. Os ferombnios de alarme sdo mensageiros quimicos liberados num
contexto de defesa e informam aos membros da mesma espécie que existe um
perigo potencial; assim os individuos receptores se preparam para evitar o estimulo
agressor (MOLINA et al., 2008). Estudos adicionais garantem que fatores sociais
determinam a formacdo e manutencdo do circuito neural associados a memoaria e
cognicao, causando atrofia hipocampal (WOSISKI-KUHH e STRANAHAN, 2012).
Em geral, as experiéncias que sejam prejudiciais como a exposicdo a
estressores fisicos ou sociais, reduzem a producdo e sobrevivéncia de novos
neuronios no GD (LANDFIELD et al., 2007), como foi observado neste trabalho nos
grupos E e E+G a morte neuronal e diminuicdo da viabilidade celular nesta regiéo,
efeitos similares foram observados com aumentos nos niveis de corticosterona em
ratos experimentais, sugerindo que o estresse reduz a neurogénese adulta,
elevando os niveis de glicocorticoides (GLASPER et al., 2012). Embora no grupo
E+G histologica e estatisticamente se apresento um aumento na regido do GD, o
gual pode estar associado a habilidade do processo neuronal para expandir-se,
conectar-se ou formar novos neurdnios para fazer conexdes é dependente do médio
ambiente extracelular em que a molécula Poly-Sialic de adesdo a neurdnios (PAS-
NCAM) joga um papel principal, jA que esta associada a regides do cérebro que
mostram plasticidade como a camada de células granulares internas do GD e as
fiboras musgosas terminais de CA3. O Estresse crbnico durante 21 dias causa
incremento da expressdao de PSA-NCAM no GD, embora a supressdo da
proliferacdo celular tenha sido detida e estas mudancas desaparecem depois de 42
dias de tratamento (MERAZ e BANUELOS, 2009), em este estudo foi usado
estresse crénico moderado durante 28 dias, explicando o aumento do GD no grupo

E+G como diferencia significativa.
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Como j& justificado na revisdo bibliografica, o estresse cronico e o0s
glicocorticoides afetam a morfologia das regides CAl, CA3 e do GD (MERAZ e
BANUELOS, 2009), as alteracdes na regido CA4 é devido a que possui um nimero
maior de GR e a aplicagdo de diferentes estressores vao afetar mais esta area
como, por exemplo, o calor (KRUEGER-NAUG et al., 2000). Em estudo similar a
este, 0s grupos estressados apresentaram uma atrofia da regido CA4 e as celulas
da camada granular apresentavam-se mais dispersas em relacdo aos controles
(FERREIRA, 2011), pelo que podemos deduzir em efeito que o protocolo de
estresse cornico moderado utilizado afeta a morfologia destas regides pela sua
variedade de estressores.

Especificamente, ratos adultos expressam mais de duas vezes GH no seu
hipocampo quando comparados com o0 hipocampo de juvenis, além disso, a
expressdo de GH é maior em mulheres do que homens e é particularmente sensivel
a presenca de estrégenos, estes dados indicam que o GH no hipocampo € regulada
pelas diferencas de sexo, e que estas diferencas sao influenciadas pelo estrogénio e
as mudancas que ocorrem para estabelecer a maturidade reprodutiva dos animais
(DONAHUE et al., 2006). Os estrogenos também podem atuar como moduladores
de processos relacionados com a plasticidade sinaptica, o desenvolvimento neuronal
e como reguladores de algumas funcdes cerebrais tais como a conduta, memoria e
cognicao. O estradiol tem a capacidade de aumentar a proliferacéo celular no GD de
roedores fémeas adultas e de inibir a morte celular, assim como de induzir um
incremento tanto na sinapse como no numero de espinhos dendriticos nos neurénios
do hipocampo (VEGA et al., 2012). O que ratifica neste trabalho que os estrogenos
afetaram directamente a acéo a expressao do GH, causando uma hirpertrofia celular
e atuando como nueroprotetor ante o estresse cronico, comparando e corroborando,
com outro trabalho similar a este (FERREIRA, 2011), que no estresse cronico as
fémeas senis tratadas com GH apresentaram melhora no padrdo de arquitetura do
GD e CA4, com maior espessura da camada granular.

O grupo E+D apresentou uma atrofia de CAl, CA3 e CA4, embora se
mostrou uma melhora na citoarquitetura celular de todo o hipocampo, indicando que
a saponina parece ser um fator neuroprotetor, esta acdo pode ser feita pelo que as
saponinas sdo moléculas com acao antiinflamatéria, a qual é atribuida a inibicdo da

enzima 11 B-hidréxi-esterol-desidrogenase, responsavel pela inativacdo do cortisol
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(converséo do cortisol a cortisona). A auséncia congénita dessa enzima resulta na
acao do cortisol como um potente mineralocorticoide (pseudoaldosteronismo). A
inibicdo dessa enzima determina um aumento nos niveis de cortisol nos rins e em
outros tecidos mineralocorticéides seletivos. Ja que o cortisol, que ocorre em
guantidades maiores do que a aldosterona, se liga com a mesma afinidade da
aldosterona aos receptores mineralocorticéides, o resultado € um efeito
hipermineralocorticoide do cortisol (SPARG et al.,, 2004). Segundo Ferreira
(FERREIRA, 2011) os animais jovens e senis tratados com saponina no mesmo
protocolo de estresse cronico moderado, apresentaram também atrofia na regido
CA4 e GD; se pode sugerir segundo estes resultados observados que para uma
maior agéo neuroprotetora da saponina deveria aumentarse sua dose e intervalo de
aplicacgéo.

No CPFm de animais experimentais, alteracbes morfologicas induzidas pelo
estresse foram reveladas, que sdo comparaveis como as que foram vistas no
hipocampo, com algumas diferencas significativas (CZEH et al., 2007). Igualmente
neste estudo se apresentaram alteracoes comparaveis entre 0 hipocampo e CPFm
de cada grupo segundo o tratamento aplicado; a atrofia dos dendritos distais da
camada Il e Ill de neurdnios piramidais pode ser um resultado a partir da perda de
neuronios piramidais CA3 (WELLMAN, 2001), pelo que os neurbénios das camadas Il
e lll do CPFm (da area entorrinal) sdo a maior fonte de entrada cortical para todas as
diferentes regides do hipocampo. A camada Il projeta seus axbénios na regidao do GD
e CAS3, enquanto, a camada lll distribui seus axénios em grande parte para a regiao
CALl e o subiculo (ONO et al., 2009).

As HSP séo secretadas como mediadores anti-inflamatérios que se ligam
aos receptores de superficie e induz a producdo de oxido nitrico, citocinas e outras
moléculas imunoregulatorias (KALMAR e GREENSMITH, 2009), porém sua
expressdo € principalmente nas areas que apresentam mais dano celular pelo
estresse cronico neste trabalho.

A expressdo da HSP27 no hipocampo € induzivel especialmente em células
da glia e limtadamente em neurbnios estressados, além, tem um papel
neuroprotetor no hipocampo (STETLER et al., 2009), como referido anteriormente o
HSP27 se expressa, maiormente nas areas mais afetadas pelos corticoides neste

trabalho como sédo as areas CAl, CA3, CA4 e GD, dependendo do tratamento
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aplicado; se tem uma maior marcagdo nos grupos E+D e E+G inferindo que a
HSP27 pode ser induzida naturalmente pelos glicocorticoides ou pela estimulacéo
imunolégica com saponina, pelo que as HSPs tém sido bem estudadas pelo seu
papel na imunidade adaptativa em que parecem ajudar a potencializar esta resposta,
pois a imunizagdo de ratos com estes mesmo complexos podem induzir respostas
de CD4, indicando que as HSP podem atuar também como adjuvantes (GIFFARD,
2008). E interessante notar que em trabalhos com diferentes tipos de estressores a
expressdo de HSP27 pode ser induzida em &areas comuns as apresentadas em
nosso trabalho, como por exemplo, na hipertermia na qual foi observada aumento na
area total do CA e GD (KRUEGER-NAUG et al., 2000), isquemia que se apresentou
aumentada principalmente na area CAl (NISHINO et al, 2004) e, convulsfes, nas
guais se apresentou a expressao aumentada em CAl, CA3 e CA4 (AKBAR et al,
2001); esta similitude é possivel pelo desenho do protocolo de estresse crénico
moderado aplicado aos animais do trabalho.

No CPFm se apresentou uma expressao constante nos grupos do deste
estudo, pelo que a HSP27 no cortex pré-frontal mantem uma expressao basal, mais
guando se apresenta uma queda de ATM-quinasse a qual esta ligada as células
baixo estrese, acontece uma expressao massiva de HSP27 induzivel que protege os
neurdnios corticais da degeneracao prevenindo a formacdo do apoptosoma, em
diversas etapas do processo, 0 que poderia explicar as varias atividade protetoras
exercidas pela proteina (STETLER et al.,, 2009), acreditando que o referido
anteriormente seja a causa da marcacado maior no grupo E+G.

O HSP 27 oferece protecdo por meio de bloqueio dos radicais livres do
oxigénio (ROS) gerados nas células e de algum modo a expresséao de HSP 27 pode
ser induzida antes que o dano neuronal, alguns sintomas neuropatoldgicos podem
ser aliviados. Tal abordagem de fato, ndo € nova e tem sido proposta como um
modelo para o tratamento das doencas causadas por seu defeito (MUCHOWSKI,;
WACKER, 2005).

A HSP90 teve uma expressdo menor a HSP27, pelo que é uma proteina
constitutiva, segundo Murphy (MURPHY et al.,, 2002) demonstraram que a
expressdo da proteina de choque térmico HSP 90 se reduz no hipocampo de ratos

adultos e senis. Estes resultados confirmam marcacdo observada apenas no grupo
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tratado com GH, porque ajuda a manter a plasticidade neuronal e a neogénese no
hipocampo adulto, atuando também como neuroprotetor.

O HSP90 s6 se expressou no citoplasma de neurdnios e astrécitos no
hipocampo e o CPFm, conforme descrito na literatura € uma proteina essencial para
a conexdo do ligando e do transporte no nucleo de receptores esteroides GR
(RAJAPANDI et al., 2000), a diminuicdo de HSP 90 pode reduzir a ligacdo de
glicocorticoides aos receptores GR e sua translocacdo subsequente; no trabalho
feito por Djordjevic et al (2009), os resultados indicaram que no estresse agudo,
guando o corticoide encontra-se aumentado, o GR foi translocado para o nucleo de
neurdnios no hipocampo e CPF. Sob estresse cronico, quando o corticoide encontra-
se baixo, semelhante ao nivel do controle, o0 GR foi mantido no citoplasma do CPF e
foi distribuido uniformemente nos compartimentos do hipocampo. Da mesma forma
as proteinas do choque térmico (HSP 90) no hipocampo, parecem ser
principalmente do tipo estresse-independente, enquanto que no CPF foi dependente
do tipo de estresse; no CPFm se expressa s nos grupos E+D e E+S confirmando
gue a expressao de HSP90 dependeu da aplicacao fatores dos neuroprotetores.

Com base nesses resultados, sugerimos que a presenca constitutiva das
proteinas (HSP 27 e 90), possa estar relacionada com 0S neuroesteroides,

diferenciacao e maturidade sexual, que pode ser estudada mais adiante.

7 CONCLUSAO

As lesdes de regibes do SNC neste estudo evidenciam a regulacéo do Sl e
do SE pelo cérebro.

Neste estudo houve alteracbes neuropatologicas na citoarquitetura
hipocampal e do cértex pré-frontal medial nos animais sob estresse crénico
moderado e no tratamento com glicocorticoide, demonstrando assim que o estresse
isolado ou associado a corticoide foi capaz de causar destruicdo neuronal.

O tratamento com o horménio de crescimento foi capaz de prevenir a

degeneracao neuronal.
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O uso de saponina promove um efeito neuroprotetor nas é&reas do
hipocampo e do CPFm que foram afetadas pelo estresse cronico moderado.

A proteina de estresse HSP27 expressou-se melhor no hipocampo (CA3 e
GD) e o cortex pré-frontal medial do grupo tratado com glicocorticoide.

A HSP90 no estresse cronico moderado em animais adultos n&o foi bem

expressa como resultado da idade.
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