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RESUMO

E geralmente aceito que a falta de habilidade em controlar o estresse cronico facilita o
desenvolvimento da depressdo. Por outro lado, dados epidemioldgicos apresentam a
depressdo com alta comorbidade com o panico. Ademais, ha evidéncia que sugere ser a
serotonina (5-HT) crucial tanto no panico quanto na depressdo. Portanto, aqui nés
avaliamos o efeito do estresse cronico moderado imprevisivel (ECMI), um presumivel
modelo de depressdo, sobre 0 metabolismo serotonérgico na matéria cinzenta
periaquedutal no mesencéfalo (MCPA), um presumivel substrato do panico. Ratos
expostos ao ECMI foram também avaliados em relacdo aos niveis basais de depressdo
(Natacdo Forcada) e ansiedade (Labirinto em Cruz elevado e Campo aberto). Ratos
machos adultos foram sujeitados a 9 dias de ECMI. Um dia posterior, os ratos foram
decapitados e seus cérebros foram removidos, incluindo a coleta de amostras de sangue
do tronco. Picoteamentos da MCPA dorsal e ventrolateral foram ensaiados para 5-HT e
seu principal metabdlito, acido 5-hidrixiindolacético (5-HIAA). Niveis plasmaticos de
corticosterona foram também ensaiados. Os dados mostraram 0 ndo efeito do ECMI
tanto nos niveis basais para depressdo e ansiedade. Comparado aos controles nao
estressados, ratos expostos ao ECMI apresentaram significante aumento nos niveis de 5-
HT apenas na MCPD. Embora os niveis de 5-HIAA néo diferiram entre os grupos, a
taxa de renovacdo serotonérgica foi significantemente reduzida na ventrolateral da
MCPA. Os pesos dos ratos expostos ao ECMI reduziram significantemente em
comparagdo aos controles a despeito da falta de efeitos nos niveis plasmaticos de
corticosterona. Os dados sugerem que o ECMI diferentemente afeta os niveis de 5-HT
na MCPA dorsal e ventrolateral.

Palavras-chave: Corticosterona, Estresse Crbénico Moderado, Matéria Cinzenta
Periaquedutal, Serotonina.



ABSTRACT

It is generally accepted that the inability to control chronic stress facilitates the
development of depression. On the other hand, epidemiological data showed that
depression is highly comorbid with panic. Moreover, plenty evidence suggests that
serotonin (5-HT) is crucial in both panic and depression. Therefore, here we evaluated
the effect of unpredictable chronic mild stress (UCMS), a presumptive model of
depression, on 5-HT metabolism at the periaqueductal gray matter of the midbrain
(PAG), a presumptive substrate of panic. UCMS rats were also evaluated with regard to
the baseline levels of depression (forced swimming) and anxiety (elevated plus-maze,
open-field), Adult male rats were subjected to a 9-day UCMS. The day after, the rats
were decapitated and the brains were removed along with a trunk blood sample.
Punches of dorsal and ventrolateral PAG were then assayed for 5-HT and its main
metabolite, 5-hydroxyindoleacetic acid (5-HIAA). Corticosterone plasma levels were
assayed as well. Data showed no effects of UCMS either in depression or anxiety
baseline levels. Compared to non-stressed controls, UCMS rats showed significant
increases in 5-HT levels of dorsal PAG only. Although the 5-HIAA levels did not differ
among groups, 5-HT turnover was significantly reduced in ventrolateral PAG. UCMS
rat weight was significantly reduced relative to controls in spite of the lack of effects in
corticosterone plasma levels. Data suggest that UCMS differentially affect 5-HT levels
in dorsal and ventrolateral PAG.

Keywords: Corticosterone, Unpredictable Chronic Mild Stress, Periaqueductal Gray
Matter, Serotonin.



REVISAO
1. Abordagem do estresse e de seus horménios

O conceito de estresse de Hans Selye (1936) ganhou enorme discussao na
comunidade cientifica e se mostrou de grande relevancia na préatica clinica, com
explicitacBes de uma reacdo inespecifica e estereotipada do organismo as demandas
externa e interna do corpo (Selye e Fortier, 1949). Tais respostas fisicas, mentais ou
emocionais aos agentes nocivos (estressores) permitem alteracfes dos limites, até entdo
restritos da variacdo do sistema fisioldgico, o0 que caracteriza o sentido adaptativo da
carga ou sobrecarga alostatica frente ao estado homeostatico afetado (McEwen e
Wingfield, 2003; Peters e McEwen, 2012). De fato, a homeostase é persistentemente
desafiada por forcas adversas, sendo o estressor 0 agente causador (estimulo) e o

estresse a condicdo provocada pelo desafio (Selye, 1973).

A inespecificidade reacional do estresse foi atribuida a responsividade
aumentada do cortex adrenal, involucdo timo-linfatica e ulceragcBes gastricas e
duodenais, desfecho da apresentacdo de estimulos ameacadores como o calor, frio,
exercicio muscular, andxia, trauma, infeccdo e estimulos psicoldgicos, condigédo
definida como Sindrome Geral da Adaptacédo (Selye, 1974; Sapolsky, 1992). Segundo a
observacao de Selye, os eventos nocivos intensos ou prolongados geram uma reacgao de
alarme, fase caracterizada por alteraces dos niveis presséricos, da glicemia, do balango
eletrolitico e da permeabilidade da membrana celular, seguida da fase de resisténcia, em
que ha uma adaptacdo aos estressores, dado o declinio ou extin¢cdo dos sintomas do
estresse acompanhado pela estabilidade da concentracdo elevada de glicocorticoides.
Por fim, a sustentacdo da exposicéo a estressores severos ou duradouros pode exaurir as
defesas do organismo, caracterizando a fase de exaustdo da Sindrome Geral de
Adaptacdo. Nesta Gltima fase, o reaparecimento sintomatico é acompanhado pelo
declinio da concentracdo até entdo elevada de glicocorticdides, o que pressupde
vulnerabilidade dos 6rgdos e colapso fisioldgico no evento estressante persistente ou de
maior magnitude (por exemplo, disfuncdo imunoldgica ou gastrointestinal) (Selye,
1936, 1956; Kopin, 1995).

Todavia, estudos posteriores mostraram distintas respostas simpaticas e
neuroendodcrinas com as variagGes de intensidades dos diversos tipos de estressores (por

exemplo, frio, hemorragia e imobilizacdo), o que pressupdem uma critica a reagdo



inespecifica do estresse e sugere que cada estressor possui um perfil neuroenddcrino
proprio (Mason, 1971; Pacak et al., 1998).

O estresse é caracterizado por aumento da sintese do horménio liberador
de corticotrofina (CRH) na divisdo parvocelular do nucleo paraventricular do
hipotdlamo (VPN), por aumento de secrecdes do hormonio adrenocorticotréfico
(ACTH) nos corticotropos da adenoipofise e por cortisol ou corticosterona (CORT) na
zona fasciculada do cortex da adrenal (Guyton e Hall, 2006; Ulrich-Lai e Herman,
2009). De fato, as atividades do eixo hipotalamo-hipofise-adrenal (HHA) e do sistema
nervoso simpatico se mostram pronunciadas, incluindo a liberacdo de prolactina (PRL),
no estresse agudo em humanos e em animais (Neill, 1970; Krulich et al., 1974, Siegel et
al., 1980; Mioduszewski et al., 1982; Dijkstra et al., 1992).

Ainda, embora o eixo HHA seja tonicamente inibido pelas aferéncias
hipocampais do VPN, as projecdes da amigdala e hipotdlamo a este nicleo tém uma
funcdo importante nas respostas neuroenddcrinas ao estresse (Helmstetter, 1992;
Adamec et al., 1999; Kim e Diamond, 2002). Estas estruturas desenvolvem plasticidade
neuronal e podem ser responsaveis pela hiperfuncdo do eixo em diversos transtornos
psiquiatricos, incluindo a depressdo e o panico (Whitnall et al., 1993; Nestler et al.,
2002; Erhardt et al., 2006; Krishnan e Nestler, 2008). Possivelmente, a plasticidade é
ligada a convergéncia das aferéncias do VPN, excitatdrias ou inibitdrias, a secrecdo de
CRH e a vasopressina, os principais secretagogos do ACTH (Dallman et al., 1987;
Antoni et al., 1993; Whitnall et al., 1993). Um exemplo da plasticidade do eixo HHA
consiste na observacdo de que animais submetidos a estresse cronico exibem respostas
neuroenddcrinas normais, ou até mesmo aumentadas, a um novo estressor, dado o
intenso feedback negativo pelos niveis elevados de glicocorticoides no estresse crénico
(Scribner et al., 1991; Bhatnagar et al., 1995). Curiosamente, estudos tém mostrado que
0 aumento da secrecdo de ACTH, devido a aplicacdo de choques nas patas, é atenuado
se 0s choques forem aplicados na presenca de outro rato, induzindo o comportamento de
luta (Conner et al., 1971; Erskine e Levine, 1973).

Interessantemente, a auséncia da ativacdo de respostas de PRL e do eixo
HHA no estresse inquestionavel de um ataque de panico (AP) tem intrigado a
psiquiatria contemporanea (Liebowitz et al., 1985; Levin et al., 1987; Woods et al.,
1987; Hollander et al., 1989). De fato, o transtorno do panico (TP) tem sido apontado



como distinto dos transtornos do estresse, ainda que caracterizado pelo inegavel estresse
emocional do AP (Schenberg, 2010). Todavia, transtornos psiquiatricos na vida adulta
podem ser decorrentes de adversidades no periodo infantil, que precocemente suscitam
ajustes no eixo HHA (Bowlby, 1983; Kaufman et al., 2000; Shelton, 2007). De fato,
estruturas prosencefalicas, incluindo o cortex pré-frontal (CPF), hipocampo, amigdala,
septo e fibras nervosas transportadoras dos estimulos sensoriais, projetam eferéncias,
inclusive polissinapticas, que convergem para 0 VPN, componente de acéo integradora

da resposta ao estresse apresentado (Lopez et al., 1999; Tsigos e Chrousos, 2002).

Por outro lado, a liberacdo de CORT parece mediar todo o processo de
enfrentamento das adversidades (Deakin e Graeff 1991; Garmezy, 1991; Pinheiro
2004). De fato, a secrecdo de CORT tem acgdo permissiva no ajuste do limiar de
ativacdo do eixo HHA, na manutencdo de sua atividade basal e inicializacdo da defesa
do organismo (priming), valendo-se do aporte energético do metabolismo lipidico e da
glicose por acdo das catecolaminas, expressao pronunciada de receptores da inflamacgéo
(up-regulation), além dos processos atencionais, integracao das informacdes de distintas
modalidades sensoriais e tomada de decisdo frente as ameacas dos estressores (Gray,
1991; Buckingham, 2006). No contexto de estresse, é assegurada a mobilizacdo protéica
dos mausculos estriados esqueléticos e &cidos graxos do tecido adiposo para a
neoglicogénese, com elevado depoésito de glicogénio hepatico paralelamente a atividade
glicolitica dos hormdnios adrenalina e glucagon, além do preparo cardiovascular
mediante acdo das catecolaminas (noradrenalina e adrenalina) a uma eventual
sobrecarga (Hayden-Hixson e Nemeroff, 1993; Akil e Morano, 1995; Stratakis e
Chrousus, 1995; Lupien e Meaney, 1998; McEwen, 2000; Tsigos e Chrousus, 2002). A
secrecdo de CORT viabiliza a acdo protetora ou supressora na fase adaptativa ou de
recuperacdo, evidenciando-se o0s efeitos antiinflamatério e imunossupressor
(Buckingham, 2006). Ainda, o metabolismo é redirecionado para situacdes relevantes
no estresse, por exemplo, para as demandas energéticas e processos cognitivos, em
detrimento das fungdes reprodutivas ou do crescimento (Gray, 1991; Anisman 2009;
Rodrigues et al., 2009). Contudo, o estresse cronico pode estar associado a transtornos

metabolicos, podendo alterar a homeostase energética (Bartolomucci et al., 2009).

Por fim, o efeito regulador permissivo do eixo HHA ao estresse é
definido pela responsividade ao menor aporte de CORT nos receptores

mineralocorticoides (MR ou receptor tipo 1), de alta afinidade e especificidade e em



regides hipocampo-septais, para a manutencdo da atividade basal do eixo; enquanto o
efeito protetor do eixo HHA é definido pelo maior aporte de CORT nos receptores
glicocorticoides (GR ou receptor tipo Il), de baixa afinidade e nas estruturas encefalicas
hipocampo, amigdala, hipotdlamo e hipofise em situacdes estressantes, respectivamente
(Reul et al., 1989; McEwen, 1991; De Kloet, 1995; De Kloet et al.,1998; Gesing et al.,
2001; Galon et al., 2002; Buckingham, 2006; Chrousos, 2007; Einarsson et al., 2008).

2. Paradigma de estresse crénico moderado

O paradigma de estresse crénico moderado (ECM) tem sua origem nas
observacOes de Katz (1982), em que ratos reduziam a ingestdo de solugdes doces,
inferida como deficit hedbnico, ap6s exposi¢cdo prolongada a distintos estressores (Katz,
Schmaltz, 1980; Katz et al., 1981). A versao original do paradigma foi modificada por
Willner (1987) que buscou a exposicdo a estressores amenos, como a restri¢do de agua e
comida, alteracdo da temperatura ambiental, iluminacdo continua ou inclinacdo da
gaiola-casa, o que induziu menor responsividade (ingestdo e preferéncia) a solucéo de
sacarose (Willner et al., 1992; Willner, 1997; Willner e Papp, 1997; Willner, 2005).

Modelos de ECM com apresentacdes imprevisiveis dos estressores tém
sido resultantes de adaptacOes de outras versdes experimentais (Willner et al., 1987;
Papp et al., 1994; Lucca et al., 2008). A apresentacdao imprevisivel de novos estressores
de intensidade moderada enseja a designacdo estresse crénico moderado imprevisivel
(ECMI), inclusive com impactos neurofisiolégicos e respostas aned6nicas (Willner et
al., 1987; Anisman e Matheson, 2005; Manoli et al., 2000; Mitchell e Baker, 2010;
Wright e Panksepp, 2011). O modelo é exemplificado por uma duracdo do estresse de
até 20 h por estressor moderado, diferentes combinacdes de estressores apresentados no
dia (de apenas um estressor a um conjunto deles), apresentacdo semiranddémica ou
imprevisivel dos estressores, variados elementos de estresse (por exemplo, restricdo de
alimento, gaiola suja e ruido), diferentes periodos de protocolo experimental (por
exemplo, de 1 a 9 semanas de estresse moderado ou apresentacdo de intermitentes
estressores por 40 dias) e respostas anedbnicas encontradas (menor ingestdo de
sacarose) (Willner et al., 1987; Willner et al., 1992; Manoli et al., 2000).



Ademais, os estimulos estressores podem ser classificados em fisicos
(calor, frio, radiacdo intensa, barulho, vibragdo), quimicos (substancias toxicas e
algésicas), psicoldgicos (capazes de gerar ansiedade, medo e frustagdo), sociais
(ambiente hostil e rompimento de relagcdes) e alteradores da homeostase (exercicio,
ortostase, inclinacdo corporal, hipoglicemia e hemorragia) (Pestana, 2010). Quanto a
duracdo da exposicdo do evento estressante, 0s estressores podem ser agudos (Unico,
intermitente, exposicdo em tempo limitado) ou crbnicos (exposigdo prolongada e
intermitente, ou exposi¢do continua) (Pacak e Palkovits, 2001). A imprevisibilidade dos
estimulos, os tipos de estressores, variacdes na duracdo da exposicao e da intensidade
dos eventos estressantes podem gerar respostas fisioldgicas diferenciadas (Puglisi-
Allegra et al., 1991). De fato, repercussdes patoldgicas parecem estar mais associadas
com o estresse crénico, em que ha maior exigéncia dos mecanismos homeostaticos na
hiperexposicdo do organismo aos agentes estressores (McEwen e Magarinos, 1997;
Buckingham, 2006; Goldstein, 2010; Abelaira et al.,2013).

Em animais, embora estudos tenham apontado a hiporresponsividade nos
jovens ao estresse, caracterizada por niveis basais ou respostas brandas de CORT, o
estresse moderado pela injecdo de salina apds 24 h de separacdo maternal provocou
sensibilidade dos filhotes ao evento estressor (Schapiro et al., 1962; Levine, 1994, 2001,
2002). Adicionalmente, enquanto os filhotes submetidos ao estresse de separagdo
maternal breve (3-15 min) apresentam respostas neuroenddcrinas atenuadas na vida
adulta, filhotes submetidos ao mesmo por periodos prolongados (24 h) apresentam
respostas exageradas, tanto durante o periodo hiporresponsivo ao estresse (nas duas
semanas de vida) quanto na vida adulta (Walker et al., 1986; Suchecki et al., 1993;
Forbes et al., 1996; Nielsen et al., 2000; Levine, 2001, 2002; Lippmann et al. 2007).
Notavelmente, como o CRH é subrregulado nos filhotes privados da mée, a hiperfuncéo
do eixo HHA nestes filhotes deve-se, aparentemente, a vasopressina (Levine, 2001).
Henningsen e colaboradores (2012) mostram que ratos desprovidos de cuidado maternal
sd0 mais propensos a uma condi¢do aneddnica apds estresse e que ha um aumento de

metabdlitos de CORT fecal apds exposi¢do ao ECM.

Assim, a exposicao repetida de estressores de intensidade moderada pode
produzir atenuacdo da responsividade do eixo HHA (adaptagéo ou habituagéo), contudo
um novo estressor pode suscitar aumento da resposta do eixo (sensibilizagdo) como

mecanismo adaptativo (Weiberg et al., 2009). Tal adaptacdo é dependente dos fatores



variabilidade individual, modalidade do estressor, intensidade do estresse e o intervalo
de tempo entre as sessdes estressoras do estresse cronico (Lachuer et al., 1994). Em
humanos, Bowlby (1983) mostra que o funcionamento do eixo HHA pode ser ajustado
em idade bastante precoce, corroborando a associacdo frequente de adversidades na

infancia e transtornos psiquiatricos na vida adulta.

Por fim, o modelo ECM responde seletivamente a drogas antidepressivas,
sem efeito em animais nio estressados (D’Aquila et al., 1997). De fato, o paradigma
ECM implica o estresse cronico como a causa principal da depressdo (Willner e Papp,
1997). Como no tratamento clinico em humanos, 0os comportamentos do tipo depressivo
dos animais somente sdo reparados apdés 3 a 4 semanas de tratamento com
antidepressivos (Bourin et al., 2001; Gambarana et al., 2003; Pijiman et al., 2003;
Bekris et al., 2005; Willner, 2005).

3. Respostas depressivas e ansiosas a eventos estressantes

O impacto do estresse depende do tipo do estressor que 0 organismo esta
sendo exposto (cronico ou agudo, controlavel ou incontrolavel), das condicdes do
individuo afetado, da responsividade ao problema e do historico de eventos estressantes
(Anisman e Merali, 1999; Paykel, 2001). A incontrolabilidade no estresse cronico pode
facilitar o desenvolvimento da depressao, inclusive com evidéncias epidemiolégicas das
respostas e sintomas do transtorno depressivo (Maier, 1984; Kendler et al., 1999;
Alfonso et al., 2005; Henn e Vollmayr, 2005; Maier e Watkins, 2005, 2010; Czéh et al.,
2006; Maier et al., 2006; Hammack et al., 2012).

Segundo Pestana (2010), estima-se que mais de 150 milhdes de pessoas
no mundo experimentem algum episddio depressivo em algum momento da vida. Dos
pacientes deprimidos, 2 a 3 % requerem hospitalizagcdo, com sérios prejuizos das
atividades diarias (Guimaraes, 2000). De fato, a depressdo acomete pessoas de todas as
etnias, classes socioecondmicas e idades, sendo prejudicial as relagdes interpessoais e
pode apresentar comorbidade com outras doengas neuroldgicas e psiquiatricas, como a
ansiedade, que também limita as atividades normais do individuo (Gotlib e Joormann,
2010; Brhlikova et al., 2011). Em cerca de 60 % dos casos de depressdo, 0s episodios
depressivos séo precedidos pela ocorréncia de fatores estressantes (Post, 1992). Além



disso, a conhecida influéncia de fatores genéticos no desenvolvimento da depressdo
poderia ser decorrente de um aumento da sensibilidade a eventos estressantes (Kendler
et al., 1995). A cronicidade e a recorréncia dos transtornos do humor, como a depressao,
levam os individuos a grandes perdas no exercicio diario de suas atividades (Uebelacker
et al., 2004).

O transtorno depressivo € visto como uma doenca incapacitante que
ameaca a qualidade de vida do ser humano (Duman, 2010). De etiologia genética,
bioquimica, psicologica e socio-ambiental, seus fatores isolados ou combinados
predispdem vulnerabilidades ao individuo (Bienvenu et al., 2011; Sullivan et al., 2000;
Davidson, 2011). Segundo a quarta versdo do Manual Diagndstico e Estatistico de
Transtornos Mentais (DSM-1V), além do humor disférico, o paciente depressivo
apresenta perda de interesse ou prazer em praticamente todas as atividades (sintomas
anedbnicos) e com exibicdo de pelo menos quatro sintomas adicionais por um periodo
minimo de duas semanas (APA, 1994; Kessler et al., 2005; Davidson, 2011). De fato,
pacientes com depressdo maior exibem perda de energia e de interesse, dificuldades na
concentragdo, retardos psicomotores, pensamentos recorrentes de morte e tentativas
frequentes de suicidio (Charney e Manji, 2004; Harvey et al., 2004; Dinan e Scott,
2005; Hihn et al., 2006; Kennedy, 2008).

Agentes estressores constituem um risco para o desenvolvimento de
transtornos depressivos, como os fatores psicoldgicos (por exemplo, problemas sociais),
que podem induzir a mudancas significativas comportamentais e fisiol6gicas (McEwen,
1998; Charney e Manji, 2004; Akhtar-Danesh e Landeen, 2007; Klauke et al., 2010).
Segundo de Kloet e colaboradores (2005), eventos estressantes e traumaticos ao longo
da vida influenciam no desenvolvimento da depressdo e parecem prejudicar pacientes
deprimidos na elaboracdo de estratégias de enfrentamento nas situacGes aversivas. Por
outro lado, o estresse crénico pode estar também envolvido na origem de transtornos de
ansiedade, transtornos alimentares e alteragdes na formacdo de memorias (Chrousos,
2007; Li et al., 2008; Buynitsky e Mostofsky, 2009; Epel, 2009).

Sigmund Freud (1896) foi pioneiro em descrever 0s transtornos de
ansiedade. Freud (1896) distinguiu a expectativa ansiosa ou apreensdo do ataque de
ansiedade, duas sindromes fundamentais da ansiedade e de sinais e sintomas similares

aos atuais diagnosticos de transtorno de ansiedade generalizada (TAG) e transtorno do
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panico (TP), respectivamente (APA, 2000). Pelos estudos de Freud, enquanto a
expectativa ansiosa consiste de uma ansiedade livre e flutuante que controla a escolha
de idéias por antecipacdo, os ataques de ansiedade consistem de uma ansiedade que
irrompe subitamente na consciéncia sem ter sido evocada por qualquer idéia (Freud,
1896). Ademais, a combinacdo de fatores genéticos, experiéncias estressantes e estresse
por periodos prolongados determinam a resposta do individuo a situagfes novas de
estresse e sua vulnerabilidade aos transtornos psiquiatricos, incluindo transtornos de

ansiedade como o TP (Charney e Manji, 2004).

Em animais, a exposicao aos eventos estressantes frequentemente suscita
mudancas comportamentais semelhantes ao que ocorre em humanos com depressao,
inclusive com alteragBes neuroquimicas e neuroenddcrinas (Willner, 1997; Sapolsky,
2003; Rodrigues et al., 2009). Adicionalmente, aos testes comportamentais utilizados,
ha evidéncia de diminuicdo da atividade exploratoria de animais expostos previamente
ao estresse cronico e sdo também observados os efeitos lesivos do estresse sobre a
memdria espacial (Garcia-Marquez e Armario, 1987; Bodnoff et al., 1995; Conrad et
al., 1996; Nishimura et al., 1999). Tamanha responsividade, animais expostos ao
estresse cronico variado, estresse moderado ou estresse agudo podem sofrer uma severa

perda de peso corporal (Harris et al., 1998, 2002; Gamaro et al., 2003).

Ainda, o sistema dopaminérgico mesolimbico, envolvido nos
comportamentos relacionados a recompensa, tem sido considerado nas respostas
estressoras e no tratamento com antidepressivos (D’Aquila et al., 2000; Robinson e
Berridge, 2000; Nestler, 2002; Schultz, 2002; Wise, 2002; Borges et al., 2013). De fato,
ratos submetidos ao ECM apresentam diminuicdo na liberacdo basal de dopamina,
neurotransmissor monoaminérgico envolvido também no controle do humor
(Gambarana et al., 2003). Segundo Borges e colaboradores (2013), os comportamentos
emocional e social afetados pelo estresse, associados a redugédo drastica na transmisséo
dopaminérgica mesolimbica, foram revertidos pela administragdo oral de acido L-3,4-
dihidroxifenilalanina (L-DOPA). Adicionalmente, estudos tém mostrado a reducdo na
expressdao do fator neurotrofico derivado do cérebro (BDNF) no hipocampo apds
estresse agudo ou crbnico, o que representa um deficit na principal neurotrofina no
cérebro e potencial mediador neurobioldgico dos efeitos das experiéncias de vida
(Nestler et al., 2002; Krishnan e Nestler, 2008). O estresse de privacdo maternal, por

exemplo, altera a expressdo ndo sO de BDNF, mas de varios outros peptideos do
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hipocampo, incluindo a sinaptosina, o fator neurotréfico neuronal, neurotrofina-3 e
substancia P (Unger et al., 1988; Rosén et al., 1992; Brodin et al., 1994; Rupniak et al.,
2000; Roceri et al., 2002; Andersen e Teicher, 2004; Marais et al., 2009).

No mesmo sentido, Bessa e colaboradores (2013) observaram que
animais expostos ao ECM disparam comportamentos anedénicos, sofreram hipertrofia
dos neurénios médio espinhosos do nucleo accumbens (NAc), inclusive com aumento
na expressao de genes codificadores de BDNF e proteina sinapsina I. Além disso, houve
a reversdo da anedonia por antidepressivos (imipramina e fluoxetina), situagédo
associada com a reversdo efetiva das alteracdes especificas na morfologia e no perfil de
expressao génica do NAc (Bessa et al., 2013). Ha diferentes padrdes comportamentais,
respostas neuroquimicas e farmacoldgicas entre 0s animais expostos ao estresse agudo e
0s submetidos ao estresse cronico, inclusive podendo haver alteracdo da sensibilidade,
do nimero de receptores op-adrenérgicos e da atividade noradrenérgica central no
estresse prolongado (Fligge et al., 1992, 1996; Cancela et al., 1995; Torres et al.,
2001).

Em humanos, o funcionamento anormal do sistema noradrenérgico tem
sido considerado nas reacOes agudas de estresse, em estresse cronico psicossocial, nos
transtornos de estresse pds-traumatico, além da depressdo e ansiedade (Charney et al.,
1984; Fligge et al., 1992,1996; Southwick et al., 1999; Anand e Charney, 2000;
Heilbronner et al., 2004). Como no estresse, ha hiperatividade do eixo HHA e posterior
hipersecrecdo de CRH e CORT em grande parte dos pacientes com depressao
(Hatzinger, 2000; Parker et al., 2003).

Quanto as respostas do tipo ansiosas ao evento estressante, estudos em
animais tém revelado que a ansiedade é indutora de uma forma particular de inibicédo
comportamental em situacGes de responsividade aos eventos novos ambientais ndo
recompensadores (em condi¢Ges em que € esperada a recompensa) ou punitivos (Rang
et al., 2003). Tal inibicdo pode ser exibida na imobilidade ou supressdo de uma resposta
comportamental (Rang et al., 2003). De fato, a ansiedade elicita ou intensifica naturais
respostas as ameacas ambientais (File, 1988). Indubitavelmente, a exposicdo de ratos
adultos e primatas ao estresse cronico pode resultar em danos cognitivos no
desempenho de distintas tarefas, tais como labirinto radial de oito bragos e labirinto
aquatico (Bodnoff et al., 1995; Nishimura et al., 1999).
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Ademais, o efeito ansiogénico do estresse em animais tambem é
apontado no teste labirinto em cruz elevado (LCE), em que s&o observados a diminui¢do
do numero de entradas nos bragos abertos e o comportamento de congelamento
(freezing) (File, 1996; Padovan et al., 2000; Zurita et al., 2000). A ansiedade é
provocada pelo conflito entre a motivacdo de explorar e a aversdo aos bracos abertos
(Carobrez e Bertoglio, 2005). Adicionalmente, a atividade exploratdria no teste campo
aberto (CA) tem sido alterada nos animais cronicamente estressados (D’Aquila et al.,
2000). O estresse cronico variavel pode induzir a reducéo significativa no consumo de
alimento doce, situacdo revertida pela administracdo de fluoxetina, um inibidor seletivo
de receptacdo da serotonina (Gamaro, 1998; Willner, 2005). Ainda, 0 comportamento
de imobilidade no teste de natacdo forcada (NF) reflete um estado depressivo nos

animais (Porsolt et al., 1977).

Em estudos com animais sobre hedonia, o consumo de sacarose 1 %
tanto pelos ratos Lister hooded quanto nos ratos Long-Evans foi suprimido apos
exposicdo dos animais ao ECM, resultando em um estado anedonico claro (Willner et
al., 1992). A concentracédo utilizada pelos autores foi referida como adequada a funcéo
ingestdo-concentracdo na curva em U invertido (Willner et al., 1992). No mesmo
sentido, segundo Pucilowski e colaboradores (1993), o ECM em ratos Flinders reduziu
significativamente a ingestdo e a preferéncia por solucdo de sacarina nos animais
sensitivos em comparacdo aos ratos resistentes. Ademais, 0 estresse pré-natal ou
exposicao a elevado nivel de glicocorticoides no periodo intrauterino pode suscitar além
do pronunciado comportamento aneddnico, aumento no tempo de imobilidade no teste
NF e prejuizos na interacdo social em diferentes estagios da vida dos animais (Borges et
al., 2013). Interessantemente, Henningsen e colaboradores (2013) mostram que a
estimulagdo eletroconvulsiva repetitiva pode reverter tanto o deficit da memoria
operacional quanto o estado anedénico de ratos submetidos ao ECM. De fato, a
apresentacdo de estresse crénico leve e variado tem envolvido fatores estressantes

naturalisticos proporcionais ao estresse humano diério (Gronli et al., 2006).

4. Sistema serotonérgico como controlador das situagdes aversivas

A serotonina (5-hidroxitriptamina ou 5-HT) & um neurotransmissor da

classe das indolaminas e estd envolvida na regulacdo de uma ampla variedade de
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funcdes fisioldgicas em sistemas neurais e extraneurais (Brodie e Shore, 1957; Jacobs e
Azmitia, 1992). De fato, a sinalizacdo serotoninérgica influencia, por exemplo, as
funcdes neuroenddcrinas que envolvem o ritmo circadiano, a atividade reprodutiva,
sono e o consumo de alimentos (Martinowich e Lu, 2008). Durante o desenvolvimento
embrionario humano, a 5-HT é um dos primeiros neurotransmissores a se constituir,
sendo notado j& na 5% semana de gestacdo (Sundstrom et al., 1993). J& em animais,
Dahlstrom e Fuxe (1964) foram os primeiros a mapear, no encéfalo de ratos, os nucleos
especificos contendo 5-HT. Segundo Lesch (2001), esse neurotransmissor exerce uma
funcdo importante no desenvolvimento, na funcionalidade e na plasticidade do encéfalo
(Lesch, 2001).

A sintese de 5-HT ¢ feita a partir do aminoécido essencial aromatico L-
triptofano (TRP) que é transportado para o interior da célula por um mecanismo
carreador neutro para aminoacidos (Kruk e Pycock, 1991; Brunton et al., 2012) (Figura
1). Ainda, o TRP ¢ hidrolisado pela acdo da enzima triptofano hidroxilase (Tr-OH), a
primeira enzima da cadeia de sintese e que atua como uma etapa regulatéria de todo o
processo, ap6s uma necessaria estimulacdo neural e na presenca de O, e
tetrahidrobiopterina (Kruk e Pycock, 1991; Frazer e Hensler, 1994; Brunton et al.,
2012). Em condicBes fisiologicas, a atividade da Tr-OH ndo é saturdvel e a
concentracdo de TRP livre no plasma é o principal determinante da sintese de 5-HT
(Fernstrom e Wurtman, 1972; Chaouloff et al., 1985; Fadda, 2000; Brunton et al.,
2012). O 5-hidroxi-L-triptofano, resultante da hidrolise, sofre descarboxilagdo pela
enzima 5-hidroxi triptofano descarboxilase na presenca do cofator piridoxalfosfato,
formando a 5-HT (Brunton et al., 2012). Por fim, a metabolizacdo de 5-HT pela enzima
monoamina oxidase (MAO), na presenca de O, e H,0, resulta em seu maior metabdlito,
um catabdlito primario inativo, denominado &cido 5-hidroxiindolacético (5-HIAA)
(Kruk e Pycock, 1991; Brunton et al., 2012) (Figura 1).
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Figura 1 - Sintese de serotonina (5-HT) a partir do seu aminoacido precursor triptofano. TPH,
triptofano hidroxilase; 5-HTP, 5-Hidroxi-L-Triptofano; 5-HIAA, éacido 5-hidroxiindolacético;
MAO, Monoamina oxidase. Modificado de Brunton e colaboradores (2012).

Adicionalmente, os circuitos cortico-limbicos (hipocampo, neocortex,
amigdala, cerebelo e hipotdlamo) possuem uma funcdo importante na modulacdo da
afetividade e da emocdo e tém na 5-HT um importante elemento nessa circuitaria, 0 que
inclui seu transportador (5-HTT) envolvido no principal mecanismo de recaptacdo pré-
sinaptica de 5-HT da fenda sinaptica para modular a neurotransmissdo serotoninérgica
(Bortoluzzi, 2012). Assim, o 5-HTT regula a concentracdo extracelular do
neurotransmissor, influenciando a neurotransmissdo serotonérgica (Tang et al., 2013).
Ainda, 5-HTT é pertencente a familia dos transportadores carreadores de soluto
dependente de ions sodio e cloro (Na*/ClI") (Haddley et al., 2012). Segundo Haddley e
colaboradores (2012), o 5-HTT €é um regulador chave da biodisponibilidade da 5-HT e,
portanto, qualquer modulagdo na expressao ou agdo do transportador pode resultar em
consequéncias sobre o comportamento, o que o torna um alvo para intervengédo
farmacéutica em distirbios do comportamento e do humor (Haddley et al., 2012).
Maron e colaboradores (2004) observaram que a atividade do 5-HTT correlacionou-se

negativamente com a severidade dos sintomas em pacientes com TP. Interessantemente,
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Tang e colaboradores (2013) mostraram que mudancas diferenciais na expressao de 5-
HTT podem contribuir para as variagfes na suscetibilidade a anedonia e associam a
reducdo na expressdo do transportador no hipocampo de animais ao estado
comportamental induzido pelo ECMI. O fenbmeno down-regulation da expressao de 5-
HTT no hipocampo foi tido como um registro da anedonia em um endofendtipo chave

da depressdo clinica (Tang et al., 2013).

O sistema serotonérgico possui mais de 14 tipos de receptores pre-
sinépticos e/ou pos-sinapticos distribuidos em sete classes distintas de receptores (5-
HT.7), complexidade e diversidade consideradas na ativagdo dos seus receptores e que
pode produzir efeitos opostos, dificultando a compreensdo de sua funcdo nos
transtornos do humor e da ansiedade (Hoyer et al., 2002). Alguns sdo responséveis por
ativar proteinas ligadoras de GTP (transdutoras de sinal) que sdo acopladas positiva ou
negativamente na via de sinalizacdo da adenilato ciclase, enquanto outros receptores da
5-HT ativam a fosfolipase C, resultando na producdo de inositol 1,4,5-trifosfato e
diacilglicerol (Mattson et al., 2004). Os trés principais subtipos de receptores 5-HT3, 5-
HT, e 5-HT3 séo, somente, 25 % homologos (Peroutka e Howell, 1994). Os principais
subtipos exibem heterogeneidade e, também, sdo subdivididos dentro de 5-HTia, 5-
HTg, entre outros (Mohammad-Zadeh et al., 2008). A 5-HT pode ser reciclada dentro
de vesiculas secretorias via transportador de monoamina vesicular (Mohammad-Zadeh
et al., 2008) (Figura 2). Embora os padrdes de expressdo do receptor de 5-HT em
neurbnios individuais ndo tém sido totalmente elucidados, € provavel que varios
subtipos de receptores 5-HT, com acdes semelhantes ou opostas sdo expressos em

neurdnios individuais, conduzindo a uma amplitude de a¢des (Brunton et al., 2012).
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Figura 2 — Regulacdo pré-sinaptica da neurotransmissao da serotonina. A serotonina (5HT) é
sintetizada a partir do triptofano em uma via de duas reacdes; a enzima que limita a velocidade é
a triptofano hidroxilase. Tanto a 5SHT recém-sintetizada quanto a reciclada séo transportadas do
citoplasma para o interior de vesiculas sinépticas pelo transportador de monoaminas vesicular
(VMAT). A neurotransmissdo € iniciada por um potencial de agdo no neurdnio pre-sinaptico,
gue acaba produzindo a fusdo das vesiculas sinapticas com a membrana plasmatica, por um
processo dependente de Ca** A 5HT é removida da fenda sinaptica por um transportador
seletivo de 5HT, bem como por transportadores ndo-seletivos de recaptacdo (ndo indicados). A
5HT pode estimular os autorreceptores 5HT;p, proporcionando uma inibicdo por
retroalimentacdo. A 5HT citoplasmatica é sequestrada em vesiculas sinapticas pelo VMAT ou
degradada pela MAO mitocondrial. Golan e colaboradores (2009).

A 5-HT também tem sido estudada em situacGes de estresse, inclusive
com evidéncia de alteracdes nas concentracdes de 5-HT e de 5-HIAA em ratos expostos
ao estresse fisico exaustivo (Newsholme, 1987; Blomstrand et al., 1989; Bailey et al.,
1993; Soares et al., 2003, 2004, 2007). Adicionalmente, foi observado um aumento nas
concentracdes plasmaticas de acidos graxos livres e de TRP no estado de fadiga pelo
estresse fisico (Soares et al., 2003, 2004, 2007). Esses resultados sugerem aumentos da
sintese e da degradagdo de 5-HT na submisséo de ratos ao estresse fisico, corroborado
por outros autores (Chaouloff et al., 1985, 1986). Se prolongado, o evento estressor
fisico pode suscitar um aumento na concentracdo plasmatica de TRP livre e, desse
modo, gerar um aumento na sintese de 5-HT (Chaolouff, 1997). Acerca da taxa de
renovacdo serotonérgica (TR-5-HT), turnover serotonérgico ou simplesmente razéo 5-

HIAA/5-HT, Gamaro e colaboradores (2003) encontraram seu aumento no hipocampo
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de ratos expostos ao estresse cronico variado. Adicionalmente, outros autores
observaram niveis elevados de 5-HIAA na &rea pré-optica, amigdala, hipocampo, cortex
entorrinal e medula espinhal, alem de valores elevados do turnover serotonérgico no
mesencéfalo e medula espinhal de ratos sob estresse de subordinacdo aos ratos
dominantes (Blanchard et al., 1991).

Tem sido postulada a acdo sinérgica da 5-HT com o glutamato, numa
interacdo pré-sinaptica e pos-sinaptica com o glutamato liberado pelo evento estressor
ou pelos glicocorticéides, potencializando a ligacdo aos receptores N-metil-D-aspartato
(NMDA) e sua subsequente atividade (McEwen, 2000).

Adicionalmente, a 5-HT parece mediar os efeitos da luz sobre a
temporizacao e estimulos nao féticos, sendo assim atuante no processo de sincronizacao
de ritmos (Zatz e Herkenham, 1981; Mistlberger e Antle, 1998). Tal consideracao é
também importante nos protocolos de estresse, visto que 0s ritmos circadianos
constituem aspectos de quase todos 0s organismos vivos e alguns possuem carater
enddgeno, como o ritmo de ingestdo de liquido, gerado por osciladores internos e
sincronizado por fatores fisioldgicos internos e eventos ambientais externos (Marques e
Menna-Barreto, 1997). Adicionalmente, o ndcleo supraquiasmatico € considerado o
principal oscilador enddgeno do sistema de temporizacdo circadiano em mamiferos
(Morin, 1992). Além da relacdo com o ciclo sono-vigilia, o nivel extracelular de 5-HT
nos nucleos da rafe também esta associado com o estado comportamental e a atividade
motora dos animais, ja que em areas prosencefalicas foi observada a liberacdo de 5-HT
associada a ativacdo comportamental e ao estado de alerta (Rueter e Jacobs, 1996).
Segundo Pinato e colaboradores (2004), os niveis de 5-HT do nucleo da rafe de ratos
apresentam variagdes ritmicas ao longo do dia, com concentracdes mais altas na fase de
escuro, periodo considerado como de atividade dos animais e com nivel maximo as 21 h

e minimo as 5 h.

Ainda sobre a importante associacdo do estresse as alteracfes de 5-HT,
estudos in vitro e in vivo apontam prejuizos do estresse no sistema serotonérgico, em
que os glicocorticoides diminuem a expressdo de receptores serotonérgicos 5-HT1a pos-
sinapticos no hipocampo e no cértex cerebral, estruturas envolvidas nos estados de
depressdo e ansiedade (Fligge 1995, Nishi e Azmitia, 1996; Meijer et al., 1997;
Carrasco e Van de Kar, 2003). Adicionalmente, o aumento de 5-HT no tratamento com
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antidepressivo, na remissao clinica de um episdédio depressivo, reverte anomalias do
eixo HHA (Belmaker et al., 2008). Segundo Nordquist e Oreland (2010), a dupla agéo
da 5-HT, quais sejam, como neurotransmissor e como fator neurotréfico, pode gerar um
impacto significativo no comportamento e no risco para o desenvolvimento de
transtornos neuropsiquiatricos, explicado pelas alteracGes durante o desenvolvimento da
neurocircuitaria limbica envolvida no processamento emocional e durante o

desenvolvimento dos neurdnios serotoninérgicos no crescimento encefalico inicial.

Se por um lado o ser humano ou animais podem ser expostos ao evento
estressante, por outro, a capacidade de enfrentar as adversidades, de sustentar a
habilidade adaptativa, de transformar-se por elas e a capacidade de superacdo do
estresse é conhecido como resiliéncia (Pinheiro, 2004; Gamerzy, 1991). E hipotetizada
que a elevacdo de glicocorticdides no estresse cronico pode elicitar a subrregulacdo de
receptores 5-HTia no hipocampo, gerando um lapso na resiliéncia e podendo
desencadear um estado depressivo (Deakin e Graeff, 1991). Segundo Boere (2001), o
ambiente ndo apropriado as necessidades sociais e fisicas pode suscitar respostas nao
adaptativas, expressas em transtornos comportamentais, identificadas por
comportamentos estereotipados, distlrbios emocionais (como agressividade e

depressao) e deficit cognitivo.

Por fim, tal dimenséo do sistema serotonérgico permite a influéncia da 5-
HT em uma multiplicidade de funcgdes cerebrais, como percepcdo sensorial, atividade
motora, nocicepgdo, regulacdo da temperatura, apetite e secrecdo de hormonios
(Brunton et al., 2012). Contudo, se porventura houver situagdes de carga ou sobrecarga
alostatica, como em situacOes estressantes ou ameacadoras, a amplitude de acbes do
sistema serotonérgico atribui a 5-HT a especializa¢do no controle dos estados aversivos
(Deakin e Graeff, 1991).

5. Matéria cinzenta periaquedutal na expressao de estados emocionais

A aparéncia indiferenciada da matéria cinzenta periaquedutal (MCPA) e
a sua relativa estabilidade evolutiva sugerem que a estrutura esteja envolvida em
funcGes importantes de protecdo e na regulacdo homeostatica (Carrive, 1993). Ademais,

as conexdes da MCPA sugerem sua participacdo na expresséo dos estados emocionais,
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inclusive com envolvimento nos comportamentos defensivos e na analgesia (Carrive,
1993).

Alguns autores propdem a subdivisdo rostro-caudal da MCPA nas
regides rostral, intermediaria e caudal, inclusive com parcelamento rostral e caudal do
segmento intermediario (Bandler et al., 1991). Ao longo do eixo rostro-caudal, a
organizacdo colunar da MCPA também foi expressa em estudos anatébmicos e
funcionais, sobretudo com importancia nas fungdes integrativas em coordenar respostas
defensivas (Bandler e Keay, 1996). Em animais, como nos gatos e ratos, a organizacéo
da MCPA ¢ vista em colunas morfofuncionais dispostas ao longo do aqueduto, quais
sejam, as colunas dorsomedial (MCPAdm), dorsolateral (MCPAdI), lateral (MCPAL),
que constituem a porcdo dorsal da estrutura mesencefalica (MCPD), e a coluna
ventrolateral (MCPAVI) que estabelece a porgdo ventral da MCPA (MCPVL) (Carrive,
1993; Bittencourt et al., 2004) (Figura 3). Em humanos, a organizacdo colunar da

MCPA também foi confirmada (Parvizi et al., 2000).

Rostral

Figura 3 - Organizagdo colunar rostro-caudal da MCPA. As figuras ilustram as colunas: a,
dorsomedial (DM); b, dorsolateral (DL); c, lateral (L, na coluna superior) e ventrolateral (VL,
na coluna inferior). Aq, aqueduto cerebral; DR, nucleo dorsal da rafe; 111, nicleo 6culo-motor.
Adaptado de Carrive (1993).

As informacdes ascendentes e descendentes no organismo convergem na

MCPA, atuando como estrutura receptora de aferéncias diretas da medula espinhal e do
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nicleo do trigémino e indicando funcdo de processamento dos estimulos
somatossensoriais, provavelmente de natureza nociceptiva (Carrive, 1993; Bittencourt,
2003). Além disso, a MCPA esta conectada a uma serie de regides prosencefélicas que
estdo relacionadas ao comportamento emocional, como o cértex, amigdala, nacleo do
leito da estria terminal e hipotalamo (Carrive, 1993; Bittencourt, 2003). Embora nao
seja considerado como parte intrinseca da MCPA, o nucleo dorsal da rafe (NDR) se
situa na regido ventromedial ao aqueduto, onde se forma um grande numero de
projecdes serotonérgicas ascendentes tanto para a MCPA e a amigdala, quanto para
amplas areas do prosencéfalo, incluindo o estriado e CPF (Kosofsky and Molliver,
1987).

Interessantemente, o envolvimento das estruturas subcorticais nas
reacOes emocionais, primeiramente sugerido por Goltz (1892), continua sendo
desafiador, como o estudo das respostas defensivas dos animais a estimulacéo elétrica e
quimica da MCPA ou de estruturas mais rostrais, como hipotalamo e amigdala, nos
mais distintos protocolos experimentais (Hunsperger et al., 1956; Sudré et al., 1993;
Bandler e Keay, 1996; Vargas et al., 2000; Schenberg et al., 2001; Schimitel et al.,
2012). De fato, estudos mostram que os comportamentos imobilidade tensa (freezing) e
fuga (flight) podem ser obtidos mediante pequenas varia¢es da intensidade de um
estimulo elétrico aplicado por meio de um Unico eletrodo na MCPAdI ou MCPAI
(Sudré et al., 1993; Vargas et al., 2000; Schenberg et al., 2001). Tal estimulacdo produz
emocOes aversivas (medo, agitacdo, ansiedade e sensacdo de morte iminente) em
humanos e comportamentos defensivos em animais, uma proposicdo de modelo de AP
(Nashold et al., 1969; Gentil, 1988; Deakin e Graeff, 1991; Jenck et al., 1995; Young e
Rinaldi, 1997; Schenberg et al., 2001; Bittencourt et al., 2004; Schenberg, 2010;
Schimitel et al., 2012; Silva et al., 2012). Ademais, a inibigdo dos comportamentos de
defesa a estimulacdo da MCPA de animais previamente expostos ao estressor choque
inescapavel nas patas tem sugerido a capacidade do evento estressor em inibir o sistema
motivacional, com implica¢fes na incontrolabilidade do estresse (Quintino-dos-Santos
etal., 2013).

Em ratos, a estimulacdo da MCPD com estimulos de baixa magnitude,
elétricos ou quimicos, produz uma reacdo de congelamento caracterizada por uma
imobilidade tensa acompanhada da exoftalmia (protrusdo do globo ocular e abertura

méxima das palpebras), enquanto estimulos mais intensos ddo origem a um
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comportamento vigoroso de fuga, compreendendo galopes e saltos (Schenberg et al.,
1993; Bittencourt et al., 2004). Mais importante, a resposta de galope induzida pela
estimulacdo da MCPD do rato foi seletivamente atenuada por panicoliticos clinicamente
eficazes, administrados em doses e regimes terapéuticos similares aos empregados na
terapia do TP (Vargas e Schenberg, 2000; Schenberg et al., 2001). Consequentemente,
embora as respostas defensivas induzidas por estimulagdo da MCPD tenham sido
indistintamente propostas como um modelo de AP (Gentil, 1988; Deakin and Graeff,
1991; Jenck et al., 1995), as evidéncias farmacoldgicas sugerem que a resposta de
galope seja o melhor representante desta sindrome (Schenberg et al., 2001, 2005).
Curiosamente, panicogenos nao seletivos aumentam a secrecdo de ACTH, CORT e
PRL, enquanto tais horménios ndo sdo alterados nas respostas intensas de ativacao
emocional e exercicio fisico induzidos no AP experimental por estimulacdo da MCPD
de ratos (Schenberg et al., 2008).

Cohen e White (1951) mostraram que o AP pode ser provocado por
hiperventilagcdo a 5 % de CO, em humanos. Por outro lado, Pitts e McClure (1967)
demonstraram que o AP deixava tragos fisiologicos, j& que poderia ser eliciado pela
infusdo endovenosa de lactato de sédio (0,5 M) em pacientes predispostos, mas ndo em
voluntarios normais. Estudos posteriores forneceram provas numerosas das
propriedades panicogénicas do lactato de sodio e CO,, bem como de outros agentes
(Graeff et al., 2005). Do ponto de vista fisiol6gico, um dos aspectos mais importantes
do AP é a auséncia de respostas dos horménios do estresse ACTH, CORT, além de PRL
tanto nos ataques espontaneos e situacionais quanto nos casos de inducdo por infusdo de
lactato de sodio ou inalacdo de CO, (Liebowitz et al., 1985; Cameron et al., 1987,
Levin et al., 1987; Woods et al., 1987a, b; Hollander et al., 1989; Kellner et al., 1998).
Otte e colaboradores (2002) relataram que a infusdo de lactato de sddio em pacientes de
panico aumenta a secrecdo de PRL sem alteracdo dos niveis de ACTH. Adicionalmente,
Donald Klein (1993) propds que o TP esta relacionado ao medo produzido pelo disparo
falso de um sistema de sufocamento e argumenta que esta hipotese é consistente com a
hipersensibilidade dos pacientes com TP a infuséo endovenosa de lactato de sodio e a
inalacdo de CO,, dentre outros aspectos respiratérios. Todavia, ndo sdo poucos 0s
agentes e modelos panicogénicos e que tem assegurado estudo pormenorizado do
evento estressante do AP (Cohen e White, 1951; Woods et al., 1987; Klein, 1993;
Graeff et al., 2005).
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O AP, tanto induzido em certas circunstancias da vida real quanto
suscitado por lactato e CO,, assinala o TP por uma disfuncdo das proje¢des inibitdrias
serotonérgicas e opioidérgicas do NDR e da MCPVL a MCPD, desencadeando o
repertorio reacional tipico do ataque (Graeff et al., 2005; Johnson et al., 2005, 2008;
Schenberg, 2010; Schimitel et al., 2012). Deakin e Graeff (1991) postularam que as
respostas de defesa (congelamento e fuga coordenada ou esquiva), analogas as da
ansiedade e evocadas por ameacas distais ou potenciais, sdo facilitadas por projecoes
serotonérgicas do NDR ao CPF, amigdala e hipotalamo. Ainda, as projecdes
serotonérgicas direcionadas a MCPA inibem as respostas intensas de defesa (galope e
salto), similares ao AP evocado por ameacas proximais ou iminentes (Deakin e Graeff,
1991).

Ainda a respeito do AP, os episédios agudos de medo desses ataques, ou
sensacdo similar, acontecem de forma recorrente e na auséncia de qualquer ameaca
identificavel e é caracterizado por uma experiéncia subita de intenso estresse,
pensamentos catastroficos e ansiedade severa, apresentando, entre outros sinais e
sintomas, taquicardia, alteracdes respiratorias, sensacao de sufocamento, dor no térax,
tremores, desejo de fuga e sensacdo de morte iminente (Freedman et al., 1985; Stein et
al., 1992; Goetz et al., 1994).

Neste contexto, dados clinicos tém sugerido que o0s transtornos do
estresse agudo ou pds-traumatico predispem os pacientes ao AP (Safadi e Bradwejn,
1995; Koenen et al., 2003; Nixon e Bryant, 2003). De fato, a combinacéo de fatores
genéticos, experiéncias estressantes e estresse por periodos prolongados determinam a
resposta do individuo a situa¢fes novas de estresse e sua vulnerabilidade aos transtornos

psiquiatricos, incluindo o TP (Charney e Maniji, 2004).

Interessantemente, a hipdtese serotonérgica da patofisiologia do TP
propde que pacientes com panico possuem deficiéncia da inibicdo serotonérgica nos
neuronios localizados na MCPD, estrutura organizadora das reacdes defensivas para
lidar com eventos ameacadores (Graeff, 2012). O estresse de isolamento social em ratos
adultos por seis semanas tem suscitado, a estimulacdo elétrica de baixa intensidade da
MCPD semanalmente apresentada, reducdo dos limiares para as respostas defensivas
exoftalmia, imobilidade e galope em comparacdo aos animais agrupados, 0 que parece

ser explicado como comportamentos sensiveis a interagdo social na vida adulta e
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facilitados pelo estresse cronico apresentado (Silva et al., 2012). Interessantemente,
segundo Rosa (2012), ndo houve efeitos diferenciados sobre o metabolismo
serotonérgico da MCPA em ratos expostos ao estresse de isolamento social neonatal
(ISN). Todavia, enquanto foi observada a maior concentracdo de 5-HT na MCPD de
ratos expostos ao estressor choque escapavel (CE), os animais expostos ao estressor
choque inescapavel (Cl) apresentaram maior concentragdo do neurotransmissor na
MCPVL (Rosa, 2012).

Deakin e Graeff (1991) propuseram func¢des inibitdrias e excitatorias da
5-HT nos mecanismos de defesa processados em estruturas mesencefalica (MCPD) e
prosencefalicas (CPF e amigdala basolateral), respectivamente (Figura 4). Segundo
esses autores, o TAG esta relacionado a uma elevacdo da neurotransmissao
serotonérgica na circuitaria que inclui o nicleo mediano da rafe (NMnR) e amigdala,
mediada por receptores 5-HT, pds-sinapticos, enquanto a reducédo da neurotransmissao,
na via NDR e MCPA, esta associada ao TP. Portanto, a teoria de Deakin e Graeff
(1991) considera as diferencas anatomicas e funcionais das diferentes vias
serotonérgicas e os distintos tipos de receptores envolvidos. Interessantemente, as
projecdes do NDR a receptores 5-HT; e talvez 5-HT3 na amigdala estariam associadas a
modulacdo de respostas frente a eventos agudos aversivos, facilitando a esquiva, a
ansiedade e o medo condicionado (Deakin e Graeff, 1991). Deakin e Graeff (1991)
propdem também que os eferentes serotonérgicos do NMnR para o hipocampo
constituem um substrato de um “sistema comportamental de resiliéncia” capaz de
separar os afazeres do dia-a-dia dos eventos aversivos, permitindo a adaptacdo as
situacOes de estresse. Pela hipdtese, a elevacdo dos niveis de CORT durante o estresse
prolongado ha subregulacdo dos receptores 5-HT;4 do hipocampo, o que faz falhar o

“sistema de resiliéncia” e desencadear a depressao (Deakin e Graeff, 1991).
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ACTH

Figura 4 - Modelo da hip6tese de Deakin e Graeff (1991) no cérebro de rato: A, Deakin e
Graeff (1991) sugeriram que enquanto o transtorno da ansiedade generalizada é produzido pela
hiperatividade das projecGes excitatorias serotonérgicas (5-HT) provenientes do ndcleo dorsal
da rafe (DRN) (setas pretas) para areas do coértex pré-frontal (PFC) e amigdala basolateral
(BLA), as quais processam a ameaca distal, o ataque de panico é uma disfuncdo das projecoes
inibitérias de 5-HT na matéria cinzenta periaquedutal dorsal (DPAG), desse modo liberando a
resposta a ameagas proximais, medo inato ou anoxia. O conflito da ansiedade é o resultado da
atividade simultanea das projecbes de 5-HT do DRN e das projecBes dopaminérgicas
provenenientes da area tegmentar ventral (VTA), que se projetam para o estriado (STR), e
medeiam 0s comportamentos de esquiva e aproximacao, respectivamente. B, Deakin e Graeff
(1991) também propuseram que as eferéncias 5-HT que se projetam do nlcleo mediano da rafe
(MnR) ao hipocampo, sejam o substrato do "sistema de resiliéncia comportamental”,
responsavel pelo equilibrio dos eventos estressantes diarios. Os niveis aumentados de
glicocorticoides (CORT) dessensibilizaria os receptores 5-HTi4 no hipocampo, levando ao
surgimento do desamparo aprendido e depressdo. Note a localizagao central da habénula lateral
(LHDb) na regulagdo das atividades do DRN e do MnR. BLA, amigdala basolateral; BNST,
nicleo do leito da estria terminal; CeA, amigdala central; CRH, horménio liberador de
corticotrofinas; HPT, hipotadlamo; ENT, nucleo entopeduncular (palido interno); PVN, nucleo
paraventricular do hipotalamo; S, septum. Adaptado de Schenberg (2010).

Em estreito paralelismo com as projecGes noradrenérgicas e
dopaminérgicas, as projecdes serotonérgicas dorsal e ventral seguem vias ascendentes
distintas (Lucinda, 2006). Assim, a via dorsal, oriunda principalmente do NDR, se
distribui para a MCPA, coliculos (superior e inferior) e hipotdlamo, ponto de
convergéncia com a via ventral, oriunda preponderantemente do NMnR, que percorre 0
tegmento ventral, transpassa o feixe prosencefalico medial e se projeta no hipotdlamo
posterior e corpos mamilares (Lucinda, 2006). As duas vias serotonergicas, agora

reunidas, projetam-se para a amigdala e neocortex (Lucinda, 2006).



25

Interessantemente, estudos de tomografia por emissdo positronica (PET)
revelaram que o polo frontal do lobo temporal, a insula, o cerebelo e o teto do
mesencefalo, compreendendo as camadas profundas do coliculo superior e a MCPD,
foram as Unicas estruturas ativadas no AP induzido por infusdo endovenosa de lactato
(Reiman et al. 1989). Estudo in vivo de PET mostraram uma reducdo da ligacdo
especifica para receptores 5-HT;a tanto no NMnR quanto nas regides anterior e
posterior do giro cingulado de pacientes com TP (Neumeister et al., 2004). Por
conseguinte, estas anormalidades podem resultar em alteracbes funcionais dos
neurdnios controladores dos comportamentos defensivos, uma vez que a projecoes

serotonérgicas do NDR atingem a MCPD (Neumeister et al., 2004).

Ainda, dos ndcleos da rafe, 0 maior nimero de neur6nios serotonérgicos
é encontrado no NMnR (Térk e Hornung, 1990; Adell et al., 2002). Tais nucleos
constituem a principal fonte de projecdes serotonérgicas ascendentes (Bobillier et al.,
1975; Kosofsky and Molliver, 1987; Haring, 1991). Assim, a funcdo da 5-HT na
ansiedade é dependente da estrutura cerebral, do tipo de receptores e do tipo de
ansiedade. Segundo o modelo tedrico desenvolvido por Wise e colaboradores (1972), a
5-HT inibiria o comportamento punido através da estimulacdo das estruturas
periventriculares e MCPA, induzindo efeitos ansiogénicos. Adicionalmente, pacientes
com TP comorbida a depressdo apresentam AP, evento de estresse inquestionavel, mais
severos e um risco maior de suicidio (Jonhson e Lyard, 1998; Lecrubier, 1998;
Kaufman e Charney, 2000).

Neste contexto, a andlise separada das respostas condicionadas
(associadas a0 TAG) e incondicionadas (associadas ao TP) de medo, em aparato
modificado do LCE, mostra que enquanto a 5-HT inibe as respostas de fuga do braco
aberto inseguro ao brago fechado do labirinto em T elevado (LTE) (comportamento
panicogénico), o neurotransmissor aumenta o tempo de permanéncia dos animais no
braco fechado seguro (comportamento ansiogénico) (Graeff et al., 1993; Viana et al.,
1994). Tais experimentos corroboraram a participacdo da MCPA na mediagdo do TP
(Zanoveli et al., 2010; Ramos et al., 2011; Roncon et al., 2012). Mais especificamente,
enquanto os receptores 5-HT, da MCPD medeiam os efeitos excitatorio da esquiva
inibitéria (5-HTyc) e inibitdrio da fuga do brago aberto (5-HT>a), 0s receptores 5-HTia
estdo preferencialmente envolvidos na regulacéo da ultima resposta (Pobbe e Zangrossi,

2005). Além dos efeitos das drogas serotonérgicas na MCPD, os estudos no LTE
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mostraram que a estimulacao de receptores 5-HT;a € 5-HT,a da MCPVL causa efeitos
do tipo ansiolitico, prejudicando a aquisicdo da esquiva inibitoria sem alteracdo do

comportamento de fuga (Soares e Zangrossi, 2009).

Dado o exposto, parece razoavel compreender a MCPA como um
elemento importante na protecdo e regulacdo homeostatica do organismo, o que inclui
também a acdo da 5-HT em sua complexidade funcional, voltada a direcionar

mecanismos adaptativos ou promover enfrentamento das situacdes estressantes.
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OBJETIVO GERAL

Avaliar os efeitos do modelo de ECMI sobre o metabolismo da 5-HT na MCPA, sobre
os niveis plasméticos de CORT e sobre os comportamentos dos tipos ansioso e
depressivo em ratos adultos.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Avaliar os niveis plasmaticos de CORT e os niveis tissulares de 5-HT, de 5-HIAA e
da TR-5HT na MCPD e na MCPVL em ratos adultos submetidos ao modelo de
ECML.

2. Avaliar os efeitos do modelo de ECMI sobre os comportamentos dos tipos ansioso e

depressivo em ratos adultos.
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EsTuDO I:

EFEITOS DO ESTRESSE CRONICO MODERADO IMPREVISIVEL SOBRE O METABOLISMO
DA SEROTONINA NA MATERIA CINZENTA PERIAQUEDUTAL E SOBRE 0OS NIiVEIS

PLASMATICOS DE CORTICOSTERONA EM RATOS ADULTOS
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RESUMO

Dados clinicos e epidemioldgicos sugerem que a incontrolabilidade do estresse cronico
facilita o desenvolvimento da depressdo. Ademais, o impacto do estresse depende do
tipo do estressor, das condic¢des do individuo afetado e da sua responsividade ao evento
estressante, incluindo o perfil de respostas de hormonios do estresse, como o cortisol ou
corticosterona (CORT). Por outro lado, evidéncias sugerem que a serotonina (5-HT)
esteja profundamente envolvida nos transtornos de ansiedade e depressdo, atuando
inclusive em mecanismos de defesa, dada sua funcéo inibitoria sobre a porcéo dorsal da
matéria cinzenta periaquedutal (MCPA). Sao abordados os efeitos do estresse cronico
moderado imprevisivel (ECMI) sobre os niveis tissulares de 5-HT e de seu principal
metabolito, acido 5-hidroxiindolacético (5-HIAA), bem como sobre a taxa de renovacao
serotonérgica (TR-5HT) nas regiGes dorsal (MCPD) e ventrolateral (MCPAVL) da
MCPA de ratos adultos (n = 16, grupo ECMI; n = 14, grupo Controle), incluindo os
niveis de CORT em resposta ao estresse. O ECMI, por 9 dias (PN70-PN78), foi feito
com exposi¢des intermitentes e variadas de estressores moderados, seguido de dosagem
plasmatica de CORT e dos niveis de 5-HT e 5-HIAA na MCPA. As alteracoes
serotonérgicas acompanharam de elevacGes dos niveis plasmaticos de CORT nos
animais estressados, ainda que sem significancia estatistica. O grupo ECMI apresentou
aumentos significativos nos niveis de 5-HT na MCPD e elevagdes marginais na
MCPVL em relagdo ao grupo Controle. Ndo foram observadas diferencas significativas
nos niveis de 5-HIAA na MCPA entre 0s grupos experimentais. Houve reducao
estatisticamente significante na TR-5HT na MCPVL do grupo ECMI em relagéo ao
grupo Controle e reducdo também na MCPD, ainda que sem significancia estatistica.
Estes resultados mostram os efeitos diferenciados do ECMI sobre o metabolismo
serotonérgico na MCPA e parecem sugerir o envolvimento da 5-HT na inibicdo da
MCPD para controle do evento estressante.
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INTRODUCAO

O estresse consiste em uma reacdo inespecifica e estereotipada do
organismo as demandas externa e interna do corpo, segundo Hans Selye (Selye, 1936;
Selye e Fortier, 1949). De fato, a homeostase é constantemente desafiada por forcas
adversas, sendo o estressor 0 estimulo e o estresse a condicdo provocada pelo desafio
(Selye, 1973). Todavia, respostas simpaticas e neuroenddcrinas, com as variacdes de
intensidades dos estressores, pressupdem que cada estressor possui um perfil
neuroenddcrino proprio (Mason, 1971; Pacak et al., 1998; Anisman e Merali, 1999;
Paykel, 2001).

O estresse € caracterizado por aumento da sintese de CRH, secrecfes de
ACTH e liberacdo de CORT (Guyton e Hall, 2006; Ulrich-Lai e Herman, 2009). De
fato, as atividades do eixo HHA e do sistema nervoso simpatico se mostram
pronunciadas, incluindo a liberacdo de PRL, no estresse agudo em humanos e em
animais (Neill, 1970; Krulich et al., 1974, Siegel et al., 1980; Mioduszewski et al.,
1982; Dijkstra et al., 1992). Ainda, enquanto os MR operam em presenca de
concentracdes reduzidas de CORT e exercem o controle basal do eixo HHA, 0s GR séo
ativados nas concentracgdes elevadas de CORT e desempenham um papel fundamental
em situagdes de estresse (Reul et al., 1989; McEwen 1991; De Kloet et al., 1998;
Buckingham, 2006; Chrousos, 2007; Einarsson et al., 2008). Nesse sentido, animais
submetidos a estresse cronico podem exibir respostas neuroenddcrinas normais, ou até
mesmo aumentadas a um novo estressor apresentado, dado o intenso feedback negativo
pelos niveis elevados de glicocorticides no prolongado estresse (Scribner et al., 1991;
Bhatnagar et al., 1995).

Repercussdes patoldgicas parecem estar mais associadas com o estresse
crbnico, em que ha maior exigéncia dos mecanismos homeostaticos na hiperexposicdo
do organismo aos agentes estressores (McEwen e Magarinos, 1997; Buckingham, 2006;
Goldstein, 2010; Abelaira et al.,2013). Adicionalmente, a incontrolabilidade no estresse
crénico pode facilitar o desenvolvimento da depressdo, inclusive com evidéncias
epidemioldgicas das respostas e sintomas do transtorno depressivo (Maier, 1984;
Kendler et al., 1999; Alfonso et al., 2005; Henn e Vollmayr, 2005; Maier e Watkins,
2005, 2010; Czéh et al., 2006; Maier et al., 2006; Hammack et al., 2012). De fato, em
cerca de 60 % dos casos de depressdo, os episodios depressivos sdo precedidos pela
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ocorréncia de fatores estressantes (Post, 1992). Além disso, a conhecida influéncia de
fatores genéticos no desenvolvimento da depressdo associa-se a sensibilidade a eventos
estressantes, inclusive com hospitalizagdo de pacientes deprimidos e com sérios
prejuizos em suas atividades diarias apos eventos estressantes (Kendler et al., 1995;
Guimardes, 2000).

Os efeitos do estresse tém sido estudados também em animais, como no
protétipo de ECM com origem nas observagGes de Katz (1982), em que ratos
apresentavam comportamentos aneddnicos apos estresse cronico (Katz, Schmaltz, 1980;
Katz et al., 1981). A versédo original do paradigma foi modificada por Willner (1987)
que buscou a exposicdo a estressores amenos, como a restricdo de agua e comida,
alteracdo da temperatura ambiental ou iluminacdo continua, o que induziu reducdo da
preferéncia a solucdo de sacarose (Willner et al., 1992; Willner, 1997; Willner e Papp,
1997; Willner, 2005). O paradigma de ECMI oferece condicdes de avaliar os impactos
neurofisioldgicos e comportamentais do estresse, incluindo estudos farmacologicos com
agentes antidepressivos nos animais expostos a0 ECM (Willner et al., 1987; D’Aquila
et al., 1997; Manoli et al., 2000; Gambarana et al., 2003; Anisman e Matheson, 2005;
Bekris et al., 2005; Mitchell e Baker, 2010; Wright e Panksepp, 2011).

Em especial atencdo, o sistema serotonérgico também tem sido estudado
em variadas situacGes de estresse nos animais, sendo a atividade serotonérgica, nas mais
distintas regides encefalicas, um importante indicativo de controle dos estados aversivos
e grau de responsividade ao evento estressante apresentado (Newsholme, 1987;
Blomstrand et al., 1989; Deakin e Graeff, 1991; Bailey et al., 1993; Soares et al., 2003,
2004, 2007; Rosa, 2012). Por exemplo, niveis reduzidos cerebrais de 5-HT foram
encontrados em ratos submetidos ao estresse cronico leve e variado (Gamaro et al.,
2003). Ainda, € hipotetizada que a elevacdo de glicocorticdides no estresse cronico pode
elicitar a subrregulacdo de receptores 5-HT;a no hipocampo, gerando um lapso na
resiliéncia e podendo desencadear um estado depressivo (Deakin e Graeff, 1991).
Estudos in vitro e in vivo revelam prejuizos do estresse sobre o sistema serotonérgico,
em que os glicocorticoides, liberados em resposta ao estresse, diminuem a expresséo de
receptores 5HTia pOs-sindpticos no hipocampo e no cortex cerebral, estruturas
envolvidas nos estados de depressao e ansiedade (Meijer et al., 1997; Carrasco e Van de
Kar, 2003).
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Por outro lado, atendo-se a relagdo da 5-HT com a MCPA, a estrutura
mesencefélica de aparéncia indiferenciada e de relativa estabilidade evolutiva esta
envolvida em fungdes importantes de protecdo, regulacdo homeostética e participacdo
na expressao dos estados emocionais (Carrive, 1993). Ademais, a relacdo da 5-HT com
a MCPA tem sido considerada na hipotese de Deakin e Graeff (1991), em que
propuseram fungdes inibitorias e excitatdrias desse neurotransmissor nos mecanismos
de defesa processados na MCPD e em estruturas prosencefélicas (CPF e amigdala
basolateral), respectivamente. Segundo Deakin e Graeff (1991), o TAG esta relacionado
a uma elevacao da neurotransmissao serotonéergica na circuitaria que inclui o NMnR e
amigdala, mediada por receptores 5-HT, pds-sindpticos, enquanto a reducdo da
neurotransmisséo, na via NDR e MCPA, esté associada ao TP (Deakin e Graeff, 1991).

Interessantemente, as projecbes do NDR a amigdala, envolvendo
receptores 5-HT, e talvez 5-HT3; na amigdala estariam associadas a modulagdo de
respostas frente a eventos agudos aversivos, facilitando a esquiva, a ansiedade e 0 medo
condicionado (Deakin e Graeff, 1991). Os autores propdem também que os eferentes
serotonérgicos do NMnR para o hipocampo constituem substrato de um “‘sistema
comportamental de resiliéncia” capaz de separar os afazeres diarios dos eventos
aversivos, permitindo a adaptacéo as situacdes de estresse (Deakin e Graeff, 1991). Pela
hipbtese, a elevacdo dos niveis de CORT durante o estresse prolongado subrregula os
receptores 5-HT;a do hipocampo, o que faz falhar o “sistema de resiliéncia” e

desencadear a depresséo (Deakin e Graeff, 1991).

Portanto, o sistema serotonérgico, tdo complexo e diverso quanto suas
sete classes de receptores (5-HT1.7), pode produzir diferentes efeitos neurofisioldgicos,
circunstancias consideraveis para a caracterizacdo do controle dos estados aversivos ou
estressantes pela 5-HT, na MCPA, particularmente em um modelo de ECMI, propdsito
deste estudo. Hipotetiza-se niveis alterados do neurotransmissor 5-HT na MCPA de
animais expostos ao ECMI em relacdo aos controles. Para tanto, objetiva-se neste
estudo a avaliagcdo do metabolismo serotonérgico na MCPD e MCPVL desses animais,

além da mensuragéo dos niveis plasmaticos de corticosterona.
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MATERIAIS E METODOS
Animais

Foram utilizados ratos machos, espécie Rattus novergicus, da linhagem
Wistar (n = 30), ap6s periodo de amamentacao de 21 dias (21° dia pos-natal ou PN21) e
pesando entre 90-100 g, provenientes do Biotério do Centro de Ciéncias da Saude
(CCS), Universidade Federal do Espirito Santo (UFES). Os animais dos grupos
experimentais foram mantidos agrupados em gaiolas-casa de polipropileno (60 cm x 50
cm x 22 cm) com assoalho coberto por serragem, na Sala de Estresse, até o inicio da

ativacdo dos estressores, quando o grupo Controle foi realocado para a Sala Sem
Estresse. Os animais pesavam entre 300-400 g ao inicio dos experimentos (PN70).

Foram assegurados registros de temperatura, intensidades luminosa e
sonora e umidade nas duas salas experimentais. Assegurou-se também a higienizacédo
das gaiolas-casa e fluxo de ar por exaustor, além da oferta de racdo padronizada e 4gua
ad libitum, salvo quando ndo convenientes ao propdsito experimental. O monitoramento

do ambiente dos animais foi sustentado desde o Biotério.

Foram respeitados os principios éticos do Colégio Brasileiro de
Experimentagdo Animal (COBEA, www.cobea.org.br) e do Conselho Nacional de
Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA, concea.mct.gov.br), que estdo em
conformidade com as normas internacionais de pesquisas cientificas envolvendo
animais. O projeto foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica em Uso de Animais
(CEUA) do CCS/UFES, n° 066/2012. Os procedimentos foram conduzidos com

minimizacao de dor e menor desconforto possivel.

Procedimentos

Paradigma de estresse crénico moderado imprevisivel

Buscou-se a constru¢cdo modificada do modelo de estresse cronico
proposto inicialmente por Katz e colaboradores (Katz e Schmaltz, 1980; Katz et al.,
1981) e posteriormente alterado por Wilner (1997). Todavia, para o propdsito do estudo,
foi definida uma apresentacdo imprevisivel de distintas combinacGes de estressores de
intensidade moderada, adaptacdes exploradas em outros trabalhos (Forbes et al., 1996;

Nielsen et al., 2000; Pacak e Palkovits, 2001) e condicdes disponiveis em nosso
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laboratério. Os animais foram alocados aleatoriamente nos grupos ECMI (n = 16) e

Controle (n = 14) e foram individualmente identificados (Figura 5).

e | N N

PN1 - PN69 PN70 - PN78 PN79 PN112

v' Sexagem v Exposicao dos v Extracao de tecido: v' Analise

v" Crescimento animais ao picoteamento da bioquimica:

v Selecao aleatoria estresse (ECMI) ou MCPA (punch) e dosagens de 5-HT,
entre os grupos ao ambiente coleta de sangue 5-HIAA e de
experimentais placido (Controle) para dosagem de proteinas
ECMI (n=16) e CORT
Controle (n =14) Armazenamento

das amostras

Figura 5 - Cronograma experimental com 0s eventos subsequentes entre os grupos Controle e
ECMI a partir da sexagem (PN1). ECMI, estresse crénico moderado imprevisivel; CORT,
corticosterona; 5-HT, serotonina; 5-HIAA, &cido 5-hidroxiindolacético.

Para o ECMI, buscou-se reunir estressores moderados conhecidos
(Willner et al., 1992; Pucilowski et al., 1993). Os ratos do grupo ECMI foram por 9 dias
expostos aos estressores: agitacdo intermitente, ambiente frio, alta umidade, luz
continua, luz estroboscopica, ruido, assoalho descoberto (sem maravalha), gaiola-casa

suja e molhada, bebedouro vazio e restri¢cao alimentar (Figura 6).
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Figura 6 - Protocolo de estresse crénico moderado imprevisivel (ECMI). As linhas continuas
horizontais (—) demarcam os periodos de ativacdo dos estressores. As linhas verticais ( ! )
separam cada um dos 9 dias de estresse, subdivididos em periodos diurno (D) e noturno (N).

Por outro lado, os animais do grupo Controle foram alojados na Sala Sem
Estresse, sob condic¢Bes controladas de iluminacdo (luz acesa das 6 h as 18 h; 58 Ix de
intensidade luminosa), umidade (inferior a 60 %), temperatura (22 + 2°C) e ruido (46

dB, majoritariamente do sistema de condicionamento e exaustdo de ar).

Os animais do grupo ECMI tiveram suas gaiolas-casa apoiadas sobre
plataformas vibrateis e oscilaveis (modificagdes do Agitador Multifuncional de Kline,
tipo VDRL, modelo TS-2000A, frequéncia de 40 a 240 rpm, 15 mm de raio de agitacao,
dimensGes externas 270 x 350 x 170 mm, 35 W) por 15 min ininterruptos em cada 5

episodios diarios ndo consecutivos e de distribuicdo aleatoria nos periodos diurno (entre
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6 h e 18 h) e noturno (entre 18 h e 20 h) (Figura 6). Para tanto, foram utilizados 4
agitadores programados distintamente por temporizadores (Timer Analdgico Kienzle
Eco-100S), enquanto as gaiolas-casa eram diariamente alternadas entre as plataformas.
Foi garantida a intensidade moderada desse estressor, 0 que correspondeu a 64,4 % da
velocidade méxima de agitacdo (3° nivel dos 7 niveis crescentes de velocidade) (Figura
7).

Figura 7 - Confeccdo do estressor agitador. a-f, etapas consecutivas de montagem das
plataformas vibrateis para as gaiolas-casa. g, gaiola-casa posicionada sobre a plataforma. h,
gaiolas-casa alternadas diariamente entre os agitadores, da esquerda para a direita (dois ciclos ao
longo dos 9 dias de protocolo).

A alternancia entre as plataformas também permitiu uma maior e menor
aproximacdo dos animais das fontes do ruido (alarme), das iluminagfes (luz continua e
estroboscopica) e do ar frio eventual (ar condicionado) (Figura 8).
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Figura 8 - Sala de Estresse nos periodos diurno (1) e noturno (11). Em destaque, os estressores:
a, iluminacéo continua (de cor vermelha) e fonte do ruido; b, iluminacdo estroboscopica (de cor
branca); c, temporizadores com programaces distintas para cada agitador.

Os estressores ruido (alarme sonoro, indicator light HD16-22D/S),
iluminacBGes incandescente (ldmpada vermelha, bulbo A-55, 40W, Sylvania) e
estroboscopica (lampada estrobo, Discoflash-Lamp, 1 flash de luz/s, 6W, branca, 10,3
cm X 5,7 cm X 16 cm) foram também acionados de modo intermitente nos periodos
protocolados, assim como o estressor ambiente frio (Figura 6).

O monitoramento ambiental durante o protocolo ECMI registrou
alterac6es na iluminacdo (de até 144 Ix) (luximetro LX-1010B), no ruido (de 64 dB para
até 85 dB) (decibelimetro Impac IP-410), na temperatura (de 23 °C para 18 °C) e na
umidade (de 62 % para 77 %) (Termo-Higrémetro Digital, Minipa MT-242) (Figura 9).
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Figura 9 - Monitoramento dos estimulos estressores. a, ambiente placido do grupo Controle. b,
iluminacdo ambiental de até 144 Ix. c, 64 dB de ruido de fundo (majoritariamente do sistema de
condicionamento e exaustdo de ar). d, registro superior a 80 dB (ndo além de 85 dB) durante a
ativacdo do estressor ruido. e, janela ampla para incidéncia de luz solar. f, iluminagdo
incandescente noturna.

As gaiolas-casa foram mantidas sujas e molhadas no 4° e 7° dia do
ECMI, de modo que aproximadamente 700 mL de agua dos bebedouros molhavam a
maravalha com o agitar das plataformas, periodo de exposicdo do estressor bebedouro
vazio. Por fim, a restricdo alimentar foi completa nos periodos noturnos do 1° e 3° dia
de ECMI e moderada (metade da oferta convencional) no 2°, 4° e 9° dia do protocolo
(Figura 6).

Assim, buscou-se abranger os sentidos tato, visdo, audicdo, olfato e

paladar no modelo experimental.

Coleta das amostras de tecido da MCPA

Em P79, pela manh&, os animais foram eutanasiados por decapitagéo
(quilhotina, Insight EB271, Ribeirdo Preto, Brasil) e seus cérebros foram imediatamente

removidos para a microdisseccdo da MCPA pela técnica de punch (picoteamento). Para
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tanto, os cérebros foram ajustados em um suporte de corte cerebral para realizacdo de 3
a 4 seccOes coronais de aproximadamente 1 mm de espessura até o limite aproximado
de 8,3 mm posteriores ao Bregma (Paxinos e Watson, 2005) (Figura 10).

Figura 10 — Microdisseccdo da matéria cinzenta periaquedutal (MCPA) pela técnica de punch
(picoteamento). a, suporte para secgdes cerebrais. b, seccdo com MCPA ao centro (regido
cinzenta ao redor do aqueduto), umedecida com liquor artificial. ¢, perfurador de aco inoxidavel
para a microdissecgéo (d).

As seccOes cerebrais foram estendidas em papel de filtro (papel filtro,
faixa branca, C40, diametro de 125 mm), sobreposto a uma placa de Petri (placa de Petri
de vidro, fundo plano, 100 x 20 mm), resfriada em gelo subjacente. Ainda, uma lamina
de pléstico preto foi posicionada entre o papel e a placa, 0 que aumentou o contraste das
estruturas cerebrais nas sec¢des umedecidas com liquido cérebro-espinhal artificial
(NaCl 120 mM, KCI 5 mM, MgCl, 4 mM, Glicose 25 mM e TRIS 20 mM).

As éreas identificadas como MCPD e MCPVL foram totalmente
removidas com o auxilio de uma lupa e um perfurador de aco inoxidavel, construido a
partir de um segmento de cateter intravenoso periférico (Embramac, 14 G, Itajal,
Brasil), com didametros externo e interno de 2,1 e 0,6 mm, respectivamente (Figuras 10 e
11). A parede da extremidade do perfurador foi afiada e polida para 0,2 mm de
espessura para picotear (to punch out) a MCPA sem perda significativa de tecido. Em
seguida, utilizava-se o mandril do proprio cateter para extracdo do tecido do interior da
agulha (Figura 10).
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Figura 11 - SeccOes da matéria cinzenta periaquedutal (MCPA). A, secc¢Bes coronais de 1 mm
da MCPA até o limite aproximado de 8,3 mm posterior ao Bregma. B, seccbes ap0s a
microdissec¢do da MCPA (dorsal e ventral). C, organizagdo colunar e radial da MCPA. Aq,
aqueduto; DLPAG, coluna dorsolateral medial da MCPA; DMPAG, coluna dorsomedial da
MCPA; DR, nucleo dorsal da rafe; DRD, componente dorsal do DR; DRV, componente ventral
do DR; LDTg, nucleo laterodorsal tegmental; LPAG, coluna lateral da MCPA; MAS3, ndcleo
oculomotor medial acessorio; Me5, nucleo mesencefalico do trigémeo; VLPAG, coluna
ventrolateral da MCPA (Paxinos e Watson, 2005). Fotografias modificadas de Rosa (2012).

Analise dos niveis tissulares de 5-HT, 5-HIAA e da TR-5HT da MCPA

Ap6s 30 dias de armazenamento das amostras a -80 °C (ultrafreezer
vertical, Waiser Scientific, CL 374-80, S&o Paulo, Brasil), 5 mg do tecido foram
homogeneizados em tubo Potter-Elvehjem com 290 uL de HCIO, 0,1 M, 5 pL de
EDTA 0,1 mM e 5 pl de Nay;S;05 0,4 mM (Apéndice A). Em seguida, o tecido
homogeneizado foi centrifugado a 4 °C, a 7267 G por 30 min (centrifuga refrigerada
Eppendorf 5415R, Hamburgo, Alemanha). Os sobrenadantes das amostras foram
separados individualmente, mantidos resfriados em gelo e imediatamente analisados por
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cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). O precipitado das amostras foi

separado para dosagem espectrofotométrica de proteinas.

A CLAE em fase reversa foi realizada em uma coluna analitica C18 (4,6
x 250 mm, particulas de 5 um; ZORBAX Eclipse XDB-C18, Agilent, Santa Clara, CA,
USA), com um modulo de propulsdo de solvente LC-20AT, um forno de coluna CTO-
20A ajustado a 28 °C, um modulo degaseificador DGU-20A5 e um modulo controlador
de sistema CBM-20A, adquiridos da Shimadzu (Prominence UFLC, Quioto, Jap&o).
Um detector eletroquimico pulsatil com eletrodo de carbono vitreo (DECADE 11 SCC,
Antec, Zoeterwoude, Holanda) foi ajustado a 0,85 V (Apéndice D).

A fase movel consistiu de acido citrico monoidratado 0,194 M, acetato de
s6dio triidratado 0,243 M, EDTA 2,95x10“ M e 45 mL de metanol, para um volume
final de 500 mL, ajustado para pH 4,0 e bombeada em modo isocratico a 1 mL/min
(Apéndice B). 100 pL da amostra foram injetados (injetor de amostra Rheodyne 7755-
024, IDEX Health & Science LLC, Rohnert Park, CA, USA). O software LCsolution
v.1.25 (Shimadzu, Quioto, Japdo) foi usado no processamento dos dados

cromatograficos.

As solucBes padrdo de 5-HT e de 5-HIAA (Sigma-Aldrich, > 98 % de
pureza, Saint Louis, MO, EUA) foram preparadas e analisadas concomitantemente
(Apéndice C), mas foi precedida uma averiguagéo individualizada dos seus tempos de
retencdo. As concentracdes teciduais de 5-HT e 5-HIAA foram calculadas por
interpolacdo das suas respectivas curvas de calibracdo (Apéndices E-H). 5-HT e 5-
HIAA eluiram, em média, em 4,1 e 8,2 min, respectivamente (Apéndice 1). Os valores
obtidos foram expressos em ng/g de proteina. A razdo [5-HIAA]/[5-HT] (TR-5HT) foi

usada como um indice de atividade do sistema serotonérgico (turnover).

Dosagem de proteinas

O precipitado das amostras processadas foi conduzido para anélise
espectrofotométrica (espectrofotdmetro  Evolution® 300 UV-Vis, Thermo Fisher
Scientific, Waltham, EUA) de proteinas, com o auxilio do software VISIONpro® v.4.20
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, EUA). A concentracdo proteica foi estimada pela

absorcdo a 205 nm, utilizando a equacdo Concentracdo de proteinas (mg/mL) = (F x
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Az05)Ds ; Fatoryes = 31 (1 mg/mL equivalente a 31 unidades de absorbancia) (Scopes,
1974).

Coleta de Sangue e dosagem hormonal

Em PN79, pela manha, as amostras de sangue do tronco foram coletadas
imediatamente ap0s a eutanasia. A fim de se evitar viés experimental, garantiu-se a
higienizacdo do ambiente a cada sessdo, a ndo reutilizacdo de materiais descartaveis e a

amenizacdo de ruidos.

O sangue foi coletado em tubos contendo 0,5 mL de EDTA (1:50000) e
centrifugado a 4 °C, a 290,68 G, por 10 min (Eppendorf 5415R, Hamburgo, Alemanha).
Apbs o registro do volume final de plasma de cada amostra para a correcao do volume
adicionado de EDTA, o plasma era armazenado em tubos eppendorf, conservado a -20
°C (refrigerador Consul duplex, CRD48, S&o Paulo, Brasil) até ser transportado, em
gelo seco, para o Centro de Desenvolvimento em Estudos Clinicos (CDEC) da
Associacdo Fundo de Incentivo a Pesquisa (AFIP, Sdo Paulo, Brasil), para dosagem de
CORT. Utilizou-se o kit de radioimunoensaio Immuchem® Double Antibody
Corticosterone 1251 RIA kit (MP Biomedicals, Orangeburg, NY, USA). As
concentracdes de CORT foram calculadas por interpolacdo da curva de calibracéo e

expressas em ng/mL.

Andlise estatistica

Os dados bioquimicos foram submetidos a analise de variancia
(ANOVA) de um fator e as diferencas foram testadas utilizando o teste post hoc de
Bonferroni. Os niveis de CORT foram analisados pelo teste t de Student ndo pareado.
Todos os valores foram expressos em média + erro padrdo da media (EPM) e foi
adotado o nivel de significancia p < 0,05. O software Graph Pad Prism v.5.01 (La Jolla,

CA, USA) foi utilizado para analise estatistica e representagdo grafica.
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RESULTADOS
Efeitos do ECMI sobre os niveis de 5-HT, 5-HIAA e na TR-5HT na MCPA

A ANOVA de um fator detectou diferencas estatisticamente significantes
entre os niveis de 5-HT (F3s0 = 16,65; p < 0,0001). O grupo ECMI (1001,41 + 91,82
ng/g; n = 15) apresentou maior nivel de 5-HT na MCPD em relacdo aos niveis dorsais
do grupo Controle (598,94 + 88,31 ng/g; n = 14), com diferenca estatisticamente
significante (t = 3,714; p < 0,001). Houve aumento marginal dos niveis de 5-HT na
MCPVL do grupo ECMI em relacdo aos niveis ventrolaterais do grupo Controle (t =
1,813; p = 0,07). Também houve aumento estatisticamente significante entre os niveis
de 5-HT da MCPD do grupo ECMI em comparacdo aos niveis da MCPVL do grupo
Controle (t = 6,735; p < 0,0001; n = 12). Tanto o grupo ECMI (t = 4,968; p < 0,0001)
quanto o grupo Controle (t = 3,122; p < 0,05) apresentaram maior nivel de 5-HT na
MCPD em relacdo a MCPVL (Figura 12).

Quanto aos niveis de 5-HIAA, ndo houve diferenca estatistica nas
comparagOes entre os grupos ECMI e Controle, pela ANOVA de um fator (Fz49 =
1,095; p = 0,3602) (Figura 12).

Em relacdo a TR-5HT, a ANOVA de um fator detectou diferencas
estatisticamente significantes (Fs4s = 8,773; p < 0,0001). Houve aumento
estatisticamente significante (t = 3,575; p < 0,001) na TR-5HT na MCPVL do grupo
Controle em relacdo a mesma regido da MCPA do grupo ECMI, sem observacdo de
diferenca estatistica entre os grupos na MCPD (t = 1,171 ; p = 0,25). Houve aumento
estatisticamente significante para a TR-5HT na MCPVL (6,02 + 1,53 ng/g) do grupo
Controle em relacdo a TR-5HT na MCPD (2,16 + 0,30 ng/g) do mesmo grupo Controle
(t = 3,725; p < 0,001), néo visto na comparacdo entre a TR-5HT dorsal e ventrolateral
do grupo ECMI (t = 1,333; p = 0,19). Houve aumento estatistico na TR-5HT na
MCPVL do grupo Controle em comparagédo a MCPD do grupo ECMI (t = 4,962; p <
0,0001), sem diferenca estatistica na TR-5HT na MCPD do grupo Controle em relagéo a
MCPVL do grupo ECMI (t = 0,156; p = 0,88) (Figura 12).
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Figura 12 - Niveis de 5-HT, 5-HIAA e 5-HIAA/5-HT (TR-5HT) nas regides dorsal (MCPD) e
ventrolateral (MCPVL) da matéria cinzenta periaquedutal (MCPA) de ratos controles (barras
em azul) e de ratos expostos ao estresse cronico moderado imprevisivel (ECMI) (barras em
vermelho). Os dados representam a média + EPM. **p < 0,001, diferente do grupo Controle da
mesma regido da MCPA; ###p < 0,0001, diferente do grupo Controle da outra regido da MCPA,
p < 0,05, F1p < 0,001, +1ip < 0,0001, diferente do mesmo grupo em regiBes distintas (teste
ANOVA, seguido de comparagdes post hoc corrigidas para o critério de 5% de Bonferroni).
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Efeitos do ECMI sobre a concentracdo de CORT

Embora ligeiramente maior nos animais estressados, ndo houve
diferencgas significantes (p > 0,05) nos niveis de CORT (ng/mL) entre os grupos ECMI
(183,1 + 33,4) e Controle (112,2 £+ 30,8) (t,7 = 1,552; p = 0,1324) (Figura 13).
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Figura 13 - Niveis plasméticos de corticosterona em ratos submetidos ao estresse crénico
moderado imprevisivel (ECMI) e no grupo Controle. Os dados representam média (ng/mL) +
EPM.
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DISCUSSAO

Ratos expostos ao ECMI sofreram aumento dos niveis de 5-HT na
MCPA, sobretudo na MCPD, sem alteracBes nos niveis de 5-HIAA. As alteracGes
serotonérgicas acompanharam de elevacfes dos niveis plasmaticos de CORT nos

animais estressados, ainda que sem significancia estatistica.

A 5-HT parece ser um forte candidato em mediar os eventos estressantes,
inclusive com atuacdo no controle dos estados aversivos, ainda que o sistema
serotonérgico ndo responda de forma uniforme (Deakin e Graeff, 1991; Bailey et al.,
1993). De fato, a exposi¢do de animais a eventos adversos em determinada fase da vida
esta associada a disfun¢des nos sistemas monoaminérgicos, com aumentos de 5-HT e de
5-HIAA no NDR e 5-HIAA no NAc ao estresse longo, além de menores niveis do
neurotransmissor e metabdlito na amigdala ao estresse breve (Arborelius e Eklund,
2007). Ainda, o estressor exercicio fisico extenuante em ratos, por exemplo, tem sido
apontado em aumentar os niveis de 5-HT e 5-HIAA cerebral, com elevacGes do
metabolito no mesencéfalo e estriado (Bailey et al., 1993). Em outro estudo, foi
observado um aumento da razdo 5-HIAA/5-HT no hipocampo de ratos expostos ao
estresse cronico variado (Gamaro et al., 2003). Todavia, em animais com o0 avancar da
idade e submetidos a tarefas de aprendizagem e memdria, foram encontrados niveis
reduzidos de 5-HIAA no hipocampo e diminuicdo do turnover serotonérgico no NDR e

no hipocampo (Oliveira-Silva et al., 2007).

Por outro lado, outros autores observaram niveis elevados de 5-HIAA na
area pré-Optica, amigdala, hipocampo, cértex entorrinal e medula espinhal, além de
valores elevados da razdo 5-HIAA/5-HT no mesencéfalo e medula espinhal de ratos sob
estresse de subordinacdo aos ratos dominantes, o que pareceu representar um substrato
biolégico para um padrdo bem definido de alteragdes nos comportamentos defensivos
(Blanchard et al., 1991). E sugerido que 0 excessivo estresse pré-natal pode induzir a
vulnerabilidades e interromper o0 desenvolvimento de neurfnios serotonergicos
(Miyagawa et al., 2014). Todavia, recentes resultados de nosso laboratério mostraram
qgue o inegavel estresse de isolamento social neonatal de ratos ndo suscitou efeitos
diferenciados sobre o metabolismo serotonérgico na MCPA desses animais quando na
fase adulta (Rosa, 2012).
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O presente estudo mostrou que o grupo exposto ao ECMI apresentou
aumento significativo de 5-HT na MCPD e um aumento marginal na MCPVL, sem
alteragBes nos niveis de 5-HIAA na MCPA. A menor TR-5HT nas duas regifes da
MCPA dos animais estressados parece sugerir que o aumento da sintese de 5-HT foi
devido a exposicdo imprevisivel do conjunto de estressores de intensidade moderada.
Ainda, estudos de microdiélise durante a exposi¢do de animais ao estressor choque
mostraram que enquanto a concentracdo extracelular de 5-HT na MCPD é aumentada
no grupo com capacidade de controlar ou se esquivar do estresse (grupo CE),
permaneceu inalterada a concentracdo no grupo de exposicdo inescapavel (grupo CI)
(Amat et al., 1998). Como em nosso estudo, os autores ndo observaram alteracdo
significativa dos niveis de 5-HIAA. Assim, nossos resultados sugerem que 0s aumentos
dos niveis de 5-HT na MCPD e marginalmente na MCPVL foram devidos ao aumento

da sintese do neurotransmissor, e nao a reducdo de sua metabolizacéo.

Considerando a incontrolabilidade dos animais ao ECMI e abordagens
em trabalhos prévios, parece razoavel aceitar que tal situacdo de estresse crénico pode
facilitar o desenvolvimento da depressdo (Maier e Watkins, 2005; Maier et al., 2006).
Por outro lado, é apontada uma possivel plasticidade na circuitaria ativada do CPFvm
qgue mantém inibidos o tronco cerebral e estruturas limbicas ap6s experiéncia de
controle sobre o estressor, permitindo a resiliéncia (Maier e Watkins, 2010). Sugere-se
ainda que a controlabilidade do estresse também seja detectada pelas areas pré-limbica e
infralimbica do CPF medial que se projetam para 0 NDR e MCPAdI e MCPAWI,
respectivamente (Floyd et al., 2000; Gabbott et al., 2005; Maier et al., 2006; Pryce et
al., 2011). Embora estas projecdes sejam predominantemente glutamatérgicas, elas
fazem sinapse com interneurdnios gabaérgicos do NDR, inibindo a liberacdo de 5-HT
sob condicbes de estresse controlavel (Celada et al., 2001; Jankowski e Sesack 2004;
Pryce et al., 2011). Adicionalmente, respostas agudas do sistema serotonérgico podem
resultar em efeitos crénicos, por meio de alteragdes sinérgicas com outros sistemas de
sinalizacdo, incluindo o CRH, neuropeptideo Y, BDNF e o neuropeptideo substancia P
(Siuciak et al., 1998; Tan et al., 2004; Berton et al., 2007).

Dados de nosso laboratorio de ratos submetidos ao estresse incontrolavel
de choque nas patas apresentaram uma atenuagdo dos comportamentos de imobilidade
tensa (freezing) e fuga (flight) evocados pela estimulacdo da MCPD, em um modelo de

ataque de péanico, sugerindo uma inibi¢cdo do sistema motivacional sobre a regido, o que
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parece explicar a lida dificil de pacientes depressivos com o estresse diario (Schenberg,
2010; Quintino-dos-Santos, 2013). Somam-se a isso, dados recentes de nosso
laborat6rio em que animais expostos ao estresse de separa¢do maternal e submetidos ao
Cl na fase adulta apresentaram aumentos significativos de 5-HT na MCPVL, enquanto
0 grupo exposto ao CE apresentou aumento dos niveis desse neurotransmissor na
MCPD (Rosa, 2012). Desse modo, parecem tornar contundentes 0os mecanismos
distintos da 5-HT na MCPA para o controle ou protecdo do organismo frente as mais
variadas adversidades cotidianas, inclusive com potencialidades em alterar os limites da
variacdo do sistema fisioldgico para a busca adaptativa (McEwen e Wingfield, 2003;
Peters e McEwen, 2012).

Interessantemente, é proposto que a projecdo do NMnR ao hipocampo
atuaria como substrato para esse sistema de resiliéncia (Deakin e Graeff, 1991). A
ousada hipdtese desses autores explica os ataques de péanico pela disfuncdo das
projecdes serotonérgicas inibitérias do NDR para a MCPD as ameacas proximais, medo
inato ou anoxia. Para as ameacas distais, 0s autores explicam a ansiedade generalizada
pela hiperatividade das projecfes excitatorias do nicleo ao CPF, amigdala e hipotdlamo
(Deakin e Graeff, 1991; Graeff, 2003). Assim, a 5-HT parece exercer uma funcao
central nas doencas psiquiatricas, como depressdo e ansiedade, induzidas pelo estresse
persistente (Shikanai et al., 2013).

Considerando estudos prévios em que a concentracdo de 5-HT dos
nacleos da rafe de ratos apresentou variagcBes ritmicas ao longo do dia, com
concentragfes mais altas na fase de escuro e de maior atividade dos animais, com nivel
maximo as 21 h e minimo as 5 h, procuramos evitar o maximo de interferéncias sobre as
varidveis protocoladas em nosso estudo, com obtencdo pela manha das amostras de

tecido cerebral para dosagem de 5-HT (Pinato et al., 2004).

Outros estudos tém demonstrado que o sistema serotonérgico modula os
efeitos dos glicocorticoides nos transtornos do humor, bem como regula a expressao de
receptores glicocorticdides e mineralocorticoides (Seckl e Fink, 1992; Zhou et al.,
2008). Estudos in vitro e in vivo apontam prejuizos do estresse no sistema
serotonérgico, em que os glicocorticoides diminuem a expressao de receptores 5-HTia
pos-sindpticos no hipocampo e no cortex cerebral, estruturas envolvidas nos estados de
depressdo e ansiedade (Fligge, 1995; Nishi e Azmitia, 1996; Meijer et al., 1997;
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Carrasco e Van de Kar, 2003). Ademais, assim como ocorre no tratamento com
antidepressivos na remissao clinica de um episodio depressivo, tem sido sugerida e
estudada a reverséo de anomalias do eixo HHA pela acdo de 5-HT na MCPD (Belmaker
et al.,, 2008). Por outo lado, os receptores 5-HT;a na MCPAI e na MCPAdI
desempenham uma importante funcdo na modulacdo de vias descendentes
cardiovasculares do hipotdlamo dorsomedial, o que resulta em respostas
cardiovasculares ao estresse emocional (Villela et al., 2009). Mudancas
comportamentais, neuroanatdmicas e eletrofisiologicas acompanham o prejuizo
funcional do receptor 5-HT;a na area cortico-limbica, ap0s exposicdo ao estressor

choque nas patas (Shikanai et al., 2013).

E tentador especular que no nosso estudo as alteragdes serotonérgicas
provocadas pelo ECMI também podem ter influenciado nos niveis alterados de CORT.
Como no ECMI de Willner e colaboradores (1987), o estresse ndo alterou
significativamente os niveis de CORT, ainda que 0s autores encontraram menor
concentracdo sérica de CORT ap06s administracdo de antidepressivos triciclicos. Ainda,
a exposicdo repetida a estressores de intensidade moderada pode produzir uma
atenuacdo da responsividade do eixo HHA (adaptacdo ou habitua¢do), contudo um novo
estressor pode suscitar aumento da resposta do eixo (sensibilizacdo) como mecanismo
adaptativo (Weiberg et al., 2009). Tal adaptacdo é dependente dos fatores variabilidade
individual, modalidade do estressor, intensidade do estresse e o intervalo de tempo entre
as sessOes estressoras do estresse cronico (Puglisi-Allegra et al., 1991; Lachuer et al.,
1994). Particularmente a 5-HT pareceu mediar a resiliéncia em todo o processo de
enfrentamento das adversidades (Deakin e Graeff, 1991; Garmezy, 1991; Pinheiro,
2004). Ademais, o substrato de um “sistema comportamental de resiliéncia” voltado a
adaptacdo em situacdes estressantes e para a perfeita separacdo das atividades diarias
dos eventos aversivos apresentados, é atribuido as projecdes serotonérgicas do NMnR
para o hipocampo, ainda que considerado na hipotese o envolvimento da MCPA
(Deakin e Graeff, 1991).

Para todos os efeitos, no modelo de estresse adotado consideramos as
versdes original e moderada de estresse crénico, contudo com adaptacgdes exploradas em
outros trabalhos e condicGes disponiveis em nosso laboratorio (Katz, 1982; Forbes et
al., 1996; Nielsen et al., 2000; Pacak e Palkovits, 2001; Willner, 2005). Viabilizamos a
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apresentacdo de estresse cronico envolvendo fatores estressantes naturalisticos

proporcionais ao estresse humano diério (Gronli et al., 2006).

Nossos resultados sugerem que os niveis de 5-HT na MCPD e nem tanto
na MCPVL estdo correlacionados a controlabilidade do ECMI, uma evidéncia do
envolvimento do sistema serotonérgico nos mecanismos de resiliéncia ap0s exposi¢do
de animais a esse estresse. Indubitavelmente, o perfil do metabolismo serotonérgico na
MCPA sustenta a critica a reacdo inespecifica do estresse e sugerem que cada estressor
ou particularmente o conjunto deles possui um perfil neuroenddcrino proprio (Selye,
1936; Mason, 1971; Pacéak et al., 1998). Parece razoavel considerarmos que tal regime
crbnico de estresse suscitou maior exigéncia de mecanismos homeostaticos, explicitada
na maior sintese de 5-HT, ainda que com aumento ndo significativo de CORT nos
animais expostos ao ECMI, inclusive com potenciais repercussdes patologicas
(Buckingham, 2006; Goldstein, 2010). E tentador especular que esses resultados
sugerem adaptacdo fisioldgica dos animais expostos ao evento estressante, inclusive
tendo a MCPA como substrato envolvido na integracdo de respostas a estimulos
potencialmente ameagadores ou estressantes (Bittencourt, 2003).
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Estupo II:

EFEITOS DO ESTRESSE CRONICO MODERADO IMPREVISIVEL SOBRE 0S

COMPORTAMENTOS DOS TI1POS ANSIOSO E DEPRESSIVO EM RATOS ADULTOS
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RESUMO

Dados clinicos e epidemioldgicos sugerem que a incontrolabilidade no estresse cronico
facilita o desenvolvimento da depressdo. O impacto do estresse depende do tipo do
estressor que o organismo esta sendo exposto, das condi¢des do individuo afetado, da
sua responsividade ao problema e do histérico de eventos estressantes. Ademais,
estudos sugerem uma possivel comorbidade entre ansiedade e depressdo. Nos animais, 0
impacto fisioldgico e padrdao comportamental dependem da modalidade, intensidade,
frequéncia e duracdo do evento estressante. O presente estudo examinou os efeitos do
estresse cronico moderado imprevisivel (ECMI) sobre os comportamentos do tipo
ansioso nos testes labirinto em cruz elevado (LCE) e campo aberto (CA) e do tipo
depressivo nos testes hedénico (HED) e natacdo forcada (NF) em ratos (n = 16, grupo
ECMI; n = 14, grupo Controle). O ECMI, por 9 dias (PN70-PN78), foi realizado com
exposicOes intermitentes e variadas de estressores moderados. Em PN79, os ratos eram
submetidos aos testes HED e LCE, seguido do teste CA e pré-exposicdo ao nado
forcado em PN80 e teste NF em PN81. Diferentemente do grupo Controle, o grupo
ECMI sofreu significativa perda de peso corporal ao fim do experimento. A ingestdo de
agua foi significativamente menor no grupo ECMI, sem diferenca estatistica entre os
grupos na ingestdo e na preferéncia por sacarose (PPS). N&o houve diferenca estatistica
entre os grupos ECMI e Controle nos testes LCE, CA e NF. O ECMI constitui um
modelo capaz de avaliar o impacto do estresse sobre o0 peso corporal e sobre a ingestdo
de 4gua, ainda que existam fatores interferentes sobre as respostas comportamentais.
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INTRODUCAO

O conceito de estresse de Hans Selye (1936), com explicitacfes de uma
reacdo inespecifica e estereotipada do organismo as demandas externa e interna do
corpo, é depreendida como condigdo desafiante da homeostase em vencer as forgas
adversas (Selye e Fortier, 1949; Selye, 1973; Selye, 1974). Todavia, as distintas
respostas simpaticas e neuroendocrinas com as variac@es de intensidades dos estressores
sugerem que cada estressor possui um perfil neuroenddcrino proprio no estresse
(Mason, 1971; Pacak et al., 1998). Segundo McEwen (1998), alostase se aplica a
condicdo da homeostase sustentada na presenca do estressor, indicando uma sobrecarga
para o0 organismo (carga alostatica). Por outro lado, o estresse é caracterizado por
aumento da liberacdo dos hormoénios CRH, ACTH e CORT (Guyton e Hall, 2006;
Ulrich-Lai e Herman, 2009). De fato, as atividades do eixo HHA e do sistema nervoso
simpatico se mostram pronunciadas, incluindo a liberacdo de PRL, no estresse agudo
em humanos e em animais (Krulich et al., 1974, Mioduszewski et al., 1982; Dijkstra et
al., 1992).

Interessantemente, o impacto do estresse depende do tipo do estressor
que o organismo estd sendo exposto (crénico ou agudo, controlavel ou incontroléavel),
das condicdes do individuo afetado, da responsividade ao problema e do histérico de
eventos estressantes (Anisman e Merali, 1999; Paykel, 2001). A incontrolabilidade no
estresse cronico pode facilitar o desenvolvimento da depressdo, inclusive com
evidéncias epidemioldgicas das respostas e sintomas do transtorno depressivo (Alfonso
et al., 2005; Maier e Watkins, 2005, 2010; Maier et al., 2006; Hammack et al., 2012).

De utilizacdo na pesquisa béasica experimental, o paradigma de ECM,
com origem nas observacoes de Katz (1982) e modificado por Willner (1987), busca a
exposicdo de animais a estressores amenos, como a restricdo de agua e comida,
alteracdo da temperatura ambiental, iluminagdo continua ou inclinacdo da gaiola-casa,
podendo revelar comportamentos aned6nicos nos animais (Willner et al., 1992; Willner,
1997; Willner e Papp, 1997; Willner, 2005). De fato, o0 estresse crdnico variavel pode
levar a reducdo significativa no consumo de alimento doce, situacdo revertida pela
administracdo de fluoxetina, um inibidor seletivo de receptacdo da serotonina (Gamaro,
1998; Willner, 2005). Ainda, em estudos com animais sobre hedonia, o consumo de
sacarose 1 % tanto pelos ratos Lister hooded quanto nos ratos Long-Evans foi suprimido
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apos exposicdo dos animais ao ECM, resultando em um estado anedonico claro (Willner
et al., 1992). A concentracdo utilizada pelos autores foi referida como adequada a
funcdo ingestdo-concentracdo na curva em U invertido (Willner et al., 1992).
Adicionalmente, o estado depressivo dos animais pode ser refletido no comportamento

de imobilidade no teste NF em animais experimentais (Porsolt et al., 1977).

Ademais, tanto a diminuicédo da atividade exploratéria quanto os efeitos
lesivos sobre a memoria espacial sdo observados ap6s o estresse cronico (Garcia-
Marquez e Armario, 1987; Conrad et al., 1996; Nishimura et al., 1999). Tamanha
responsividade, animais expostos ao estresse crénico variado, estresse moderado ou
estresse agudo podem sofrer uma severa perda de peso corporal (Harris et al., 1998,
2002; Gamaro et al., 2003). Adicionalmente, as repercussdes patologicas parecem estar
mais associadas com o estresse crénico, em que h& maior exigéncia dos mecanismos
homeostaticos na hiperexposicdo do organismo aos agentes estressores (McEwen e
Magarinos, 1997; Buckingham, 2006; Goldstein, 2010; Abelaira et al.,2013). Por outro
lado, o estresse crénico pode estar também envolvido na origem de transtornos de
ansiedade, transtornos alimentares e alteragdes na formacdo de memorias (Chrousos,
2007; Li et al., 2008; Buynitsky e Mostofsky, 2009; Epel, 2009).

A exposicdo de ratos adultos e primatas ao estresse cronico pode resultar
em danos cognitivos no desempenho de distintas tarefas, tais como labirinto radial de
oito bracos e labirinto aquatico (Bodnoff et al., 1995; Nishimura et al., 1999). Ainda, o
efeito ansiogénico do estresse em animais também é apontado no teste LCE, em que sao
observados a diminui¢do do nimero de entradas nos bragos abertos e 0 comportamento
de congelamento (freezing) (File, 1996; Padovan et al., 2000; Zurita et al., 2000). A
ansiedade é provocada pelo conflito entre a motivacdo de explorar e a aversdo aos
bracos abertos (Carobrez e Bertoglio, 2005). Adicionalmente, a atividade exploratéria
no teste CA tem sido alterada nos animais cronicamente estressados (D’Aquila et al.,
2000). Portanto, parece razoavel depreender das condicGes de estresse que um ambiente
ndo apropriado pode suscitar respostas ndo adaptativas, expressas nos transtornos
comportamentais e identificadas por comportamentos estereotipados, disturbios
emocionais e deficit cognitivo, entre outras vulnerabilidades (Boere, 2001; Charney e
Manji, 2004; Selye, 1973). Hipotetiza-se alteragdes comportamentais depressivas e
ansiosas nos animais expostos ao ECMI em relacdo aos controles ndo estressados. Para

tanto, objetivou-se avaliar esses comportamentos por LCE, CA, NF e HED.
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MATERIAIS E METODOS
Animais

Foram utilizados ratos machos, espécie Rattus novergicus, da linhagem
Wistar (n = 30), ap0s periodo de amamentagdo de 21 dias (21° dia pds-natal ou PN21) e
pesando entre 90-100 g, provenientes do Biotério do Centro de Ciéncias da Saude
(CCS), Universidade Federal do Espirito Santo (UFES). Os animais dos grupos
experimentais foram mantidos agrupados em gaiolas-casa de polipropileno (60 cm x 50
cm x 22 cm) com assoalho coberto por serragem, na Sala de Estresse, até o inicio da
ativacdo dos estressores, quando o grupo Controle foi realocado para a Sala Sem
Estresse. Os animais pesavam entre 300-400 g ao inicio dos experimentos (PN70).

Foram assegurados registros de temperatura, intensidades luminosa e
sonora e umidade nas duas salas experimentais. Assegurou-se também a higienizagédo
das gaiolas-casa e fluxo de ar por exaustor, além da oferta de racdo padronizada e agua
ad libitum, salvo quando ndo convenientes ao propdsito experimental. O monitoramento

do ambiente dos animais foi sustentado desde o Biotério.

Foram respeitados os principios éticos do Colégio Brasileiro de
Experimentacdo Animal (COBEA, www.cobea.org.br) e do Conselho Nacional de
Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA, concea.mct.gov.br), que estdo em
conformidade com as normas internacionais de pesquisas cientificas envolvendo
animais. O projeto foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica em Uso de Animais
(CEUA) do CCS/UFES, n° 066/2012. Os procedimentos foram conduzidos com

minimizacao de dor e menor desconforto possivel.

Procedimentos

Paradigma de estresse crénico moderado imprevisivel

Buscou-se a constru¢gdo modificada do modelo de estresse cronico
proposto inicialmente por Katz e colaboradores (Katz e Schmaltz, 1980; Katz et al.,
1981) e posteriormente alterado por Wilner (1997). Todavia, para o proposito do estudo,
foi definida uma apresentacdo imprevisivel de distintas combinagdes de estressores de

intensidade moderada, adaptacdes exploradas em outros trabalhos (Forbes et al., 1996;
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Nielsen et al., 2000; Pacak e Palkovits, 2001) e condicdes disponiveis em nosso
laboratério. Os animais foram alocados aleatoriamente nos grupos ECMI (n = 16) e
Controle (n = 14) e foram individualmente identificados (Figura 14).

Ainda, os pesos corporais dos animais foram registrados (balanga

eletronica Filizola, BP15, Sdo Paulo, Brasil) em dois momentos, em PN70 e PN78.

\ PN 69

* Sexagem
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* Selecdo aleatéria entre os grupos experimentais
ECMI (n = 16) e Controle (n = 14)

N70 \'78

* Exposicao dos animais ao estresse (ECMI) ou ao
ambiente placido (Controle)
* Pesagens (PN70 e PN78)

* Preparo para HED

E

* HED
* LCE
N80

*CA
* Pré-exposicao a NF

&
Q0

* NF

Figura 14 - Cronograma experimental com os eventos subsequentes entre os grupos Controle e
ECMI a partir da sexagem (PN1). CA, teste campo aberto; ECMI, estresse crénico moderado
imprevisivel; HED, teste hedonico; LCE, teste labirinto em cruz elevado; NF, teste natacdo
forcada.

Para o ECMI, buscou-se reunir estressores moderados conhecidos
(Willner et al., 1992; Pucilowski et al., 1993). Os ratos do grupo ECMI foram por 9 dias
expostos aos estressores: agitacdo intermitente, ambiente frio, alta umidade, luz
continua, luz estroboscopica, ruido, assoalho descoberto (sem maravalha), gaiola-casa

suja e molhada, bebedouro vazio e restricdo alimentar (Figura 6, Estudo ).

Por outro lado, os animais do grupo Controle foram alojados na Sala Sem

Estresse, sob condi¢cdes controladas de iluminagédo (luz acesa das 6 h as 18 h; 58 Ix de
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intensidade luminosa), umidade (inferior a 60 %), temperatura (22 + 2°C) e ruido (46

dB, majoritariamente do sistema de condicionamento e exaustdo de ar).

Foram mantidos os mesmos procedimentos empregados no Estudo |
referentes a0 modelo de ECMI. Todavia, em PN77 (8° dia de ECMI), os animais de
ambos os grupos foram privados de agua e racéo por 24 h (das 8 h de PN77 as 8 h de
PN78) para a conducdo de HED em PN79. Ainda, foi proporcionada a pré-exposicao
dos animais a sacarose 1 %, em PN78, para a efetividade de HED em PN79.

Subsequentemente ao ECMI, os animais dos grupos experimentais foram
submetidos a avaliacdo dos comportamentos dos tipos ansioso (LCE e CA) e depressivo
(NF e HED) (Figura 14).

Teste heddnico

Inicialmente, os animais foram submetidos a privacdo de agua e ragdo
por 24 h em PN77. Em PN78, foi ofertada exclusivamente a solucdo de sacarose 1 %
(sacarose P.A., Neon Comercial, Sdo Paulo, Brasil). Esses procedimentos consistiram

no pré-teste de HED, para assimilacdo da solucdo agucarada.

As 8 h de PN79, foram ofertados dois bebedouros, cada um contendo 700
mL de &gua ou solucdo de sacarose 1 % (teste de duas garrafas), por 900 s (15 min). Os
bebedouros foram alternados de posi¢do na gaiola-casa depois de decorridos 600 s (10
min) de teste. Ao fim do teste, foram mensurados os volumes ingeridos de cada

bebedouro.

Em paralelo, foi conduzido o teste de preferéncia por sacarose (PPS). A
preferéncia por sacarose 1 %, expressa em valores percentuais, foi calculada pela razdo
entre a ingestdo de solucdo de sacarose 1 % e a ingestdo total (volume ingerido de
sacarose 1 % somado ao volume ingerido de agua), durante 900 s de teste, multiplicada
por 100. O procedimento foi filmado (cdmera digital, Sony Cyber-shot, DSC-W690,
16,1 MP, Toquio, Japdo) e atribui-se ingestdo e preferéncia por gaiola-casa, via adotada
para se evitar a segregagdo dos animais experimentais e um possivel viés metodologico
(Figura 15).
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Figura 15 - Fotografias dos testes comportamentais. a, bebedouros utilizados no teste hedonico
(HED) (um com &gua e outro com solucdo de sacarose 1 %) para avaliar comportamentos do
tipo depressivo. b, teste labirinto em cruz elevado (LCE) utilizado na avaliacdo de
comportamentos do tipo ansioso. c, teste campo aberto (CA) utilizado na avaliagdo de
comportamentos do tipo ansioso. d, teste natagdo forcada (NF) utilizado na avaliacdo de
comportamentos do tipo depressivo.

Teste labirinto em cruz elevado

O teste LCE é fundamentado na aversdo natural dos roedores a espacos
abertos. O labirinto utilizado foi construido em madeira e revestido de férmica. Situado
a 70 cm do assoalho, é formado por quatro bragos perpendiculares de 50 cm de
comprimento e 10 cm de largura, dos quais dois bracos opostos apresentam paredes de
40 cm de altura (bragos fechados e seguros) e os outros dois bracos apresentam bordas
de apenas 1 cm de altura (bragos abertos e inseguros). Os bragos se comunicam por uma

plataforma central (10 x10 cm) (Zangrossi e Graeff, 1997; Carobrez e Bertoglio, 2005).

Em PN79, ap6s HED, o animal era posicionado na plataforma central,
voltado para o brago fechado e suas atividades eram filmadas durante o periodo de 5
min, momento de término do teste. Entre cada sessdo experimental, o aparato era
devidamente higienizado com alcool etilico 70 %. Os videos foram posteriormente
analisados, registrando-se os tempos de exploracdo nos bracos abertos (TBA) e
fechados (TBF), o tempo de exploracdo na plataforma central (TPC) e o nimero de
entradas nos bracos abertos (EBA) e fechados (EBF). Utilizou-se, para o prop6sito, um
cronémetro digital (YP-2151, Technos, Manaus, Brasil). A porcentagem de entradas (%
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EBA) e de tempo (% TBA) nos bracos abertos foram calculados pelas razbes
EBA/(EBA+EBF) e TBA/(TBA+TBF), respectivamente, multiplicadas por 100. O teste
LCE foi executado na Sala de Comportamentos, dotada de isolamento acustico (paredes
de cor branca em gesso acartonado, com 7,3 cm de espessura de gesso para drywall,
com la acustica interna 73/48/600/1ST/1ST), 60 Ix de iluminacdo, 23 = 2 °C de
temperatura, umidade inferior a 60 % e 64 dB de ruido (majoritariamente do sistema de

exaustdo de ar) (Figura 15).

Teste campo aberto

O teste campo aberto (CA) foi realizado em PN80. Os animais foram
posicionados individualmente na periferia de uma arena quadrangular de 1 m de aresta,
com paredes circundantes de madeira revestidas em formica e assoalho de acrilico,
dividido em 49 quadrados. Foram filmadas, em todo o teste de 5 min de duracéo, as
atividades de cada animal no assoalho do aparato, dividido em uma regido central
(18,36 % da area quadrangular) e uma regido periférica (Figura 15). Entre cada sessao
experimental, o aparato foi devidamente higienizado com alcool etilico 70 %. Foram
mensurados o tempo de locomocgdo periférica ou peritaxia (s) e o percentual de
locomocdo central ou centrotaxia ([centrotaxia/(centrotaxia+peritaxia)]*100) sob uso de
cronometragem manual, calculados posteriormente pela analise dos videos. O teste foi

realizado na Sala de Comportamentos.

Teste natacdo forcada

O teste natacdo forcada (NF) foi realizado em PN81, 24 h ap0s sessdo
pré-teste de 15 min (assimilacdo) do evento inescapavel de nado forcado ou desespero
experimental. Cada animal foi posicionado em um aparato cilindrico de aco inoxidavel
(28,5 cm de diametro x 62 cm de altura, coluna d'agua de 54 cm a 23 °C). Foi filmado,
em todo o NF de 5 min de duracéo, o comportamento de natacdo, definido como o nado
propriamente dito (nado ativo ou mergulhos) e imobilidade (nado passivo ou flutuacéo),
em que o animal permanecia praticamente imodvel, apresentando apenas pequenos
movimentos para manter a cabeca fora da agua (Figura 15). O tempo de imobilidade foi

calculado posteriormente pela analise dos videos sob cronometragem manual.
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Andlise Estatistica

Os dados de peso foram comparados utilizando o teste t de Student
pareado. Os resultados dos testes LCE, CA, NF, HED foram analisados utilizando o
teste t de Student ndo pareado. Todos os valores foram expressos em média = EPM e foi
adotado o nivel de significancia de 5 %. O software Graph Pad Prism v.5.01 (La Jolla,

CA, EUA) foi utilizado para a analise estatistica e representacédo gréafica.
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RESULTADOS
Efeito do ECMI sobre o peso corporal

Os pesos corporais dos animais foram monitorados ao longo do protocolo
experimental (P70 e P79). No inicio do protocolo ndo houve diferenga significativa
entre os grupos (t,s = 0,1946; p = 0,8471). Todavia, ao fim do experimento, enquanto
houve significativo ganho de peso corporal no grupo Controle (ti3 = 3,031; p <0,001), 0
grupo ECMI sofreu perda de peso estatisticamente significante (15 = 12,62; p < 0,0001)
(Figura 16).

*%

L

Con'trole ECMI Con;role EC'MI

Peso Inicial Peso Final

Figura 16 - Efeito do estresse cronico moderado imprevisivel (ECMI) sobre o peso corporal.
Grupo Controle (n = 14) com peso inicial (379,7 + 6,46 g) e peso final (405,1 + 6,79 g). Grupo
ECMI (n = 16) com peso inicial (377,6 = 8,66 g) e peso final (316,9 £ 5,36 g). ** (p < 0,001)
ganho de peso no grupo Controle. *** (p < 0,0001) perda de peso no grupo ECMI. Teste t de
Student pareado.

Efeito do ECMI sobre o desempenho dos ratos no LCE

Né&o houve diferenga estatisticamente significante entre os grupos ECMI
e Controle para % TBA (t;s = 1,660; p = 0,1080), % EBA (t,3 = 0,1739; p = 0,8632) e
EBF (t,s = 1,852; p = 0,0747) (Figura 17).
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Figura 17 - Efeitos do estresse cronico moderado imprevisivel sobre os ratos no teste labirinto
em cruz elevado (LCE). EBF, entradas no brago fechado; % EBA, porcentagem de entradas no
brago aberto; % TBA, porcentagem de tempo no braco aberto; ECMI, ratos expostos ao estresse
crénico moderado imprevisivel.

Efeito do ECMI sobre o desempenho dos ratos no CA

N&o houve diferenca estatisticamente significante entre os grupos ECMI
(298,2 + 0,7549 s) e Controle (299,3 £ 0,3998 s) na peritaxia (to7 = 1,294; p = 0,2067).
Também n&o houve diferenca entre os grupos ECMI (0,6056 + 0,2477 %) e Controle
(0,2200 £ 0,1332 %) no % centrotaxia (ty; = 1,283; p = 0,2104) (Figura 18).
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Figura 18 - Efeitos do estresse cronico moderado imprevisivel sobre os ratos no teste
campo aberto (CA). Centrotaxia e peritaxia, exploracdo no centro e na periferia do
aparato, respectivamente; ECMI, ratos expostos ao estresse cronico moderado

imprevisivel.

Efeito do ECMI sobre o desempenho dos ratos no NF

Entre os grupos ECMI (62,56 + 10,53 s) e Controle (57,21 + 14,06 s)
ndo houve diferenca estatisticamente significante no tempo de imobilidade (nado
passivo ou flutuagdo) (tzg = 0,3091; p = 0,7595) (Figura 19).
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Figura 19 - Efeitos do estresse cronico moderado imprevisivel sobre ratos no teste natacdo

forcada (NF). Imobilidade, tempo de imobilidade (natacdo passiva); ECMI, ratos expostos ao

estresse cronico moderado imprevisivel.
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Efeito do ECMI sobre o desempenho dos ratos no teste heddnico

O grupo ECMI (26,25 + 2,394 mL) apresentou menor ingestdo de agua
em relagdo ao grupo Controle (36,25 + 2,394 mL), com diferenga estatisticamente
significante (ts = 2,954; p < 0,05). Ndo houve reducéo estatisticamente significante na
ingestdo de sacarose 1 % entre os grupos ECMI (47,50 + 4,787 mL) e Controle (58,75 £
5907 mL) (ts = 1,480; p = 0,1895). Quanto ao PPS, ndo houve diferenca
estatisticamente significante entre os grupos ECMI (64,22 + 2,881 %) e Controle (61,49
+ 3,441 %) (ts = 0,6100; p = 0,5642) (Figura 20).
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Figura 20 - Efeitos do estresse crénico moderado imprevisivel sobre ratos no teste heddnico
(HED). ECMI, ratos expostos ao estresse crénico moderado imprevisivel. * (p < 0,05), teste t de
Student ndo pareado.
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DISCUSSAO

Ratos expostos ao ECMI sofreram perda de peso corporal e menor
ingestdo de agua no teste HED. Todavia, as diferencas das respostas comportamentais
nos testes LCE, CA e NF ndo foram estatisticamente significantes entre 0s grupos

experimentais.

No presente estudo, tanto os animais do grupo Controle quanto do grupo
ECMI, foram criados em menor grau possivel de interferéncias adversas, sendo
garantido o monitoramento dos principais estimulos locais (sobretudo, iluminagédo e
ruido), com acompanhamento nas salas experimentais. Procurou-se, assim, evitar o
maximo de interferéncias sobre as variaveis protocoladas e maior fidedignidade na
avaliacdo comportamental. Ainda, para o proposito do estudo, buscou-se a submissao
dos animais a mais de uma semana de estresse cronico, dentro das possibilidades do

laboratdrio e por um periodo moderado de exposicéo.

Willner e colaboradores (1987) encontraram reducdo do consumo e
também da preferéncia por solugcdes de sacarose apds periodo de exposicdo ao ECMI de
no maximo 9 semanas. Contudo, buscou-se, neste estudo, avaliar o impacto do conjunto
variado de estressores, ndo sO intermitentes, em 9 dias de experimento. Ademais, sao
ponderadas as limitagdes do ECM as respostas depressivas, desfecho esperado do
ECM, também considerado em estudos modificados e posteriores as primeiras
observacOes de Katz (1982) (Anisman e Matheson, 2005). Como no ECMI, segundo
esses autores, ha fatores, nem sempre esclarecidos, que contribuem para a frequente
variabilidade comportamental interindividual e que é evidenciada em paradigmas

comportamentais associados ao estresse (Anisman e Matheson, 2005).

Parece oportuna neste estudo a consideracdo das varidveis, dada a
sensibilidade do paradigma a fatores interferentes nas respostas de estresse (Anisman e
Matheson, 2005). Desafiando a homeostase, e apoiando-se em outras versdes
experimentais, a apresentacdo de mdultiplas combinacGes entre os 10 estressores do
presente estudo, permitiu a construcdo de um ambiente moderadamente hostil, com
agitacdo incontrolavel dos animais em meio ao ambiente imido, frio, ruidoso e incerto,
inclusive com iluminag&o potencialmente capaz de alterar o ritmo circadiano (Forbes et
al., 1996; Willner, 2005; Martinowich e Lu, 2008; Pestana, 2010).
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Os resultados deste estudo parecem refletir a variabilidade nos animais e
a responsividade diferenciada &s modalidades do estressor, intensidade do estresse e
intervalo de tempo entre as sessdes estressoras, condi¢des consideradas no estudo de
dependéncia de fatores para a adaptacdo ou habituacdo ao estresse (Lachuer et al.,
1994).

A alternancia das gaiolas-casa viabilizou a aproximacéo e distanciamento
dos animais das fontes de estresse e seus estimulos ameacadores, uma apresentacéo
notadamente aversiva observada pelo afugentar dos animais em diregdo oposta aos
estressores. Autores tém procurado explicar a integracdo e expressdo de
comportamentos exibidos diante do perigo proximal e potencial, incluindo informacdes
mnemonicas, em circuito neural crucial aos mecanismos defensivos, com intensas
projecdes aferentes e eferentes nas &reas especificas da amigdala, tAlamo, sistema septo-
hipocampal e MCPA (Cezario et al., 2008; Canteras, 2008). Neste sentido, por
exemplo, o odor ou som de um felino sdo estimulos que sinalizam aos ratos a presenca
potencial do predador, desencadeando reaces fisioldgicas e comportamentais de defesa
(Blanchard et al., 1993; Blanchard e Blanchard, 1998).

O modelo de ECMI aplicado suscitou, possivelmente, reagdes do
organismo as demandas externas e internas do corpo, situacdo de resposta ao estresse,
incluindo o perfil neuroenddcrino proprio (Selye, 1936; Selye e Fortier, 1949; Selye,
1973; Mason, 1971; Pacak et al., 1998; Anisman e Merali, 1999; Paykel, 2001).
Ademais, a imprevisibilidade dos estimulos, os tipos de estressores e as variagfes na
duracdo e na intensidade do estresse, ndo so sao capazes de alterar ao menos alguma das
respostas comportamentais do estresse, como também podem suscitar respostas
fisioldgicas diferenciadas na apresentacdo individualizada do estressor (Puglisi-Allegra
et al., 1991; Willner et al., 1992; Manoli et al., 2000). O estresse do ECMI, ainda que
moderado, pareceu requisitar mais dos mecanismos homeostaticos na exposi¢do dos
animais aos estresse cronico, situacdo considerada de repercussdes patolégicas em
outros estudos (McEwen e Magarinos, 1997; Buckingham, 2006; Goldstein, 2010;
Abelaira et al.,2013).

Os resultados deste estudo mostraram que enquanto o grupo Controle
ganhou peso corporal ao fim dos 9 dias de experimento, o grupo ECMI sofreu grande

perda de peso corporal, com significancia estatistica. Nossos resultados corroboram a
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responsividade do estresse cronico e variado encontrado em outros estudos, inclusive
com perda de peso corporal em situacdes de estresse agudo (Harris et al., 1998, 2002;
Gamaro et al., 2003). De fato, ndo sé a anedonia, mas também a perda de peso tem sido
considerada como aspecto relevante no modelo de ECM, um aspecto inclusive
considerado pelo DSM-1V como um sintoma da depressdo (Willner, 1997; APA, 2000;
Thomaz, 2009). Adicionalmente, Willner (1997) em uma reviséo de 10 anos de modelos
do estresse, assinala a perda de peso comumente observada em ratos, podendo chegar

até 20 % de perda em alguns casos.

Os resultados do presente estudo ndao mostraram diferencgas estatisticas
significantes na ingestdo de sacarose 1 % e na preferéncia pela solucdo adocicada entre
os grupos Controle e ECMI. Todavia, houve diferenca estatistica na ingestdo de agua
entre 0s grupos, com menor ingestdo pelo grupo ECMI. No entanto, a diminuigdo no
consumo de liquidos, ainda que especialmente a de sacarose, tem sido interpretada
também como uma alteracdo na sensibilidade a recompensa, resultante da exposicao
conjunta aos estimulos aversivos (Muscat et al., 1992; Willner, 2005). Ademais,
Thomaz (2001) mostrou que ratos expostos ao ECM apresentaram tanto a perda de peso
quanto a diminuicdo no consumo de &gua, além da reducdo de solucdo de sacarose. O
estresse do ECMI e seu impacto sobre o peso dos animais, ainda que sem significancia
estatistica na ingestdo de sacarose, parecem explicar certa independéncia dos efeitos.
Corroborando essa ideia, ha autores que defendem a independéncia da alteracdo do peso
com a ingestdo de solucdo de sacarose (Willner et al., 1996; Willner, 1997; Konkle et
al., 2003). Contudo, ha também opinides contrarias a essa ideia, em que se considera a
perda de peso no estresse como o causador da reducdo da ingestdo de solucdo de
sacarose (Forbes et al., 1996; Matthews et al., 1995; Di Chiara e Tanda, 1997). Se assim
for, talvez o tempo ou a intensidade do ECMI adotado neste estudo possa ter sido
insuficiente para se observar a reducdo do consumo de sacarose. Por outro lado, a
concentracdo de sacarose 1 % foi referida como adequada a fungdo ingestdo-
concentracdo na curva em U invertido no estudo de Willner (1992). Como ponderado
neste estudo, razdo também da concentragdo definida para a sacarose, Perez e Sclafani
(1990) propuseram o uso de solucdes diluidas para minimizar os potenciais efeitos

caldricos e coligativos posteriores a ingestao.

Quanto a NF, o comportamento de imobilidade também pode refletir um

estado do tipo depressivo nos animais (Porsolt et al., 1977). Vega-Rivera e
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colaboradores (2014) mostraram que o estresse cronico variado induz efeitos neurais e
comportamentais nos ratos, tendo a NF como um atrativo teste para o estudo de alguns
tipos de transtornos relacionados ao estresse. Todavia, neste estudo, a diferenga entre os
tempos de imobilidade dos grupos ECMI e Controle ndo se mostrou significante. Dados
prévios do laboratério mostraram a superior imobilidade na NF apds a bulbectomia
olfatéria em ratos (Quintino-dos-Santos, 2011). Provavelmente, um protocolo de ECMI
de maior intensidade e duracdo, seria possivel a constatacdo do estado do tipo
depressivo nos ratos na NF ap0s o estresse. De fato, Consoli e colaboradores (2005)
mostraram que a intensidade e a duragdo dos estressores podem afetar profundamente a

resposta comportamental de ratos submetidos a NF.

Procurou-se também aplicar testes comportamentais de ansiedade apds o
ECMI. De fato, alguns pesquisadores tém observado comorbidade entre ansiedade e
depressdo (Merikangas et al., 2003; Cryan & Holmes, 2005; Wegener et al., 2012).
Landgraf e Wigger (2002), por exemplo, mostraram que animais com altos padrfes de
ansiedade apresentaram comportamentos relacionados a depressdo e passividade mais
elevados, quando postos em confronto em uma situacdo de estresse. Segundo Carobrez
e Bertoglio (2005), a ansiedade é provocada pelo conflito entre a motivacéo de explorar
e a aversdo aos bracos abertos no LCE. Assim, o efeito ansiogénico do estresse tem sido
apontado no LCE em inumeros estudos, em que sdo observados a diminuicdo do
namero de entradas nos bragos abertos e o0 comportamento de congelamento (freezing)
dos animais (File, 1996; Padovan et al., 2000; Zurita et al., 2000). Contudo, no presente
estudo, ndo houve diferenca estatistica entre os grupos ECMI e Controle para % EBA,
% TBA e EBF no LCE. Esses resultados corroboram os de Grace e colaboradores
(2009), em que eventos estressantes podem nao suscitar alteracbes nos comportamentos
do tipo ansioso no LCE (Grace et al., 2009).

Dado o contexto de estresse, verifica-se, inclusive, interferéncias da
experiéncia do ECMI no desempenho de tarefas experimentais. De fato, a exposi¢éo de
ratos adultos e primatas ao estresse cronico, por exemplo, pode suscitar danos
cognitivos no desempenho em testes realizados no labirinto radial de oito bracos e no
labirinto aquatico (Nishimura et al., 1999; Bodnoff et al., 1995). Ainda, Steenbergen e
colaboradores (1990) mostraram que a exposi¢do prévia ao estressor Cl promoveu
efeitos ansiogénicos no LCE. A auséncia de significancia estatistica no teste LCE apds
ECMI corrobora os resultados de % TBA, % EBA, sobretudo EBF entre os grupos
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expostos aos estressores CE e Cl no estudo de Quintino-dos-Santos (2011). Ademais,
outros autores também ndo encontraram diferencas para os parametros EBA no LCE e
tempo de imobilidade na NF entre grupos (Cruz et al., 1994; Ramos et al., 1998).

No presente estudo, a bateria de testes comportamentais foi iniciada com
0 LCE, seguido de CA e NF, sendo um teste por dia. Além da compreensdo do impacto
diverso do estresse, talvez a aproximacdo temporal dos testes nao tenha sido a melhor
possivel, ainda que em periodo convencional, j& que outros estudos mostraram
interferéncias de uma bateria de testes com intervalos menores, como 24 h, ou até
mesmo sem intervalo entre cada exposicdo (Fraser et al., 2010). Schellinck e
colaboradores (2010) também fazem o alerta da consideracdo do intervalo entre os
testes, os tipos de testes e a sua ordem de aplicacdo, para se evitar as interferéncias
(Schellinck et al., 2010).

Adicionalmente, a atividade exploratéria no CA tem sido alterada em
animais cronicamente estressados (D’Aquila et al., 2000). No presente estudo, 0s
tempos de permanéncia dos animais na zona periférica do CA foram preponderantes as
raras tentativas de exploracdo do centro do aparato, sem diferenca estatistica entre os
grupos na peritaxia e centrotaxia. Outros autores mostraram que enquanto a diminuigéo
da peritaxia no CA pode estar relacionada a reducao dos comportamentos motivados por
alimento, a reducdo dos cruzamentos na area central pode estar associada ao aumento da
ansiedade (Leonard et al., 1979; Ramos et al., 1997; Ramos e Mormeéde, 1998). Ainda
que sem diferenca estatistica, a permanéncia do grupo ECMI, na zona periférica e sem
muita exploracdo, pode ser decorrente do estresse proposto. Ademais, segundo as
observacdes de Luo e colaboradores (2014), houve menor locomocdo dos animais no
CA ap0s estresse cronico variado por uma semana. Considerando a locomocéo reduzida
ou imobilidade dos animais, as observagdes parecem subsidiar a ideia de que a resposta
de congelamento € altamente adaptativa, pois movimentos tornam o animal mais
detectavel por seus predadores, ja que costumam atacar preferencialmente presas
moveis em vez de imoveis (Fendt e Fanselow, 1999). Interessantemente, dados do
laboratério mostraram também a redugdo na exploracdo de ratos no CA apos estresse
cirurgico de bulbectomia olfatoria, sugerindo aumento da ansiedade (Quintino-dos-
Santos, 2011).
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Considerados os possiveis fatores interferentes, procurou-se envolver
fatores estressantes naturalisticos proporcionais ao estresse humano, como ponderado
por Gronli e colaboradores (2006) em estudo sobre estresse cronico leve e variado. Por
fim, sdo necessarios mais estudos que avaliam respostas comportamentais em modelos
de ECMI, ja que o estresse cronico pode estar envolvido na origem de transtornos de
ansiedade, além da depressdo, alteracbes na formacdo de memorias e transtornos
alimentares (Chrousos, 2007; Li et al., 2008; Buynitsky e Mostofsky, 2009; Epel,
2009). Ademais, €é tentador especular que esses resultados sugerem adaptacdo
comportamental e fisiolégica dos animais expostos ao evento estressante, inclusive
tendo a MCPA como substrato envolvido na integracdo de respostas a estimulos
potencialmente ameacadores ou estressantes (Bittencourt, 2003).
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CONCLUSOES

1. Ha efeitos diferenciados do ECMI sobre o metabolismo da 5-HT na MCPA de
ratos adultos, com aumento dos niveis tissulares do neurotransmissor na MCPD

e marginalmente na MCPVL;

2. O aumento da sintese de 5-HT na MCPA parece estar associado a tentativa

adaptativa dos animais ao ECMI;

3. O ECMI suscitou perda de peso corporal e menor ingestdo de agua no teste

HED, mas sem impacto nos testes LCE, CA e NF.
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APENDICES

APENDICE A

PREPARO DAS SOLUCOES DE PROCESSAMENTO DAS AMOSTRAS
ACIDO PERCLORICO 0,1M

1. Misturar 86 pL de HCIO4 70 % em agua ultrapura g.s.p. 100 mL.

1.1. Recomenda-se um volume maior se também for preparar as solu¢bes padrao.

Neste caso, misturar 860 pL de HCIO, 70 % em agua ultrapura g.s.p. 1000 mL.
METABISSULFITO DE SODIO 0,4mM
1. Dissolver 0,0076 g de Na,S,0s5 em agua ultrapura g.s.p. 100 mL.
EDTA SAL DISSODICO DIIDRATADO 0,1mM

1. Dissolver 0,00074 g de EDTA sal dissodico diidratado em agua g.s.p. 20 mL.

APENDICE B
PREPARO DA FASE MOVEL

1. Pesar 10,5 g de acido citrico monoidratado (0,194 M), 8,3 g de acetato de sédio
triidratado (0,243 M) e 0,0275 g de EDTA (2,95x10™ M) e dissolver em 250 mL de

agua ultrapura.
2. Homogeneizar em agitador magnético e sonicar por 2 min.
3. Aferir para pH 4,0.

4. Adicionar 45 mL de metanol e aferir para 500 mL com &gua ultrapura no baldo

volumétrico.

5. Filtrar a vacuo e desgaseificar em ultrassom por 20 min.



APENDICE C
PREPARO DAS SOLUCOES PADRAO DE 5-HT E 5-HIAA

Solucao Estoque (1 mg/mL)

- Dissolver cuidadosamente

Pesar 10 mg de 5-HT em 10 mL de HCIO, 0,1 M

Pesar 10 mg de 5-HIAA

\ 4

Solugao A (1 pg/mL)

I Aliquotar 50 pL da solugio estoque Diluir em HC1O, 0,1 M q.s.p. 50 mL ‘

\ 4

P5 (0,02 ng/puL)

l- Aliquotar 200 pL da solugdo A Diluir em HCIO,4 0,1 M q.s.p. 10 mL ‘

P1 P2 P3 P4
0,004 ng/uL. 0,008 ng/uL.  0,012ng/uL. 0,016 ng/pL

200 pL P5
800 uL HC10, 0,1 M

400 pL P5
600 uL HC10, 0,1 M

600 ul P5
400 uL HCIO, 0,1 M
800 ul P5
200 uL HC10, 0,1 M

APENDICE D

CONDICOES DE ANALISE DO DETECTOR ELETROQUIMICO
Potencial = + 0,640 V

Temperatura = 28 °C

Range = 50 nA
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APENDICE E

DADOS DA CURVA DE CALIBRACAO DA 5-HT POR CLAE

5-HT
x Tempo de -
Replicatas Concentracao Area retencédo Me,dla da Slope
(ng/uL) . area

(min)
P1.1 506742,4 4,102
P1.2 0,004 551052,8 4,103 523100,17
P1.3 511505,3 4,110
P2.1 1191161,1 4,105
P2.2 0,008 1017601,6 4,095 1053715,43
P2.3 952383,6 4,089
P3.1 1478219,9 4,083
P3.2 0,012 1467251,4 4,097 1468865,97 | 400000
P3.3 1461126,6 4,095
P4.1 2114443,6 4,090
P4.2 0,016 1749656,9 4,081 1884239,30
P4.3 1788617,4 4,089
P5.1 2524347,3 4,083
P5.2 0,020 2499627,9 4,096 2533181,27
P5.3 2575568,6 4,098

APENDICE F

CURVA DE CALIBRACAO DA 5-HT POR CLAE

Curva Padrao 5-HT

3000000 -
2500000 -

2000000 -

1500000 -

Area

y = 1E+08x + 37415

1000000 R*=0,9931

500000 -+

0

0 0,004 0,008 0,012 0,016 0,02 0,024
Concentragdo (ng/uL)




APENDICE G
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DADOS DA CURVA DE CALIBRACAO DO 5-HIAA POR CLAE

5-HIAA
x Tempo de -
Replicatas Concentracao Area retengéo Me,dla da Slope
(ng/uL) . area

(min)
P1.1 347500,8 8,255
P1.2 0,004 346936,2 8,257 339157,83
P1.3 323036,5 8,266
P2.1 803938,8 8,254
P2.2 0,008 675734,7 8,248 706006,00
P2.3 638344,5 8,232
P3.1 934563,7 8,236
P3.2 0,012 961874,0 8,240 955345,50 45000
P3.3 969598,8 8,243
P4.1 1416764,8 8,237
P4.2 0,016 1162519,8 8,227 1248067,30
P4.3 1164917,3 8,234
P5.1 1662100,8 8,228
P5.2 0,020 1634917,5 8,238 1667159,80
P5.3 1704461,1 8,241

APENDICE H

CURVA DE CALIBRACAO DO 5-HIAA POR CLAE

<

1800000

1600000

1400000

1200000

g 1000000 -
800000
600000 -
400000 -

200000

0

Curva Padrao 5-HIAA

v = 8E+07x + 23728
R2 = 0,9926

0

0,004 0,008 0,012 0,016 0,02 0,024
Concentracio (ng/pL)
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APENDICE |
CROMATOGRAMA REPRESENTATIVO DOS ANALITOS, NA
CONCENTRAQAO DE 0,004 ng/uL (P1)
2 Cromatograma
SHT e 5-HIAA
1000000 —
0,004 ng/ul.
800000 —
§00000 -
400000 ~
' 5-HT 5-HIAA
200000 - ! f "
Ll
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