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RESUMO



O nicleo central da amigdala (CeA) participa dos mecanismos que controlam a resposta ao
estresse. A finalidade deste estudo foi avaliar os efeitos da lesfo bilateral do CeA sobre a
resposta a dois diferentes tipos de estresse: o estresse psicoldgico de contengdo e ¢ estresse
fisico, através da injecdo intraperitoneal de salina hipertdnica a 2%. Foram utilizados ratos
Wistar machos, com peso de 200 a 250g, distribuidos em trés grupos: controle, simulado e
lesado. Neste 1ltimo, o CeA foi lesado bilateralmente por eletrocoagulacio em um aparelho
de estereotaxia. Apos 14 dias de recuperagio, os ratos foram novamente divididos em
grupos: estresse psicologico, estresse fisico ¢ sem estresse. Ao final desses procedimentos,
as amostras de sangue foram coletadas para posterior determinagio dos niveis séricos de
corticosterona e os animais foram sacrificados por decapitagio. Em seguida, as adrenais e
adeno-hipofises foram retiradas e pesadas. Os cérebros dos animais lesados foram
submetidos 4 analise histologica para identificar a presen¢a da lesdo bilateral do CeA.
Observou-se que os pesos corporais dos animais, assim como os pesos das glandulas, ndo
mostraram alterages significativas, provavelmente devido a utilizacdio de modelo de
estresse agudo ¢ néo cronico. Entretanto, as concentragdes de corticosterona, hormédnio de
estresse, mostraram-se significativamente menores nos ratos lesados que nos controles, nos
animais que foram submetidos ao estresse fisico. Assim, foi verificado que o estresse fisico
foi bloqueado pela lesdo. Dessa forma, os resultados encontrados sugerem que a Jesdo
bilateral do CeA altera o eixo hipotalamo-hipéfise-adrenal e que a injegfio intraperitoneal
de salina hipertonica estd relacionada com 0s mecanismos desencadeadores de estresse na

amigdala.

Resumo




ABSTRACT



The aim for this study was to investigate the role of central amygdaloid nucleus (CeA) in
the modulation of the hypothalamic-pituitary-adrenal axis (HPA) in response to physical
and psychological stress. Wistar albino rats were lesioned in the CeA and submitted to
psychological (immobilization) and physical stress (2% intraperitoneal safine), after 14
days of rest. Afterwards, the blood was collected for corticosterone analysis and the rats
were decapitated. At the autopsy, pituitary and adrenals glands were removed, cleaned and
weighed. The results showed no influence of the acute stress in gland weights. However,
corticosterone levels diminished with bilateral lesions of the CeA in response to physical
stress. The results suggest that CeA might be involved in the regulation of the
hypothalamic-pituitary-adrenal axis response to physical stress.

Abstract
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INTRODUCAQ




Em 1936, o cientista ¢ médico austriaco Hans Selye apresentou, pela primeira
vez em Biologia, o conceito de estresse. Selye notou que vérios de seus pacientes, antes de
apresentarem os sintomas tipicos de uma determinada doenga, mostravam um conjunto de
alteragbes semelhantes, independentes da causa da enfermidade. Dessa forma,
conceituou-se o estresse como uma sindrome geral de adaptago, um conjunto de reacdes

sistémicas que surge quando ocorre uma exposi¢fo do organismo a agentes estressores.

Estudando o fendmeno de modo sistematico, SELYE (1936) pesquisou os
efeitos de um extrato quimico e observou que seus ratos desenvolviam tlceras
gastrointestinais, atrofia do timo e aumento das glandulas adrenais. Observou, ainda, que os
animais do grupo-controle, que haviam recebido injecBes de solucdo salina, também
apresentaram alteragOes semelbantes e concluiu que tais alteragSes estavam relacionadas a
aplicagdo de repetidas injecGes. As mesmas reagBes sistémicas ocorriam aoc expor os
animais ao frio, a patogenos, a toxinas ou ao barutho (SELYE, 1936; SAPOLSKY, 1990).
Descreveu, entfo, a Sindrome Geral da Adaptac3o.

Esta sindrome, que representa uma reagfo geral e inespecifica do organismo a
estimulos aversivos ou a situagdes desconhecidas, cuja finalidade seria a adaptacfio do
animal 4 nova condicfio € o que chamamos de estresse, e o seu agente causador é definido
como estimulo ou agente estressante ou estressor (PICKERING, 1981).

Apesar da importincia significativa do estresse, 0s mecanismos celulares e
moleculares envolvidos na sua patofisiologia continuam desconhecidos. Os glicocorticdides
sd0 responsaveis por mediar respostas auténomas, comportamentais e endocrinas
relacionadas ao estresse (AL-MOHAISEN et al., 2000). A resposta endécrina ao estresse
mais importante € a ativagiio do eixo hipotalamo-hipéfise-adrenal (HPA), levando 2 rapida
secrecdo do borménio adrenocorticotréfico pela adeno-hipéfise ¢ ao aumento de

glicocorticbides circulantes, que sfio criticos para a adaptagio a0 estresse
(AGUILERA, 1998).

Muitas estruturas cerebrais estfio envolvidas na organizagio das respostas a
estimulos estressantes (VAN DE KAR et al., 1991). Ao ser estimulado, o Sistema Limbico
(principal sistema relacionado & modulagio da atividade do HPA durante o estresse) age

Introducio
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sobre este eixo, alterando a secreco hipofisaria de vérios hormdnios: adrenocorticotréfico
(ACTH) (HOKFELT et al, 1983), horménio de crescimento (HGH), lutemizante (LH),
foliculo-estimulante (FSH), prolactina (KRULISH et al., 1974; EUKER et al., 1975), além
de ocorrerem alteragOes nos niveis de B-endorfina (KANT et al,, 1983).

O estresse ativa o eixo hipotalamo-hipéfise-adrenal (FIPA) como parte de uma
resposta adaptativa ao estimulo estressante. Esta resposta € caracterizada principalmente
pelo aumento imediato dos niveis circulantes dos glicocorticdides no sangue, seja em
humanos ou em animais em experimentacfio. No rato, esta resposta se torna significativa
em torno de trés minutos, atingindo o pico de resposta em 30 minutos e voltando aos niveis

normais em torno de -2 horas ap6s estimulo.

A liberacdo dos glicocorticéides € regulada através de um sistema de
"feedback” negativo. O estimulo estressor chega ao sistema nervoso central (SNC) a partir
dos orgdos dos sentidos, € a resposta a este estimulo se da a partir do hipotalamo, que
estimula a gldndula hipéfise através da hiberacio de CRH (horménio liberador de
corticotrofina). Esta estimula as glindulas adrenais, através da liberaciio do horménio

adrenocorticotrofico (ACTH). Para que ocorra um equilibrio, os glicocortocdides exercem

.....

O horménio corticotréfico (CRH) € o principal coordenador da resposta
endocrina, autdonoma, comportamental e imune ao estresse. Este neuropeptidio foi
inicialmente caracterizado no sistema hipotalamo-hipofisario. Entretanto estd largamente
distribuido através do SNC e em multiplos drgos periféricos (ORTH, 1992), incluindo
placenta, medula adrenal, pancreas, pulmdes, estdmago, células imunologicas, sistema
inflamatério (KARALIS et al, 1991; CROFFORD et al, 1992) e sistema limbico,
principalmente amigdala (CRATTY et al., 1995). CRH ¢ um dos mais importantes
hormdnios envolvidos na expressiio dos vérios componentes da resposta ao estresse
(GRAY, 1993), estimulando a liberagio de ACTH da adeno-hipéfise e levando ao aumento
de glicocorticoides plasmaticos (RIVIER et al., 1982). No hipotdlamo de ratos, os sitios de
ligagio do CRH tém sido descritos no micleo dorso medial, micleo arqueado e area

pré-optica, onde parecem influenciar a regulagio da secregfio de gonadotrofinas e do

Introducio
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hormdnio de crescimento. Por outro lado, a presenca de receptores de CRH no nicleo
paraventricular (NPV), a principal fonte hipotaldmica de CRH, nfo € muito clara. O NPV
apresenta interconexdes com outros nucleos hipotaldmicos, como a amigdala, locus cerdleo
e o nmucleo do trato solitario, e a ativacio dos receptores do CRH nestas areas parece
influenciar a fungdio do NPV. Recentemente, foi demonstrado que, frente & exposi¢io a
alguns paradigmas de estresse, tais como imobilizagio aguda ou repetida, estimulacfio
osmotica por deprivagio de agua e injecfio de salina hipertonica, ha induciio da expressdo

de RNA mensageiro (RNAm) no NPV de forma estresse especifica (LUO et al., 1994).

A maior parte dos estimulos estressantes séo divididos, em fun¢fio da natureza
dos estressores, em fisicos e psicologicos (MC EWEN et al., 1993). S&o considerados como
de natureza fisica o choque elétrico na cauda ou nos pés e a injecéo intraperitoneal de salina
hipertdnica. Os de natureza psicologica sdo os estimulos induzidos pela natagio e a
imobilizacdo por contengfio (LIGHTMAN et al, 1993). O estresse € ainda dividido em
agudo e cronico, dependendo do tempo de exposigiio ao estressor { HARBUZ et al., 1992).

O estresse agudo € o que mais caracteristicamente influencia o eixo HPA,
levando o miicleo de neurdnios principais desta estrutura, o micleo paraventricular do
hipotalamo (NPV), a expressar uma resposta bdsica comum a todos os tipos de estressores,
que ¢ a secrecio aumentada de ACTH, que leva ao aumento de glicocorticoides. Das
principais estruturas do sistema nervoso central (SNC) relacionadas com a modulacgio da
atividade do eixo HPA durante o estresse psicolégico, o sistema limbico € o que mais
influencia esta atividade (GRAY, 1993).

O estresse agudo induz ativacio neuronal em varias regiGes cerebrais, incluindo
o nicleo paraventricular do hipotdlamo (NPV), coértex cerebral e hipocampo
(ARNOLD et al., 1992; CECATELLI et al., 1989; KONONEN et al., 1992; SCHREIBER
et al., 1991; SHENG et al., 1990).

O estresse psicologico de imobilizagio ou contengéio € o mais utilizado para
estudos sobre respostas fisiologicas, bioquimicas e biolégicas relacionadas ao estresse
( AGUILERA et al., 1996; MARTT et al., 1997, MURPHY et al., 1995; ALEXANDROVA,
1994).

Introducio
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O medo ¢ a ansiedade, modalidades comportamentais que induzem estresse
psicologico, tém origem no nlcleo central da amigdala (CeA) do complexo amigdaloide,

principal estrutura limbica relacionada com a regulacio do comportamento aversivo
(GRAY, 1993).

Numerosos estudos tém demonstrado a importincia da amigdala na expresséo
das mudancas autdnomas, neuroenddcrinas € comportamentais que OCOITEm en 7esposta ao
medo ou estimulos aversivos. J& foi mostrado que a destruicdo da amigdala reduz o medo e
a ansiedade (GRAY, 1993). Desde o classico trabatho de Kluver e Bucy, ¢ sabido que
lesbes envolvendo a amigdala reduzem de forma acentuada a resposta emocional
(KLUVER e BUCY, 1939). Estudos indicaram que o niicleo central da amigdala (CeA) é
particularmente importante na mediagdo de respostas associadas a estressores de
condicionamento ou aprendizado. Lesfo bilateral do CeA mmpede ou bloqueia respostas
comportamentais, autbnomas e neuroendécrinas ao estresse. Estas respostas incluem
alteragdes nos batimentos cardiacos, pressdo sangiiinea, defecagdo e secregio de
corticosterona em varias espécies animais (BEAULIEU et al, 1986; SANANES e
CAMPBELL, 1989; VAN DE KAR et al., 1991; VANDERWOLF et al.,1988; IWATA
et al., 1987).

O CeA ¢ ativado pelo estresse psicologico pela estimulagio de neuronios
produtores do fator de liberagfio de corticotrofina (CRF) que, através de circuitos neuronais
que se mterligam com o hipotdlamo, atuam no NPV para que ocorra a resposta ao estresse
do tipo psicoldgico (GRAY et al.,, 1989). Mas, além dessa interligacfio, esses neurdnios
estioc em comunicagio também com  estruturas do  tronco  encefalico
(nficleo do trato solitario) (WALLACE et al, 1992), responsdveis pela recep¢do das
aferéncias viscerais para a geracio do estresse fisico
(FLESHNER et al., 1995).Normalmente, a ativagdio do HPA se d4 através do nicleo do
trato solitdrio estimulado pelas aferéncias viscerais (GAYKEMA et al., 1995).

Estudos indicaram que a amigdala, especialmente o micleo central da amigdala,
tem receptores de CRI em grande quantidade (DE SOUZA et al., 1985), além de corpos
celulares imunorreativos e terminais nervosos de CRH (CUMMINGS et al, 1983; JOSEPH
e KNIGGE, 1983; MERCHENTHALER et al, 1982; SAKANAKA et al, 1937
SWANSON et al. 1983).

Introducio
23



Ja foi verificado em animais que inje¢Ses didrias de salina hipertdnica
resultaram em um aumento do RNAm de CRH (LIGHTMAN et al., 1993). Partindo desses
dados e observando que esse tipo de estresse fisico, o estresse osmético, ndo foi ainda
estudado em relagio ao CeA nos mecanismos de ativagio do HPA, nos propusemos a
faze-lo. Dessa forma, este estudo foi realizado através da lesiio do CeA e os efeiios do
estresse psicologico com os da injecdo intraperitoneal de salina hiperténica sobre a resposta
do HPA foram comparados, buscando resultados para esclarecer a relagdo da amigdala com

o estresse fisico.
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Em ratos-controle e em ratos submetidos a lesdo bilateral do niicleo central da

amigdala (CeA) por eletrocoagulacio:

I- Avaliar o efeito dos estresses fisico e psicologico sobre os pesos das

glindulas adrenais e adeno-hipéfise.

I1- Avaliar a resposta dos estresses fisico e psicologico no eixo HPA, utilizando

a corticosterona plasmatica como indice de resposta ao estresse.

Objetivos
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I - ANIMAIS

Ratos machos Wistar, pesando cerca de 200g, provenientes de linhagens do
Biotério Central da UNICAMP (CEMIB), foram utilizados para os experimentos. Uma
semana antes do procedimento, os animais foram colocados em gaiolas individuais, com
dgua e comida a vontade (racfo solida, Purina Nutriente Ltda) em uma sala com
temperatura (23°C), uz (7:00 - 19:00 h) e umidade controladas.

Os animais foram manipulados de acordo com as normas da "Comissio de

Etica na Experimentacio Animal".

2 - GRUPOS EXPERIMENTAIS
Os animais foram distribuidos em alguns grupos:
a) Animais-controle basais
b) Animais-controle submetidos ao estresse fisico ou psicologico
¢) Animais com cirurgia simulada

d) Animais com cirurgia simulada submetidos ao estresse fisico ou

psicologico
e) Anmnais com les#io bilateral do CeA

f) Animais com lesdo bilateral do CeA submetidos ao estresse fisico ou

psicolégico

3 - PROCEDIMENTO CIRURGICO

Os animais, sob anestesia por tiopental sédico (Cristalia), 1 g diluido em 40 ml
de soro fisiologico ¢ administrado via intraperitoneal na dose de 70 mg/Kg de peso

corporal, foram submetidos a tricotomia do escalpo, para a realizacio da lesdo bilateral do

Materinl e Métodos
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CeA ou cirurgia simulada. Apdés fixar o animal no aparelho estereotdxico
(modelo David Kopf), foi feita a assepsia e, em seguida, uma incisfio longitudinal na pele,
expondo a calota craniana e possibilitando a visualizacio do bregma
{cruzamento das suturas sagital e coronal), ponto principal de referéncia para o seguimento
das coordenadas estabelecidas. O atlas estereotaxico de PAXINOS e WATSON (1986) foi
utilizado, e as coordenadas padronizadas para a localizag8o do ndcleo central da amigdala
(CeA) foram: antero-posterior - 2,3mm posterior ao bregma; lateral - 4mm 2 linha mediana

(bilateralmente); vertical - 7,8 mm abaixo da duramater.

A lesfio bilateral do CeA foi feita por eletrocoagulacéio, através de eletrodo de
niquel-cromo, de 0,2 mm de didmetro, com 0,1 mm de ponta descoberta, introduzido nos
locais a serem lesados, passando uma corrente elétrica de ImA gerada por um lesionador
durante 10 segundos.

Os animais submetidos & cirurgia simulada sofreram o mesmo procedimento,
inclusive a mtrodugio do eletrodo. No entanto, o lesionador nfo foi acionado para a

passagem da corrente elétrica.

4 - MODELOS DE ESTRESSE
4a - Estresse psicologico:

Apés 14 dias de recuperagfio do procedimento cirtrgico, os animais foram
retirados de suas gaiolas, pesados e, antes que se completassem trés minutos, foi realizada
uma coleta de sangue pela cauda, através de uma pequena incisiio com um bisturi. Em
seguida, foram colocados em um tubo de PVC com 20,5 cm de comprimento e 5,0 em de
didmetro e totalmente imobilizados durante 60 mimitos. Procedeu-se, entdo, a uma nova

coleta de sangue pela cauda e, imediatamente, os animais foram wm a um decapitados.
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4b - Estresse fisico:

Apos 14 dias de recuperagio do procedimento cirrgico, os animais foram
retirados de suas gaiolas, pesados e, uma coleta de sangue foi realizada pela cauda em até
trés minutos. Posteriormente, foi injetada intraperitonealmente 1 ml de salina hiperténica a
2%. Apdés 30 minutos, uma nova coleta de sangue foi realizada pela cauda, e,

imediatamente, os animais foram, um a um, decapitados.

5- COLETA DE SANGUE

Realizaram-se duas coletas de sangue pela cauda, em tubos plasticos
heparinizados, centrifugados a seguir por 15 minutos a 4°C e a 2000rpm. Apods a
centrifugagiio, o plasma foi aliquotado em dois tubos Eppendorf (A, anterior ao estresse, e
B, apos o estresse), devidamente rotulados para corticosterona. Mesmo para os animais nfio
submetidos a nenhum tipo de estresse fizemos as duas coletas, a primeira quando retirados

das gaiolas e a segunda antes da decapitacfio.

Os tubos com os plasmas foram estocados a -20°C para dosagens posteriores.

6 - MEDIDAS REALIZADAS

As seguintes medidas foram feitas durante o experimento:

- Peso corporal: os animais foram pesados no dia da cirurgia e no dia do

sacrificio
- Adrenais: retiradas ap6s o sacrificio e pesadas

- Adeno-hipéfises: retiradas ap6s o sacrificio e pesadas

Material e Métodos
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7 - DOSAGEM HORMONAL

As dosagens hormonais foram realizadas através de Radioimunoensaio (RIE),
no Laboratério de Fisiologia Clinica Experimental, no Nucleo de Medicina e Cirurgia
Experimental, da Unicamp - Campinas. Todas as amostras provenientes de um mesmo

experimento foram determinadas em duplicata em um mesmo ensaio.

7a - Radioimunoensaio da Corticosterona

A corticosterona plasmética foi determinada pelo método de VECSEI et al.
(1979), modificado, através de extragio do esteréide por etanol. Foi utilizado um anticorpo
anti-corticosterona (C-8784 - Sigma), preparado em coelhos, com ¢ horménio conjugado
com albumina bovina. A especificidade do anticorpo foi testada através da reatividade
cruzada com o cortisol (4,5%), 170H-progesterona (1,8%) ¢ dehidroepiandrosterona
(<0,01%). Usou-se a corticosterona triciada [1,2,6,7-°H] (Amersham) como marcador. Na
separacdo da fragdo livre da ligada, foi utilizada uma solugfio de carvio-dextran 0,5/0,05%.

A dose minima detectével foi de 1,25 ng/ml. O coeficiente de variacdo intra e
inter ensaios foram, respectivamente, 6,0% e 6,7%, ao nivel de B/Bo igual 0,5 da

curva-padrio.

8 - HISTOLOGIA

Os cérebros dos animais sacrificados foram removidos e congelados a -20°C,
para a realizaciio de cortes histologicos em criostato. Dessa forma, o local das lesdes e a
extensdo das mesmas foram determinados pelo exame das laminas em microscopio 6ptico
(Carl Zeiss), utilizando a colora¢iio Hematoxilina-Eosina.
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9 - ANALISE ESTATISTICA
Para anilise estatistica os seguintes procedimentos foram utilizados:

- Indices de dispersdo em torno da média (X) foram o desvio-padrio da média
(DP) € o erro padrio da média (EPM). As figuras estfio representadas em
X+EPM.

- Anilise de variincia (Anova) foi utilizada para comparagio dos valores

dentro do mesmo grupo experimental

- Teste de Tuckey foi utilizado para comparagio dos valores entre grupos
diferentes (animais-controle, com cirurgia simulada e com lesdo bilateral no
CeA)

- Teste-t ndo paramétrico foi utilizado para compara¢dio entre dois grupos
diferentes, por exemplo, animais com lesfo bilateral do CeA que sofreram
estresse fisico € animais com lesdo bilateral do CeA que sofreram estresse

psicoldgico.

O nivel de significdncia adotado para a rejeicio da hipétese de nulidade foi de
5%. Entretanto, niveis de p menores que 0,05 foram anotados no texto. Para efeito de
calculo estatistico, todos os valores nfo detectdveis (abaixo do limite de sensibilidade para
0 respectivo ensaio) foram arbitrariamente considerados como o valor da sensibilidade do

método (dose minima detectavel).
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1 - PESOS CORPORAIS

Os ammais foram pesados no dia do procedimento cirirgico
(mesmo os simulados e controles) e no dia do sacrificio (15 dias apds o procedimento
cirirgico), para que fosse verificado se a lesfio causaria uma alteragdo no ganho de peso

corporal.

Os valores individuais em média e erro-padrio da média (X+EPM) dos pesos
iniciais (Pci) e pesos finais (Pcf), em g, dos animais lesados, simulados e controles, estdo

apresentados nas tabelas 1, 2 € 3 em anexo.

1.1 - Animais com lesdo bilateral do CeA

bilateral do CeA (LB). Quando se compara os pesos iniciais e finais dos ratos que foram
submetidos ao estresse psicologico (SP), observa-se que ndio houve diferenca significativa
entre eles. O mesmo pdde ser notado nos ratos que nio foram submetidos a nenhum tipo de
estresse(SE). No entanto, quando se observa os pesos iniciais ¢ finais dos animais que
foram submetidos ao estresse fisico(SF), nota-se haver diferenca significativa entre eles
(p<0.05).
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Grifico 1 - Pesos corporais de ratos Wistar submetidos & lesdio bilateral do CeA
Pesos corporais iniciais (PC - I ) e finais (PC-F) de ratos Wistar de diferentes
grupos experimentais submetidos a les#io bilateral (LB) do CeA
SP: estresse psicoldgico; SF: estresse fisico; SE: sem estresse; ( ) mimero de
animais
* p<0,05 LB-PC-I-SF x LB-PC-F-SF(Teste t)

1.2 - Animais com cirurgia simulada

O grafico 2 apresenta os pesos corporais iniciais e finais dos animais
submetidos a uma simulagio da cirurgia, porém sem passagem de corrente elétrica (Sm).
Quandoc se compara os pesos iniciais e finais dos ratos que sofreram estresse
psicologico(SP), observa-se que niio houve diferenca significativa entre eles. No entanto,
quando se observa os pesos iniciais e finais dos animais submetidos ao estresse fisico(SF) e
aqueles que nfo sofreram nenhum tipo de estresse (SE), nota-se haver diferenca
significativa entre eles (p<0,05).
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Griéfico 2 - Pesos corporais de ratos Wistar simulados
Pesos corporais iniciais (PC-I) e finais (PC-F) de ratos Wistar simulados (Sm)
de diferentes grupos experimentais .
SP: estresse psicologico; SF: estresse fisico; SE: sem estresse; ( )} nimero de
animais
*p<0,05 Sm-PC-1-SF X Sm-PC-F-SF(Teste t);
**p<0,05 Sm-PC-I-SE X Sm-PC-F-SE (Teste t)

1.3 - Animais-controle

O gréfico 3 apresenta os pesos corporais iniciais e finais dos animais-controle,
que ndo sofreram nenhum processo cirtrgico (C). Quando se compara os pesos iniciais e
finais dos ratos que foram submetidos ao estresse psicologico(SP), observa-se haver
diferenca significativa entre eles (p<0,05). O mesmo pode ser notado com relagio aos pesos
iniciais e finais dos animais submetidos ao estresse fisico(SF) e aqueles que ndo sofreram

nenhum tipo de estresse (SE).
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diferentes grupos experimentais.SP: estresse psicologico; SF: estresse fisico;
SE: sem estresse; { ) niimero de animais

*p<0,05 C-PC-I-SP X C-PC-F SP (Teste t);

** C-PC-I-SF X C-PC-F-SF(Teste t);

***p<(,05 C-PC-1-8E X C-PC-F-SE(Teste t)

2 - PESOS DAS ADRENAIS

Os valores individuais em média e erro-padrio da média (X+EPM) dos pesos
absolutos (Adab) e pesos relativos (Adr), em mg e mg/100g, dos animais lesados,

simulados e controles estdo apresentados nas tabelas 4, 5 e 6, em anexo.
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2.1 - Animais com lesio bilateral do CeA

O grafico 4 apresenta os pesos absolutos e relativos das adrenais dos animais
com lesdio bilateral do CeA (LB). Quando se compara os pesos absolutos das adrenais dos
ratos submetidos ao estresse psicologico(SP), estresse fisico (SF) e os que ndo sofreram
nenhum tipo de estresse, observa-se que ndo houve diferenca significativa entre eles. O

mesmo pbde ser notado se se comparar os pesos relativos das glindulas dos diferentes

grupos de animais lesados.

100
[ LB-Adab-SP

80 - 1L BAdab-SF
. {LBAdab-SE
S B8 | B-Adr-SP
g (9) (13) (12) e LBAdr-SF
®
oh
E
o 40
41
o
S ) (13) (12)
< e P et —

20 - ' 1

8] : T
0 1 5 6 7

Grifico 4 - Pesos das adrenais de ratos Wistar submetidos i lesio bilateral do CeA
Pesos absolutos (ab) e relativos (r) das adrenais (Ad) de ratos Wistar de
diferentes grupos experimentais submetidos 4 lesdo bilateral do CeA (LB)

SP: estresse psicolégico; SF: estresse fisico; SE: sem estresse; ( ) nimero de

..
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2.2 - Animais com cirurgia simulada

O grafico 5 apresenta os pesos absolutos e relativos das adrenais dos animais
submetidos a uma simulagdo da cirurgia, porém sem passagem de corrente elétrica (Sm).
Quando se compara os pesos absolutos das adrenais dos ratos submetidos ao estresse
psicologico(SP), estresse fisico (SF) € os que ndo sofreram nenhum tipo de estresse,
observa-se que nio houve diferenga significativa entre eles. O mesmo pdde ser notado ao se

comparar 0s pesos relativos das glindulas dos diferentes grupos de animais simulados.
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Grafico S - Pesos das adrenais de ratos Wistar simulados
Pesos absolutos (ab) e relativos (r ) das adrenais (Ad) de ratos
Wistar simulados (Sm) de diferentes grupos experimentais. SP: estresse

psicologico; SF: estresse fisico; SE: sem estresse; ( ) miimero de animais
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2.3 - Animais-controle

O grafico 6 apresenta os pesos absolutos e relativos das adrenais dos
animais-controle, que ndo sofreram nenhum processo cirtrgico (C). Quando se compara os
pesos absolutos das adrenais dos ratos submetidos ao estresse psicolégico(SP), estresse
fisico (SF) e os que ndo sofreram nenhum tipo de estresse, observa-se que houve diferenca
estatistica significativa apenas entre os pesos absolutos das adrenais dos ratos que sofreram
estresse fisico e os que niéio foram submetidos a nenhum tipo de estresse (p<0,05). Ao se
comparar os pesos relativos das glandulas dos diferentes grupos de animais-controle, nfo

houve diferenca significativa.

100
1 CAdab-SP
CAdab-SF
80 - CAdab-SE
= (5) ey CAdr-SP
8 (} 5) = CAdr-SF
- T Ty CAdr-SE
g 60 - T
o
()]
E
8B40
(1]
| g
D
3 &) ®  as)
20 ] . - -1 [—
0 y ;
0 1 3 4 5 6 7

Grifico 6 - Pesos das adrenais de ratos Wistar controles
Pesos absolutos (ab) e relativos (r ) das adrenais (Ad)de ratos Wistar controles
(C) de diferentes grupos experimentais
SP: estresse psicologico; SF: estresse fisico; SE: sem estresse; ( ) niimero de
animais
*p<0,05 Cadab-SF X Cadab-SE (Teste t)
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2.4 - Animais lesados e simulados submetidos ao estresse psicologico e fisico;

animais- controle

O grafico 7 apresenta os pesos relativos das adrenais de ratos lesados,
simulados e controles submetidos ao estresse psicolégico e ao estresse fisico, comparando
com os animais-controle que nfio foram submetidos a nenhum tipo de estresse. Pode-se
observar que houve diferenca estatistica significativa apenas entre os pesos relativos das
adrenais dos animais lesados que sofreram estresse psicolégico e os animais-controle que

ndo sofreram estresse (p<0,05). Entre os demais grupos, ndo houve diferenca.
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Griafico 7 - Pesos das adrenais de ratos Wistar de diferentes grupos experimentais
Pesos relativos (r ) das adrenais (Ad) de ratos Wistar submetidos 3 lesfio
bilateral (LB) do CeA, simulados (Sm) e controles (C) de diferentes grupos
experimentais
SP: estresse psicologico; SF: estresse fisico; SE: sem estresse; ( ) namero de
anmnais
*p<0,05 LB-Adr-SP X C-Adr-SE (Teste t)
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2.5 - Animais lesados, simulados e controles nio submetidos a estresse

O grafico 8 apresenta os pesos relativos das adrenais de ratos lesados,
simulados e controles nfo submetidos a nenhum tipo de estresse. Pode-se observar que
houve diferenca estatistica significativa entre os pesos relativos das adrenais dos animais
lesados e simulados ¢ entre os pesos relativos das adrenais dos animais lesados e controles

(p<0,05), 0 mesmo ndo sendo observado entre os controles e simulados.
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Grifico 8 - Pesos das adrenais de ratos Wistar de diferentes grupos experimentais
Pesos relativos (r ) das adrenais (Ad) de ratos Wistar submetidos a lesdo
bilateral do CeA (LB), simulados (Sm) e controles (C); SE: sem estresse
*p<0,05 LBAdr-SE X SmAdr-SE; LBAdr-SE X Cadr-SE (Teste Tuckey)

3 - PESOS DAS ADENO-HIPOFISES

Os valores individuais em média e erro padrio da média (X+EPM) dos pesos
absolutos (AHab) e pesos relativos (AHr), em mg e mg/100g, dos animais lesados,

simulados e controles, estdo apresentados nas tabelas 7, 8 e 9, em anexo.
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3.1 - Animais com leséo bilateral do CeA

O grafico 9 apresenta os pesos absolutos e relativos das adeno-hipofises dos
animais com lesdo bilateral do CeA (LB). Quando se compara os pesos absolutos das
adeno-hipéfises dos ratos que foram submetidos ao estresse psicologico(SP), estresse fisico
(SF) e os que ndo sofreram nenhum tipo de estresse, observa-se que ndo houve diferenca
significativa entre eles. O mesmo pdde ser notado ao se comparar 0s pesos relativos das

gldndulas dos diferentes grupos de ammais lesados.
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Grifico 9 - Pesos das adeno-hipofises de ratos Wistar submetidos 2 lesAo bilateral do
CeA
Pesos absolutos (ab) e relativos (r ) das adeno-hipéfises (AH) de ratos Wistar
submetidos a lesdo bilateral do CeA (LB) de diferentes grupos experimentais.

SP: estresse psicologico; SF: estresse fisico; SE: sem estresse; () numero de

o
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3.3 - Animais-controle

O grafico 11 apresenta os pesos absolutos e relativos das adeno-hipéfises dos
animais-controle, que nfo sofreram nenhum processo cirirgico (C). Quando se compara os
pesos absolutos das adeno-hipofises dos ratos submetidos ao estresse psicologico(SP),
estresse fisico (SF) e os que nfo foram submetidos a nenhum tipo de estresse, observa-se
que ndo houve diferenca significativa entre eles. O mesmo pbde ser notado ao

compararmos os pesos relativos das glandulas dos diferentes grupos de animais-controle.
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Grafico 11 - Pesos das adeno-hipo6fises de ratos Wistar controles
Pesos absolutos (ab) e relativos (r ) das adeno-hipofises (AH) de ratos Wistar
controles de diferentes grupos experimentais.

SP: estresse psicologico; SF: estresse fisico; SE: sem estresse; ( ) nfimero de

o
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3.4 - Animais lesados e simulados submetidos ao estresse psicologico e fisico;

animais- controle

O grafico 12 apresenta os pesos relativos das adeno-hipofises de ratos lesados,
simulados e controles submetidos ao estresse psicolégico e ao estresse fisico, comparando
com os animais controles que ndo sofreram nenhum tipo de estresse. Quando se compara os
pesos relativos das glindulas dos diferentes grupos de animais nota-se que ndo houve

diferenca significativa entre eles.

5
7 LB-AH-SP
- LB-AHr-SF
2 4 SmAHr-SP
= R SmAH-SF
S = CAHISP
& [T CAMrSF
g 3 - 9) HHHE CAHISE
< I ® 2
2 > ®)
&
S 2
2
=
o)
©
T 1
<L
0 I I i
0 1 5 6 7 8

Grifico 12 - Pesos das ademo-hipéfises de ratos Wistar de diferentes grupos
experimentais
Pesos relativos (r ) das adeno-hipdfises (AH) de ratos Wistar submetidos &
lesdo bilateral do CeA (LB), simulados (Sm) e controles (C) de diferentes
grupos experimentais
SP: estresse psicoldgico; SF: estresse fisico; SE: sem estresse; ( ) niimero

de animais
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3.5 - Animais lesados, simulados e controles n3o submetidos a estresse

O grafico 13 apresenta os pesos relativos das adeno-hipéfises de ratos lesados,
simulados e controles ndo submetidos a nenhum tipo de estresse. Pode-se observar que néo
houve diferenga estatistica significativa entre os pesos relativos das adrenais dos diferentes

grupos de animais.
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Grafico 13 - Pesos das adeno-hipéfises de ratos Wistar de diferentes grupos
experimentais
Pesos relativos (r ) das adeno-hipofises (AH) de ratos Wistar submetidos a
lesdo bilateral do CeA (L.B), simulados (Sm) e controles (C).

SE: sem estresse; ( ) nimero de animais

4 - CONCENTRACOES DE CORTICOSTERONA

Os valores individuais em média e erro-padrio da média (X+EPM) das
concentragfes de corticosterona antes (Cort-A) e depois do estresse (Cort-D),em ng/ml, dos
animais lesados, simulados e controles, estéio apresentados nas tabelas 10, 11 ¢ 12, em

ancxo.
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4.1 - Animais com lesio bilateral do CeA

O grafico 14 apresenta as concentragdes de corticosterona antes (Cort-A) e
depois do estresse (Cort-D) dos animais com lesfo bilateral do CeA (L.B). Quando se
compara os valores antes e depois do estresse dos ratos submetidos ao estresse
psicologico(SP), observa-se que houve diferenga estatistica significativa entre eles
(p<0,05). O mesmo ocorreu nos animais submetidos ao estresse fisico (SF) (p<0,05) e os
que ndo sofreram nenhum tipo de estresse (p<0,05). Quando se compara as concentracdes
basais de corticosterona plasmatica, verifica-se que ndo ha diferenca estatistica entre os
animais que foram submetidos ao estresse psicologico, os que sofreram estresse fisico e os
que ndo foram estressados. No entanto, as concentracdes, apés estimulo, apresentam
diferencas entre os ratos que foram submetidos ao estresse psicolégico e os animais que néo
sofreram estresse (p<0,05). J4 entre os que sofreram estresse fisico e os sem estresse nfio
houve diferenga, apenas uma tendéncia de aumento das concentragfes de corticosterona nos
animais submetidos ao estresse fisico (p=0,09). Nio houve diferenca estatistica
significativa entre as concentragdes de corticosterona pos-estimulo nos ratos que sofreram

estresse psicolégico e nos que sofreram estresse fisico.

Resufiados
48



700

600 - 7 1 B-SP-A
LB-SP-D
LB-SF-A
% 500 s | B-SF-D
S F—- LB-SE-A
£ [ LB-SE-D
143 400 -
3 ® (12)
_9 *
g 300 -
Q
£
S 12
O 200 - gw.-*)
(12) >
100 - ®) i
. \ 12)
0 1 1 & T 1
0 1 2 3 5 6 7

Grafico 14 - Concentragoes de corticosterona de ratos Wistar submetidos 2 lesido
bilateral do CeA
ConcentracBes de corticosterona antes (A) e depois (D) do estresse de ratos
Wistar submetidos & lesfio bilateral do CeA (LB) de diferentes grupos
experimentais. SP: estresse psicologico; SF: estresse fisico; SE: sem
estresse; ( ) mimero de animais
* p<0,05 LB-SP-A X LB-SP-D (Teste t); **p<0,05LB-SF-AXLB-SF-D
(Teste t); ***P<0,05LB-SE-AXILB-SE-D (Teste t);
+p<0,05 LB-SP-DXLB-SE-D (Teste t)

4.2 - Animais com cirurgia simulada

O grafico 15 apresenta as concentragSes de corticosterona antes (Cort-A) e
depois do estresse (Cort-D) dos animais submetidos a uma simulaciio da cirurgia, porém
sem passagem de corrente elétrica (Sm). Quando se compara os valores antes e depois do
estresse nos ratos submetidos ao estresse psicologico (SP), observa-se que houve diferenca

estatistica significativa entre eles (p<0,05). O mesmo ocorreu nos animais submetidos ao
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estresse fisico (p<0,05) e os que ndo sofreram nenhum tipo de estresse (p<0,05). Quando
se compara as concentragdes basais de corticosterona plasmatica, verifica-se que nfio ha
diferenca estatistica entre os animais que foram submetidos estresse psicologico, os que
sofreram estresse fisico e 0s que nfio foram estressados. No entanto, as concentragdes apos
estimulo apresentam diferengas entre os ratos que foram submetidos ao estresse psicoldgico
e os que sofreram estresse fisico (p<0,05) e entre os que foram submetidos ao estresse
fisico e os que ndo foram estressados (p<0,05). Ji entre os que sofreram estresse

psicol6gico e os ndo estressados nfio houve diferencga.
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Grifico 15 - Concentragbes de corticosterona de ratos Wistar simulados
Concentragdes de corticosterona antes (A) e depois (ID) do estresse de ratos
Wistar simulados (Sm) de diferentes grupos experimentais
SP: estresse psicolégico; SF: estresse fisico; SE: sem estresse; ( ) mimero de
animais
*p<0,05 Sm-SP-AXSm-SP-D(Teste t};** p<0,05 Sm-SF-A X Sm-SF-D
(Teste t); ***p<0,05 Sm-SE-AXSm-SE-D (Teste t)
* p<0,05 Sm-SP-DXSm-SF-D (Teste t); * *p<0,05 Sm-SF-DXSm-SE-D
(Teste t)
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4.3 - Animais controles

O grafico 16 apresenta as concentragbes de corticosterona antes (Cort-A) e
depois do estresse (Cort-D) dos animais-controle, que ndo sofreram nenhum processo
cirtrgico (C). Quando se compara os valores antes e depois do estresse dos ratos que foram
submetidos ao estresse psicoldgico (SP), observa-se que houve diferenca estatistica
significativa entre eles (p<0,05). O mesmo ocorreu nos animais submetidos ao estresse
fisico {SF) (p<0,05) e os que ndo sofreram nenhum tipo de estresse (p<0,05). Quando se
compara as concentragdes basais de corticosterona plasmatica, verifica-se que nio ha
diferenca estatistica entre os anirnais que foram submetidos estresse psicologico, os que
sofreram estresse fisico e 0s que nfio foram estressados. No entanto, as concentragfes apos
estimulo apresentam diferengas entre os ratos que foram submetidos ao estresse fisico e os
ndo estressados (p<0,05). Entre os que foram submetidos ac estresse fisico ¢ os que
sofreram estresse psicoldgico, ndo houve diferenca significativa. J4 entre os que sofreram
estresse psicoldgico e os nio estressados, ha uma tendéncia de aumento das concentragfes

plasmaticas de corticosterona dos animais submetidos ao estresse psicologico (p=0,1).
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Grafico 16 - Concentracdes de corticosterona de ratos Wistar controles
Concentragbes de corticosterona antes (A) e depois (D} do estresse de ratos
Wistar controles de diferentes grupos experimentais. SP: estresse psicolégico;
SF: estresse fisico; SE: sem estresse; ( ) nimero de animais
* p<0,05 C-SP-AXC-SP-D (Teste t);¥*p<0,05 C-SF-A X C-SF-D (Teste t);
**%p<0,05 C-SE-AXC-SE-D (Teste t)
» p<(,05 C-SF-DXC-SE-D(Teste t)

4.4 - Animais lesados, simulados e controles submetidos ao estresse psicologico

O grafico 17 apresenta as concentracOes de corticosterona plasmatica depois do
estresse psicologico (Cort-D) em animais lesados, simulados e controles. Quando se

compara estes valores, observa-se que ndo ha diferenca estatistica entre eles.
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Grifico 17 - Concentracdes de corticosterona de ratos Wistar de diferentes grupos
experimentais
ConcentracSes de corticosterona depois (D) do estresse psicologico de ratos
Wistar submetidos & lesdo bilateral do CeA (LB), simulados (Sm) e
controles (C)

SP: estresse psicologico; ( } nimero de animais

4.5 - Animais lesados, simulados e controles submetidos ao estresse fisico

O gréfico 18 apresenta as concentragdes de corticosterona depois do estresse
fisico {Cort-D) em animais lesados, simulados e controles. Observou-se que ha diferenca
estatistica significativa com uma menor resposta da corticosterona plasmatica nos ratos
lesados quando comparada com os animais simulados (p<0,03), e com os controles
(p<0,05). No entanto, ndo hé diferenca entre as concentragbes de corticosterona nos

animais simulados e controles.
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Grifico 18 - Concentragbes de corticosterona de ratos Wistar de diferentes grupos

experimentais

Concentragbes de corticosterona depois (D) do estresse fisico de ratos
Wistar submetidos a lesdo bilateral do CeA (LB), simulados (Sm) e
controles (C). SF: estresse fisico; ( ) niimero de animais

*p<0,05 LLB-SF-D X Sm-SF-D; LB-SF-D X C-SF-D (Teste t)

5 - Avaliacio Histolégica do Nacleo Central da Amigdala (CeA)

Para se lesar bilateralmente o micleo central da amigdala, utilizou-se um atlas
para cérebro de ratos (PAXINOS e WATSON, 1986), e as coordenadas encontradas foram:

* Bregma (ponto de referéncia): - 2,3 mm

o Lateral: 4 mm

e Vertical ( Profundidade) : - 7,8 mm (a partir da duramater)
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As figuras a seguir mostram o local das coordenadas que foi utilizado, primeiro

em foto e em seguida de forma esquemdtica:

Intoraural 6.79 mi

v V¥ ¥

Figura 1 - Corte sagital do cérebro de rato, evidenciando o local escolhido para a execugio

da lesdo eletrolitica.
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As figuras abaixo mostram os locais onde foram feitas as lesdes bilaterais do

CeA, primeiro em foto € em seguida de forma esquemdtica:

Interaveal 6,70 s

7

Figura 2 - Corte sagital do cérebro de rato, evidenciando o micleo central da amigdala
(CeA), bilateralmente.

Cabe ressaltar que apenas foram utilizados os animais em que foi observada em
limina a lesdo bilateral do CeA. Os ratos em que se observou em lamina lesdes unilaterais

ou leses em locais incorretos foram exchiidos deste estudo.
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A relacio da amigdala com as respostas autondmicas, enddcripas e
comportamentais a agentes estressantes esta bem estabelecida (GRAY, 1990). Estimulos
elétricos no nicleo central da amigdala (CeA) aceleram a freqiiéncia cardiaca e a respiracdo
e produzem respostas comportamentais afetivas. Por outro lado, lesdes no CeA bloqueiam
tanto a elevagdo na circulagiio do horménio adrenocorticotréfico (ACTH) causada pelo
estresse de imobilizacio (BEAULIEU et al.,, 1986) como as respostas da corticosterona a
estressores "psicoldgicos” (VAN DE KAR et al.,, 1991). A amigdala e, em particular, o
micleo central da amigdala (CeA), € a estrutura limbica-chave envolvida na expressio da
ansiedade ¢ o maior sftio para regulacio das respostas autondmicas e enddcrinas
(ativacio do eixo hipotalamo-hip6fise-adrenal) ao estresse (DAVIS, 1992; DAVIS, 1997;
SCHULKIN et al., 1994, VAN DE KAR et al., 1999). Entretanto, pouco se sabe sobre a sua
relagdo com alguns agentes indutores de estresse fisico, como a inje¢do intraperitoneal de
salina hipertGnica.

Neste trabalho, avaliou-se o peso corporal, o peso das adrenais, das
adeno-hipofises € a resposta da corticosterona plasmatica frente a estresse psicologico, de
contengfo, e fisico, por injecio intraperitoneal de salina hipertonica, em animais
submetidos a lesdo do nilicleo central da amigdala. A pesagem dos animais antes do
processo cirdrgico € apos 15 dias de recuperagiio teve como objetivo principal avaliar o
ganho de peso dos animais submetidos 3 estereotaxia para a realizacdo da lesdo, bem como
dos ratos submetidos a simulagfio da cirurgia, comparando com os ratos-controle, que nio
sofreram nenhum tipo de processo ciriirgico. Cabe ressaltar que, para a lesfio bilateral do
CeA, foram utilizadas as coordenadas pré-estabelecidas de PAXINOS e WATSON (1986),
e foram excluidos deste estudo todos os animais que apresentaram lesdes unilaterais ou
lesbes em locais incorretos. AL-MOHAISEN et al. (2000) observaram, comparando com
animais-controle, que um estresse de imobilizagiio repetido (cromico) resultou em uma
diminuicio do ganho de peso corporal de ratos. Apds 30 dias de estresse, essa diminuicfio
foi de quase 30%. Pode-se notar que nesses resultados, utilizando estresse agudo, nfio
houve alteragdo do peso corporal, indicando que o ganho de peso corporal é influenciado
significativamente pelo estresse cronico, € nfo pelo agudo, como realizado neste trabatho.
Adicionalmente, observou-se que o tipo de estresse (psicologico ou fisico) ndo influenciou

o ganho de peso. Era esperado neste estudo que todos os grupos de animais ganhassem
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peso normalmente. Entretanto, pdde-se observar que nos animais lesados houve menor
ganho de peso que nos simulados e controles, mostrando que os controles ganharam peso
normalmente e os animais submetidos a lesfio bilateral do CeA apresentaram um menor
ganho de peso corporal. Este fato pode ser explicado devido & dor e writabilidade
ocasionados pelo processo cirtirgico, impossibilitando a busca pela comida. Além disso,
segundo o atlas de PAXINOS e WATSON (1986), o CeA estd localizado proximo a
grupamentos neuronais (nicleo medial da amigdala) que estio conectados por um feixe de
axOnios denominado trato amigdalofugal ventral a estruturas que controlam a fome
(hipotalamo lateral) e a saciedade (nificleo ventromediano). E possivel que algumas lesdes

nfo tenham atingido somente o CeA, mas alguns neurénios do nicleo medial da amigdala.

Desde que esta bem estabelecido que estresse aumenta o peso das adrenais,
avaliou-se neste trabatho este parimetro, tanto em valor absoluto como relativo ao peso
corporal de cada animal, em animais lesados, simulados e controles que ndo sofreram
nenhum tipo de estresse. Observou-se haver um aumento significativo entre o peso relativo
das adrenais do grupo lesado comparado ao simulado € ao controle, nfo havendo diferenca
entre os animais simulados e controles. Assim, concluiu-se que, provavelmente, o estresse
cirtirgico foi o fator importante para o aumento das glandulas.Cabe salientar que o tipo de
estresse agudo utilizado neste trabalho ndo influenciou os pesos das adrenais. Estudos
anteriores mostraram que os pesos das adrenais sfio alterados apds estresse crbnico
(BAUER et al., 2001; HASHIMOTO et al., 1988; FERNANDES et al., 2002).

Em relacdo aos pesos das adeno-hipéfises, foi observado néio haver diferenca
estatistica significativa entre os pesos absolutos e entre os pesos relativos de todos os
grupos analisados: lesados, simulados e controles. Dessa forma, observou-se que, como
indicativo de resposta ao estresse ciirgico, o peso das adrenais ¢ um pardmetro mais
sensivel que o peso das adeno-hipofises. Cabe ressaltar que o pardmetro mais adequado
para comparagio entre os pesos das glindulas € o peso relativo, que compara o peso da
glindula ao peso corporal do animal em estudo.

Os glicocorticéides tém um papel de grande importdncia nas respostas ao
estresse em mamiferos. Varios trabalhos foram realizados para demonstrar a elevagio dos

niveis plasmaticos de corticosterona em ratos apds estresse agudo. Ja foi observado ocorrer
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um  significativo aumento de corticosterona apds estresse agudo de imobiliza¢do
(AL-MOHAISEN et al, 2000; FERNANDES et al., 2002). Outro papel de fundamental
importancia dos glicocorticdides é o controle da regulacio do eixo HPA através da
retroalimentagdo (feedback) negativa. Este €, quantitativamente, o aspecto  mais
proeminente na regulagio deste eixo. Estd bem estabelecido que a injecio de
glicocorticoides, segundos antes da administragdo de um estimulo adequado, inibe o
aumento de ACTH no plasma. Apés 10-12 minutos, a a¢io inibitéria é demonstravel e este
fenébmeno ¢ chamado feedback de resposta rapida. Uma a duas horas apos, a liberago de
ACTH estd novamente supressa, sendo esta a fase inicial do feedback de resposta lenta ou

de resposta intermedidria. Uma terceira fase ocorre apds 24 horas da administragio do
corticosteréide (KELLER-WOOD e DALLMAN, 1984).

A variaglo circadiana dos corticosterdides e do ACTH é uma importante
caracteristica do eixo adrenal em muitas espécies, incluindo o homem e o rato. Neste
Gltimo, uma espécie de habito noturno, os picos da concentragio plasmatica de
corticosterona € ACTH ocorrem antes do escurecer (18:00 horas ) e as concentragSes mais
baixas ocorrem pela manhd (8:00 - 11:00 horas), padriio este oposto ao encontrado no
homem, que apresenta habitos diurnos. Para se afastar qualquer alteracfio secundaria &

variagdo circadiana, os animais deste estudo foram decapitados entre 8:30 e 10:30.

Agentes estressantes causam um desequilibrio no organismo. Dependendo de
sua natureza ¢ duraco, eles podem induzir respostas que, geralmente, incluem um aumento
de estimulo ao eixo HPA. Muitos modelos experimentais foram desenvolvidos para estudar

os mecanismos de resposta do eixo HPA ao estresse agudo e cronico.

A ativagio do eixo HPA ¢ parte de uma resposta fisioldgica normal ao estresse.
Em resposta ao estresse, 0 RNAm da proteina c-fos dos neurdnios parvocelulares da regisio
medial do NPV respondem rapidamente em 15 minutos, atingindo um pico em 30 minutos
e caindo aos niveis de controles em cerca de 90 minutos. (IMAKI et al., 1992). Devido a
este fato, todas as coletas de sangue realizadas antes do estresse foram feitas em até trés
minutos da retirada dos animais de suas gaiolas, tempo insuficiente para que qualquer
estimulo ambiental pudesse causar um aumento pas concentragdes normais de

corticosterona. Os niveis do RNAm de CRH permanecem aumentados até 120-180 minutos
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apés estimulo estressante. Foi caracterizada a resposta do RNAm do CRIH frente a varios
estressores fisicos, incluindo choque nas patas e salina hipertonica intraperitoneal, assim
cOmo estressores psicologicos, como natacdo e imobilizacio.
(LIGHTMAN et al., 1988; HARBUZ et al., 1989; HARBUZ et al., 1991) Com isso, ocorre,

conseqiientemente, uma elevagio dos niveis de ACTH e corticosterona.

Com relagfio as concentragbes de corticosterona, indice mais preciso para
quantificar a resposta ac estresse dos animais, observou-se que houve diferenca
significativa entre as concentragdes de corticosterona antes (Cort-A) e depois do estresse
(Cort-D) em todos os grupos. O grupo-controle, embora no tenha recebido tratamento de
estresse fisico ou psicologico, apresentou também resposta da corticosterona. Este resultado
sugere que, provavelmente, as condigbes de experimentacio ndo foram totalmente
adequadas e estimulos ambientais estressantes estavam presentes durante os experimentos.
Além disso, deve-se considerar o fato de se ter, mesmo nos animais-controle, realizado a
técnica de coleta de sangue pela cauda, o que, provavelmente, causa estresse. Isso leva a
pensar que se teria resultados mais satisfatorios se a técnica de coleta utilizada fosse pelo
tronco, apés a decapitagdo. Outro fator importante a ser discutido € a pesagem dos animais
antes da coleta de sangue, o que pode ter sido outro fator de estresse. O ideal seria a

pesagem um ou dois dias antes da coleta.

Um aspecto intrigante é o fato do grupo lesado também apresentar resposta da
corticosterona ao estresse. Dados da literatura mostram que lesdes no CeA bloqueiam a
elevagio de ACTH causada pelo estresse psicologico de  contenclo
(BEAULIEU et al, 1986) e bloqueiam respostas da corticosterona a estressores
"psicologicos”. (VAN DE KAR et al, 1991). No entanto, ja se conhece a existéncia de
outras estruturas relacionadas com a resposta ao estresse agudo. DENOFRE-CARVALHO
et al. (1997) verificaram que ratos lesados no nicleo dorsomediano nfo apresentaram a
resposta esperada apds esvaziamento géstrico, considerado um tipe de estresse agudo.
Ratos estressados apresentavam um retardo no processo, 0 que nfio aconteceu nos animais
lesados. Concluiu-se, entdo, que o nticleo dorsomediano esti relacionado com a resposta ao
estresse. Outra hipétese a ser levantada € o fato de que alguns animais do grupo lesado

podem ndo ter tido o CeA lesado em sua totalidade, permanecendo ainda alguns
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grupamentos neuronais ativos. Dessa forma, para uma andhise final,dever-se-ia aumentar o
nimero de ratos utilizado em cada grupo experimental. Entretanto, embora a resposta ao
estresse psicologico tenha sido semelhante em todos 0s grupos, a resposta da corticosterona
ao estresse fisico foi menor que a encontrada nos animais do grupo-simulado e do
grupo-controle, indicando que a lesio do nicleo central da amigdala bloqueou a resposta da

corticosterona induzida pela injegdo intraperitoneal de salina.

Esses dados fazem concluir que o estresse fisico obtido atraves da injecdo
intraperitoneal de salina hipertonica estd relacionado com as respostas autondmicas,

endocerinas e comportamentais da amigdala, em particular o niclec central da amigdala.
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Os resultados deste estudo permitem concluir que:

e A lesdo bilateral do nicleo central da amigdala (CeA) altera o eixo

hipotalamo-hip6fise-adrenal, modificando a resposta ao estresse do animal;

e A elevagio da concentracio de corticosterona nos animais com lesfio no CeA
foi bloqueada em resposta & injecdio mtraperitoneal de salina hiperténica,
indicando que este agente estressor estd relacionado com os mecanismos
desencadeadores de resposta ao estresse na amigdala ¢ no eixo hipotalamo-

hipofise-adrenal.
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ANEXO




Tabela 1 - Valores individuais de pesos corporais iniciais (PC-I) e finais (PC-F) (g), em
X £ DP + EPM dos animais lesados (1.B) submetidos ac estresse psicoldgico

(SP), estresse fisico (SF) e os ndo submetidos a estresse (SE).

ANIMAIS LB-PC-]-SP LB-PC-F-SP LB-PC-I-SF LB-PC-F-SF LB-PC-I-SE LB -PC-F-SE

190 256 245 210 205 255

226 232 250 219 192 262

233 285 190 255 270 334

180 260 175 268 224 266

176 265 280 361 223 234

267 180 193 240 225 225

325 272 238 320 238 195

245 321 210 275 230 235

218 274 240 270 255 256

247 294 258 290

230 238 294 300

250 284 325 335

238 275
X 228,89 260,56 229,69 269,92 245,08 265,58
Dp 47,16 38,58 29,49 40,78 37.68 42,70
EPFrM 14,82 12,12 7.86 10,87 10,41 11,80
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Tabela 2 - Valores individuais de pesos corporais iniciais (PC-I) e finais (PC-F) (g), em
X = DP = EPM dos animais simulados (Sm) submetidos ao estresse psicologico

(SP), estresse fisico (SF) e os nfio submetidos a estresse (SE).

ANIMAIS Sm- PC-1-SP Sm-PC-F-SP Sm-PC-I-SF Sm-PC-F-SF Sm-PC-1-SE Sm- PC-F-SE

165 239 270 310 235 316

246 351 253 319 185 258

256 358 215 280 168 275

245 285 230 304 229 310

250 318 220 286

275 327

242 319

266 336

239 305

280 352

255 325

225 274

245 305

210 263

248 305

255 298

278 320

295 350
X 228 308,25 243,6 306,2 241,67 306,89
pr 42,29 56,68 21,38 15,88 32,85 27.47

ErPM 18,31 24,54 3,55 6,35 7,52 6,29
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Tabela 3 - Valores individuais de pesos corporais iniciais (PC-I) e finais (PC-F) (g), em
X + DP + EPM dos animais controles (C) submetidos ao estresse psicolégico

(SP), estresse fisico (SF) e os ndo submetidos a estresse (SE).

ANIMAIS C-PC-I1-SP¢ C-PC-F-SP C-PC-I-SF C-PC¥-SF C-PCISE C-PC-F-SE

235 328 250 360 290 336

260 352 285 343 270 343

240 328 220 280 170 246

210 282 280 316 259 351

230 296 275 3335 225 298

310 371

265 317

250 378

240 290

305 383

170 255

130 250

140 255

120 233

242 335
X 235 3172 270 330,38 225,73 309,53
DP 18,03 27,99 28,50 33,12 63,86 52,20
EPM 7,21 11,19 11,40 13,25 15,93 13,02
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Tabela 4 - Valores individuais de pesos absolutos (Adab) (mg)e relativos (Adr) (mg/100g),
em X £ DP + EPM das adrenais dos animais lesados (LB) submetidos ao

estresse psicologico (SP), estresse fisico (SF) e os ndo submetidos a estresse
(SE).

ANIMAIS LB - Adab -SP LB - Adr-SP LB- Adab-SF LB - Adr-SF LB - Adab-SE LB - Adr-SE

48 18,7 45 214 63,4 24,9
56,8 24,5 51 23,3 70 26,7
51,4 13 52,8 20,7 69 20,7
68,8 26,5 70 26,1 68,1 25,6

62,8 23,7 60,4 16,7 46,8 20
49,8 27,7 57,8 24,1 45,4 20,2
82 302 65,8 20,6 42,4 21,7
51,8 16,1 51,8 24,1 39.8 16,9
62,4 22,8 66,4 24,59 62,6 24,45
63,8 21,7 67,8 23,38
52,8 22,18 73 24,33
73,4 25,85 75,2 22,45

498 18,11
X 59,31 23,13 58,52 22,26 60,29 22,61
DP 11,01 4,74 3,79 2,82 12,90 2,82
EPM 3,46 1,49 2,34 0,75 3,56 0,78
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Tabela 5 - Valores individuais de pesos absolutos (Adab) (mg) e relativos (Adr)
(mg/100g), em X + DP = EPM das adrenais dos animais simulados (Sm)
submetidos ao estresse psicologico (SP), estresse fisico (SF) e os néo

submetidos a estresse (SE).

ANIMATS Sm- Adab -SP Sm - Adr -SP Sm- Adab -SF Sm - Adr -SF Sm- Adab-SE Sm - Adr -SE

61,2 256 746 24,1 52,0 16,7
64,4 184 70 21,9 72,4 28,1
69,8 19,5 64,2 22,9 46,8 17
58,8 20,6 55,6 18,3 61,4 19,8
47 14,8 47,2 16,5
75,8 232
58,32 18,2
61,2 18,2
48,8 15
59 16,8
69,4 21,35
60,4 22,1
70,2 23
53,8 20,5
67.2 22
81,2 20,4
61,6 19,25
X 63,55 21,03 62,28 20,4 61,62 19,89
pP 4,76 3,18 11,10 3,81 10,05 3,26
EPM 2,06 1,38 4,44 1,52 2,36 0,77
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Tabela 6 - Valores individuais de pesos absolutos (Adab) (mg) e relativos (Adr)
(mg/100g), em X + DP + EPM das adrenais dos animais controles (C)

submetidos ao estresse psicologico (SP), estresse fisico (SF) e os ndo

submetidos a estresse (SE).

ANIMAIS C-Adab-SP C-Adr-SP C-Adab-SF C-Adr-SF (- Adab-SE C - Adr-SE

48 14,6 80,3 324 67,8 20,2

512 14,6 54,8 16 49,8 14,4

78 23,8 53,6 19,1 42,4 17,2

68,2 24,2 76,8 243 64,6 18,4

62,8 21,2 72 20,3 4 14,1

62,4 16,8

50,4 15,9

63,4 16,8

50,8 17,5

44,4 11,6

65,2 25.6

60,8 243

66 259

56,8 244

60,2 17,9

X 61,64 19,68 67,6 20,42 56,47 18,73

DP 12,32 4,78 12,63 3,17 9,04 4,43

EPM 4,93 1,91 5,05 127 2,25 1,11
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Tabela 7 - Valores individuais de pesos absolutos (AHab) (mg) e relativos (AHr)
(mg/100g), em X #+ DP + EPM das adeno-hipofises dos animais lesados (1.B)
submetidos ao estresse psicologico (SP), estresse fisico (SF) ¢ os ndo

submetidos a estresse (SE).

ANIMAIS LB -AHab-SP LB-AHr-SP LB-AHab-SF LB- AHr-8F LB- AHab-SE LB - AHr-SE

7.4 29 5,6 2,7 7.6 2,9
5,2 2.2 4,8 2,2 5.4 2,1
4 14 5 1.9 6,2 1,9
6.2 24 7 2,6 9,7 3,7
52 1,9 6,4 1,7 58 2.5
5,8 32 3 2,1 5,8 2,6
10,8 39 6,8 2,1 3,2 Lo
7.2 2,2 7.4 2,7 4,8 2
6,2 2,3 3.8 i.4 7.6 2.9
6,8 2.3 838 3
5 2,1 6.8 2,3
74 2,6 8.8 2,6
7.8 2,8
X 6,44 2,49 6,06 2,25 6,76 2,53
DP 1,94 0,74 1,26 0,43 1,78 0,54
EPM 0,61 0,23 0,34 0,11 0,49 0,15
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Tabela 8 - Valores individuais de pesos absolutos (AHab) (mg) e relativos (AHr)
{mg/100g), em X + DP + EPM das adeno-hip6fises dos animais simulados
(Sm) submetidos ao estresse psicologico (SP), estresse fisico (SF) e os nfio

submetidos a estresse (SE).

ANIMAIS Sm-AHab -SP Sm - AHr -SP Sm -AHab -SF Sm - AHr -SF Sm- AHab-SE Sm - AHr -8SE

6 3.3 6.8 2.2 6,9 )
6 1,7 6.8 2,1 8 3,1
7.4 2,1 5.8 2,1 6.8 2,5
6,4 2,3 7 2,3 5,8 1,9
7.2 2,3 6.2 2.2
7.2 2,2
5.4 1,7
5.4 1,6
3.8 1.3
9,2 2,6
8 2,5

8,4 3,1

9 3

78 3

94 3,1
9.4 2.9
X 6,45 2,15 6,72 2.2 7,29 2,43
DP 0,66 0,34 0,54 0,1 1,66 0,59
EPM 0,29 0,15 0,22 0,04 0,40 0,14
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Tabela 9 - Valores individuais de pesos absolutos (AHab) (mg) e relativos (AHr)
{mg/100g), em X + DP + EPM das adeno-hipofises dos animais controles
(C) submetidos ao estresse psicoldgico (SP), estresse fisico (SF) e os nfo

submetidos a estresse (SE).

ANIMAIS C-AHab-SP C-AHr-SP C-AHab-SF C-AHr-SF C- AHab-SE (- AHr-SE

7.4 2.5 6,8 2,2 6,9 2,2

6 25 6.8 2,1 8 3.1

6 1,7 5.8 2,1 6,8 2.5

7.4 2,1 7 23 5.8 1,9

6,4 23 7.2 23 6,2 2,2

7,2 2,2

5,4 L7

54 1,6

3.8 1.3

9.2 2.6

84 3.3

8 3,2

7.2 2.8

7 3

9.3 2.9

X 6,64 2,22 6,72 2,2 7,01 2,43
1) g 0,71 0,33 0,54 0.1 1,56 0,62
EPM 0,29 0,13 (4,22 0,04 0,39 0,16
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Tabela 10 - Valores individuais de corticosterona plasmatica (ng/ml) antes (Cort-A) e apos

estresse (Cort-D), em X + DP + EPM dos animais lesados (LB) submetidos ao

estresse psicologico {SP), estresse fisico (SF) e os nfo submetidos a estresse
(SE).

ANIMAIS LB-CortA -SP LB -CortD-SP LB-CortA -SF LB-CortD -SF LB-CortA-SE LB-CortD -SE

2.5 167,8 249.1 2104 2,5 160,8
1,8 1458 560,3 429,5 2,5 197.3
2.9 482.6 30 625 4,46 195.1
2,5 240 2,5 230 2.5 2.5
25 235 2,5 300 2,5 150
250 150 2,5 180 2,5 2,5
2,5 205 2,5 25 25 2,5
25 455 1,25 175 70 230
2,5 235 1,25 50 50 275
1,25 375 1,25 105
1,25 155 375 70
1,25 130 1,25 82,5
X 29,97 257,36 75,47 238,53 14,96 122,78
bp 82,51 125,41 168,97 172,30 23,71 93,32
EPM 25,93 39,41 46,70 47,62 6,55 25,79
Anexo

82



Tabela 11 - Valores individuais de corticosterona plasmatica (ng/ml) antes (Cort-A) e apos
estresse (Cort-D}, em X = DP + EPM dos animais simulados (Sm) submetidos
a0 estresse psicologico (SP), estresse fisico (SF) ¢ os nfo submetidos a

estresse (SE).

ANIMAIS Sm-CortA -SP Sm-CortD-SP Sm-CortA -SF  Sm-CortD-SF  Sm-CertA-SE  Sm-CertD -SE

72,5 343 6,0 §40,0 2,5 728
2,5 4778 6,9 388,2 2,5 828
1,8 80,6 6,9 6222 2,5 269,3
1,8 54,2 168,3 1147,8 2 2
4,5 714,7 1,8 174,3
2,9 308,1
6,9 175,7
6,9 189,6
79,5 1,6
45 517,9
35 150
1,25 425
1,25 105
1,25 42,5
1,25 62,5
140 175
1,25 1,25
135 350
X 19,65 238,9 38,7 742,76 23,79 250,32
DP 3523 205,82 72,46 280,50 45,59 241,75
EPM 15,26 89,12 28,98 112,20 10,44 55,38
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Tabela 12 - Valores individuais de corticosterona plasmatica (ng/ml) antes (Cort-A) e ap6s
estresse (Cort-D), em X = DP 4+ EPM dos animais controles (C) submetidos ao
estresse psicoldgico (SP), estresse fisico (SF) e os nfio submetidos a estresse
(SE).

ANIMAIS C-CortA -SP  C-CortD-SP C-CortA -SF C-CortD-SF C-CortA-SE  C-CortD -SE

2,5 458,% 7.9 4526 2,5 1443
2,5 641,8 6,9 13354 2,5 500,8

2 1992 1,6 322,9 2 189

2 190,6 4,5 293,8 552 147

1,8 177,7 4,5 4844 1,8 60,3

2,9 308,1

2.9 2,9

453 82,6

1,6 91,7

45 289,3

75 50

1,25 37,5

1,25 1,25

50 475

1,25 750
X 2,16 333,62 4,08 577,82 16,66 208,65
pP 032 208,25 1,99 431,27 25,53 218,02
EPM 0,13 83,30 0,80 172,51 6,37 54,38
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