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RESUMO

Dados da Organiza¢do Mundial de Saide mostram que atualmente a depressdo atinge 121
milhdes de pessoas e devera ser a doenca mais comum no mundo em 2020. Evidéncias
cientificas mostram sua associagdo com o estresse cronico e alteracdes neuronais
relacionadas a depressdo, ansiedade, prejuizo no aprendizado e memoria. A qualidade do
ambiente em que o individuo estd inserido e o suporte social de que dispde representam os
principais fatores na regulacdo dessas alteracdes. Com relacdo aos mecanismos
fisiopatoldgicos envolvidos nos efeitos do estresse cronico, ha estudos que demonstram
uma importante associacdo entre estresse e hiperatividade do sistema renina angiotensina
(SRA). Porém, os mecanismos envolvidos na associacdo entre estresse e depressdo € nos
efeitos protetores de condi¢des ambientais favordveis ainda ndo estdo esclarecidos. Em
modelo animal, a intervencdo ambiental por meio da estimulacdo tétil ou enriquecimento
ambiental tem sido proposta como um fator que poderia diminuir o estresse € promover o
bem-estar. No experimento 1, o objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos da intervencao
ambiental, por meio da estimulagdo tétil (manipulacio) ou enriquecimento ambiental, sobre
as respostas hormonais e comportamentais induzidas pelo estresse cronico moderado e
imprevisivel (ECMI) em ratos Sprague-Dawley jovens. Nesse estudo foi evidenciado que o
ECMI aumentou as concentragdes séricas de corticosterona e plasméticas de noradrenalina
e adrenalina; induziu comportamentos andlogos a depressao; prejudicou o aprendizado e
memoria e aumentou a concentracdo tecidual de angiotensina I, II e IV no hipotdlamo.
Tanto a manipulagdo quanto o enriquecimento ambiental atenuaram a secre¢cdo hormonal,
os comportamentos andlogos a depressao e o aumento de angiotensina Il no hipotalamo; e
cancelaram o prejuizo cognitivo induzido pelo ECMI. Com o objetivo de estudar se os
efeitos da angiotensina II, mediados pelo receptor tipo 1 de angiotensina Il (AT1), estdo
envolvidos nas respostas hormonais e no prejuizo cognitivo induzido pelo ECMI, no
experimento 2, ratos machos Sprague-Dawley controles e estressados, tratados ou nio com
losartan (antagonista de receptor ATI1) foram avaliados. Nesse experimento, a
administracdo do losartan cancelou o aumento na secre¢do dos hormonios do estresse,
atenuou o desamparo aprendido e o prejuizo cognitivo em animais estressados. Os
resultados obtidos mostraram que a manipulacdo ou o enriquecimento ambiental produzem
efeitos hormonais e comportamentais positivos capazes de melhorar o bem-estar animal e
podem diminuir os efeitos deletérios induzidos por estresse cronico em ratos jovens. Além
disso, sugerem que a atividade do sistema renina-angiotensina pode estar envolvida nos
efeitos negativos desencadeados pelo estresse cronico.

Palavras-chave: estresse, aprendizado, memoria, depressdo, sistema renina-angiotensina,
modelo animal.
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ABSTRACT

Data from the World Health Organization show that depression currently affects 121
million people and will probably be the most common disease in the world in 2020.
Scientific evidences show that it is associated with chronic stress, neuronal changes
depression-related, anxiety and impairment in learning and memory. There are also a
significant association between stress and hyperactivity of the renin angiotensin system on
behavioral changes and cardiovascular effects. It is also noteworthy that the quality of the
environment in which the individual belongs and the social support represent the main
factors that may regulated these effects. In addition, the pathophysiological mechanisms
involved in the association between stress and depression, and the protective effects of
favorable environmental conditions remain unclear. In animal models, environmental
intervention through tactile stimulation (handling) or environmental enrichment have been
proposed as factors that may reduce stress and promote well-being. In the experiment 1, the
objective of this study was to evaluate the effects of environmental intervention, through
tactile stimulation (handling) or environmental enrichment on behavioral and hormonal
responses induced by chronic mild unpredictable stress (CMS) in young Sprague-Dawley
rats. The results of this study showed that the CMS increased serum corticosterone, plasma
norepinephrine and epinephrine concentrations; induced depression-like behaviors;
impaired learning and memory and increased hypothalamus angiotensin I, II and IV.
Handling and environmental enrichment attenuated stress hormones secretion, depression-
like behaviors and increased hypothalamic angiotensin II levels; and cancelled impairment
of learning and memory induced by CMS. Considering that the aim of study 1 was evaluate
if the effects of angiotensin II, mediated by angiotensin II type 1 receptor (AT1), are
involved in hormone responses and cognitive impairment induced by CMS, the experiment
2 were performed. In the second study, male Sprague-Dawley rats controls and stressed,
treated or not with losartan (AT1 receptor antagonist) were evaluated. Results from the
second study showed that the losartan administration cancelled the increase in stress
hormones secretion, attenuated depression-like behaviors and reduced the impairment of
learning and memory in stressed animals. The data obtained indicated that the handling or
environmental enrichment produced positive hormonal and behavioral effects capable of
improving the animal’s welfare, diminishing the deleterious effects induced by chronic
stress in adult rats. The results also suggest that renin-angiotensin system over activity
seems to be involved in negative effects of CMS.

Keywords: stress, learning, memory, depression, renin-angiotensin system, animal model.
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1. INTRODUCAO

O estresse ¢ um fator de risco para vdrias doencgas cuja incidéncia € alta na
sociedade atual, tais como doengas cardiovasculares, metabdlicas e emocionais (Purdy,
2013). Quando um estimulo € percebido como desagraddvel, aversivo ou ameagador, uma
série de sistemas e processos sdo ativados em resposta a esse estimulo, representando uma
parte integrante de qualquer sistema bioldgico adaptativo que tem sido conservada ao longo
da evolucdo (Lucassen et al., 2014). Originalmente o termo estresse foi empregado em
Fisica, com o objetivo de identificar o grau de deformidade sofrido por um material quando
submetido a um esforco ou tensdo (Goldstein e Kopin, 2007). Na area Bioldgica, a
aplicacdo da definicdo da palavra estresse encontra-se embasada em antigas concepgoes
que reconheciam a saude como um estado de harmonia e a doenga como um estado de
desarmonia. Com base nesses principios, no século XIX os fisiologistas Claude Bernard,
Cannon e Selye publicaram estudos onde passaram a correlacionar a perda da homeostasia
ao surgimento de doencas (Chrousos e Gold, 1992).

Em 1936, Selye observou em ratos, respostas semelhantes desencadeadas apos a
aplicacdo de uma droga especifica ou de solugdo salina através da injecdo e atribuiu tais
respostas ao estimulo causado pela aplicacdao recorrente das injecdes e nao pelo liquido
injetado (Selye, 1936). Selye concluiu que essas respostam pareciam ser respostas
adaptativas do organismo daqueles animais, na tentativa de manter a homeostasia e
enfrentar a situagdo percebida como ameagadora a vida e ao equilibrio interno (Selye,
1936). Nesse contexto Selye foi considerado o precursor da utilizagcdo e popularizacido do
termo estresse do ponto de vista fisioldgico, e denominou inicialmente a reacdo de estresse
de Sindrome Geral da Adaptagdo, que € caracterizada por trés fases: alarme ou excitagao,
resisténcia e exaustdo (Tanno e Marcondes, 2002). Na fase de alarme ocorre ativacdo do
sistema nervoso simpdtico e do sistema adrenocortical, por meio do sistema limbico,
resultando na liberacdo de catecolaminas (pela medula da adrenal) e de glicocorticoides
(pelo cortex da adrenal), com o objetivo de manter ou restaurar a homeostase. Essa
restauracdo leva a segunda fase, de resisténcia, na qual a capacidade de rea¢do diminui e o

organismo desenvolve mecanismos adaptativos, frente ao estimulo estressor. Porém ha
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situagdes em que o organismo ndo € capaz fugir do estressor ou de adaptar-se a ele, seja por
fatores genéticos, pela alta intensidade do estimulo estressor e/ou pela presenca de doencas
de base. Nesta situacdo, ocorre a terceira fase da reacdo de estresse, a exaustao, responsavel
pelos efeitos deletérios desencadeados pelo estresse (Tanno e Marcondes, 2002).

Atualmente, as terminologias alostase e carga alostdtica tém sido empregadas para
designar a resposta bioldgica frente a um estimulo aversivo, considerando que mediadores
da reacdo de estresse podem ter tanto efeitos protetores quanto prejudiciais ao organismo,
dependendo do tempo e da intensidade desses estimulos (McEwen, 2005; McEwen et al.,
2015). Segundo McEwen (2005, 2015), esses dois termos permitem uma defini¢do mais
precisa e restrita da palavra estresse, podendo a alostase ser utilizada para se referir aos
processos adaptativos utilizados para manter a estabilidade de um organismo. Os principais
mediadores da alostase incluem os hormo6nios do eixo hipotdlamo-hipofise-adrenal (HHA),
as catecolaminas e as citocinas (McEwen et al., 2015). Quando essas respostas comecam a
se acumular na tentativa de adaptacdo, podemos usar o termo carga alostitica, onde ocorre
um desequilibrio dos mediadores primdrios, acarretando na producdo excessiva e/ou
inadequada desses mediadores, e esta desordem seria a responsdvel pela instalacdo e
desenvolvimento de diversas doengas relacionadas ao estresse (McEwen, 2005).

Na sociedade atual, o estresse parece ser um dos principais fatores que predispdem
um individuo a depressdo. Na maioria dos casos, os episddios de depressao sao atribuidos a
ocorréncia de eventos estressantes, principalmente de origem psicossociais (Post, 1992).
Dados da Organizacdo Mundial de Saude mostram que atualmente a depressdo atinge 121
milhdes de pessoas, e segundo o estudo de Carga Global de Doenga, uma colaboragdo entre
a Escola de Sadde Publica de Harvard, a Organizacdo Mundial da Saidde e o Banco
Mundial, estima-se que, em 2020, a depressdo se tornard a segunda doenca de maior
ocorréncia na populacdo (Lopez e Murray, 1998). No Brasil, dados do Ministério da
Saude, coletados em 2011, mostram que aproximadamente 10 milhdes de brasileiros
sofrem de depressao (Ministério da Sadde, 2011). Outros estudos brasileiros anteriores
demonstraram uma estimativa de prevaléncia de transtorno depressivo de 2,8% em Brasilia,
0,9% em Sao Paulo e 10,2% em Porto Alegre (Almeida-Filho et al., 1997). Em termos de

saiude publica a depressdao representa um problema grave, com grande impacto social que
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inclui tanto a incapacidade individual, como problemas familiares associados a doenca
(Lima, 1999). Apesar disso, o diagnostico da depressdo ainda € deficiente sendo que 50% a
60% dos casos ndo sao detectados e nao recebem informagao especifica e nem tratamento
adequado (Lima e Fleck, 2011).

A depressdo € caracterizada por diminuicdo da sensibilidade a recompensa
(anedonia), maior atividade do sistema nervoso simpdético (SNS), aumento da frequéncia
cardiaca, e diminuicdo da variabilidade da frequéncia cardiaca (Grippo e Johnson, 2009).
Além disso, pacientes depressivos também apresentam dificuldade para dormir, mudanca
no apetite, fadiga (Grippo et al., 2003) e prejuizo cognitivo (Conrad, 2010). Além disso,
como a ativacdo do SNS pelo estresse cronico e alteracdes neuroenddcrinas decorrentes da
disfun¢do do eixo HHA também estdo associados a ativacao do sistema renina-angiotensina
(SRA) (Grippo e Johnson, 2009), na literatura tem sido proposto que o aumento na
concentracdo plasmdtica de aldosterona e renina poderiam ser um potencial marcador
bioquimico de depressdo (Murck et al., 2003; Emanuele et al., 2005).

O SRA cléssico € descrito como um sistema hormonal que tem um importante papel
na regulacdo da pressdo arterial, do equilibrio hidro-salino, do volume extracelular e da
resisténcia vascular (Wright e Harding, 2013). A renina € secretada pelas células
justaglomerulares dos rins em resposta a diminuicdo da pressdo sanguinea arterial, a
diminui¢do das concentragdes de sédio no ultrafiltrado da macula densa, e ao aumento da
atividade do SNS (Ferrdo et al., 2014). A renina € uma enzima que cataliza a reacdo
transformando o substrato angiotensinogénio no decapeptideo angiotensina I (Ang I),
caracterizada como um fraco vasoconstritor (Ferrdo et al., 2014). A Ang I sofre a acdo da
enzima conversora de angiotensina (ECA) formando o octapeptideo angiotensina II (Ang
II), potente agente vasonconstritor (Ferrdo et al., 2014). A Ang I € biologicamente inativa,
enquanto que a Ang Il é agonista de receptores de Ang II do tipo 1 (AT1) promovendo
vasoconstri¢do, secrecdo de aldosterona e de hormonio antidiurético. Por outro lado, ao
ativar os receptores de Ang II do tipo 2 (AT2) promove vasodilatagdo (Wright e Harding,
2013).

Adicionalmente, nos ultimos anos, novos componentes do SRA foram identificados:

a angiotensina 1-7 (Ang 1-7) é formada a partir da Ang I pela acdo de peptidases como a
3



peptidase neutra 24.11 [NEP] e prolil endopeptidase [PEP] ou a partir da Ang II pela
monopeptidase ECA2; a angiotensina III (Ang III) € sintetizada a partir da Ang II pela acdo
da aminopeptidase A; e a angiotensina IV (Ang IV) é produzida a partir da Ang III pela
acdo da aminopeptidase N (Wright e Harding, 2013).

A Ang 1-7 € um peptideo vasodilatador e alguns estudos mostram que ela tem
efeitos protetores no coragdo e vasos sanguineos podendo ser usada terapeuticamente em
pacientes com doengas cardiovasculares (Jiang et.al., 2014). Entretanto, sua importancia
fisiolégica e patolégica no sistema cardiovascular ainda ndo ¢é completamente
compreendida e por esse motivo vem sendo amplamente estudada. A Ang IIl também ¢é
agonista de receptores AT1 e AT2 e pode estar envolvida no controle do apetite pelo sédio
(Wright e Harding, 2013). A Ang IV tem sido estudada no cérebro, sendo relacionada com
funcgdes cognitivas. Esta angiotensina tem elevada afinidade e seletividade pelo receptor de
Ang IV (AT4) presente em regides cerebrais, e baixa sua afinidade pelos receptores AT1 e
AT2 (Wright e Harding, 2013).

Durante o estresse, 0 SRA também € estimulado, sendo que quanto maior a ativacao
de receptores adrenérgicos e de fibras simpaticas que inervam as células justaglomerulares
presentes nos rins, maior serd a liberacdo da renina (Saavedra e Benicky, 2007; Harrison-
Bernard, 2009; Chung et al., 2010). Ocorre entdo aumento da atividade plasmdtica da
renina (Yang et al., 1996), dos niveis circulante de Ang II, e aumento da expressdo do
receptor AT1 (Phillips e Oliveira, 2008). Além disso, muitos Orgdos sdo capazes de
produzir a Ang Il e a maioria dos tecidos expressam seus receptores para esse peptideo.
Portanto a Ang Il pode ser considerado um peptideo envolvido em vdérias fungdes
regulatdrias no organismo incluindo a reacdo de estresse (Saavedra e Benicky, 2007).

Considerando o SRA tecidual no encéfalo, componentes funcionais do SRA
(angiotensinogénio, peptidases, angiotensinas, e proteinas receptoras especificas) foram
descritos e tém sido cada vez mais estudados expandindo o elenco das possiveis funcoes
desse sistema, onde a Ang II também pode ser considerada como um neurotransmissor ou
neuromodulador ativando receptores AT1 e receptores AT2 em vdrias regides do encéfalo

(Wright e Harding, 2013).



Nesse contexto, estudos clinicos tém evidenciado o envolvimento do SRA nas
doencas relacionadas ao estresse (Yang et al., 1996). Em estudos clinicos t€ém sido
observado que a inibicdo ou bloqueio do receptor ATI1, além de prevenir o
desenvolvimento da aterosclerose e danos vasculares decorrentes da hipertensao (Brosnan
et al., 2002; Schulman et al., 2006), aumenta o bem estar e a qualidade de vida de pacientes
hipertensos (Weber, 2005), e diminui a depressdo e ansiedade em pacientes diabéticos
(Pavlatou et al., 2008). Ainda, antagonistas de receptor AT1 e inibidores da ECA
melhoram o humor promovendo bem estar (Dahlof et al., 1997), aumentam a eficicia dos
antidepressivos (Hertzman et al., 2005), e diminuem a ansiedade e depressdo em pacientes
normotensos (Braszko et al., 2003).

Além disso, alteracdes do aprendizado e memoria induzidas pelo também parecem
envolver acoes do SRA. O uso de medicamentos inibidores da ECA promoveu melhora no
aprendizado e memoria (Amenta et al., 2002; Wyss et al., 2003), e esses efeitos parecem
ndo estar associados aos efeitos vasculares na regido cerebral, uma vez que pacientes
tratados com B bloqueadores ndo apresentaram melhora cognitiva, sugerindo que o SRA
central poderia modular a funcio cognitiva (Amenta et al., 2002).

Contudo os organismos podem expressar diferentes respostas adaptativas de acordo
com o ambiente em que vivem, e cientistas t€m reconhecido uma importante associacao
entre a intervencdo ambiental (suporte emocional/social e/ou toque), saide e bem estar,
mostrando que agdes ndo farmacoldgicas tornam-se importantes para melhorar a qualidade
de vida do individuo. O suporte social € definido como assisténcia e protecdo atribuida ao
proximo, o qual envolve cuidado, amor e confianca (Langford et al., 1997), e pode
representar um importante fator efetivo que auxilia o individuo a enfrentar situacdes
estressantes (Sherman et al., 2009). Nos seres humanos, a interpretacdo de cada pessoa ao
toque, massagem e contexto social pode ser diferente, resultando em diferentes respostas. A
percepcio pessoal do toque, em promover o bem-estar, e da qualidade do ambiente, em que
o individuo estd inserido, pode ser influenciada por experiéncias prévias, emocdo, género,
idade, cultura, espiritualidade e costumes religiosos (Gomes et al., 2008). Neste contexto,

estudos em animais podem ajudar a esclarecer os mecanismos fisiolégicos envolvido nos



efeitos protetores do suporte social, pois em modelos animais € possivel controlar esses
outros fatores.

Diversos modelos animais tém sido utilizados para elucidar os mecanismos
envolvidos nos efeitos deletérios desencadeados pelo estresse crénico, e nos efeitos
positivos desencadeados pelo tipo de ambiente em que esse animal estd inserido,
complementando os estudos clinicos e epidemioldgicos.

Para o estudo do estresse, o protocolo de estresse cronico moderado e imprevisivel
(ECMID) tem sido aplicado a ratos e camundongos. Esse modelo € caracterizado pela
exposicdo alternada a diferentes estressores, o que impede a adaptacdo do animal aos
estimulos estressores, resultando na elevacdo mantida da concentragdo de corticosterona e
estado de anedonia, evidenciado pela diminui¢ao da preferéncia por solu¢do doce (Moreau,
1997; Willner, 2005). Como estes efeitos sdo cancelados por antidepressivos triciclicos e
agonistas de receptores SHT)., a indu¢c@o de anedonia por ECMI constitui um modelo com
validade preditiva para estudos de mecanismos envolvidos na depressao (Moreau, 1997;
Willner, 2005).

Estudos prévios de nosso grupo de pesquisa mostraram que o ECMI induziu
supersensibilidade ao efeito vasoconstritor da fenilefrina em anéis aérticos com endotélio
intacto, hipertrofia da camada adrtica média e intima, aumento da concentragdo sanguinea
de triglicérides e colesterol total e do indice aterogé€nico, quando comparado ao grupo
controle, indicando que a aplicagdo do ECMI induziu disfuncido endotelial € mudangas
fisiolégicas e morfoldgicas associadas ao desenvolvimento de aterosclerose (Neves et al.,
2009; 2012). Além disso, o protocolo de ECMI aumentou a atividade da renina e da ECA
circulantes, da ECA na aorta torécica e as concentracdes plasmdticas de Ang Il e Ang 1-7
(Sanches, 2011).

Com relacdo a intervencdo ambiental por meio da estimulacdo titil, em que o
animal ¢ manipulado, tocado cuidadosamente e acariciado, pode influenciar o
comportamento exploratério (Rebougas e Schmidek, 1997), diminuir a ansiedade (Aulich et
al., 1974; Schmitt e Hiemke, 1998; Costa et al., 2012) e melhorar o aprendizado e memdria
(Bohacek and Daniel, 2007; Costa, 2012) de roedores. O enriquecimento ambiental,

modelo experimental em que os animais sdo mantidos em gaiolas que permitem interacao
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social e com objetos que proporcionam a estimulagdo sensorial e motora (Rosenzweig e
Bennett, 1996; Segovia et al., 2009), também pode promove alteracdes pldsticas em
diferentes 4dreas do cérebro resultando em alteracdes comportamentais e cognitivas
(Widman e Rosellini, 1990; Gaulke et al., 2005), além de diminuir a ansiedade no teste do
labirinto em cruz elevado (Fernandez-Teruel et al, 1997; Chapillon et al., 1999, Leal-
Galicia et al. 2007) e no teste do campo aberto (Brenes Sdenz et al., 2006).

A exposicdo ao ambiente enriquecido foi capaz de prevenir déficit na memdria de
reconhecimento causado pelo envelhecimento e reduzir a ansiedade em novo ambiente em
ratos Wistar (Leal-Galicia et al.,2008). Ao mesmo tempo foi capaz de aumentar a
neurogénese e a expressdo de marcadores sindpticos no hipocampo sugerindo um efeito
favoravel na memoria e emocionalidade relacionados a elevagdo da taxa de producdo de
neurdnios e aumento na plasticidade sindptica que pode contribuir com o aumento da
funcdo neuronal no hipocampo (Leal-Galicia et al.,2008).

Frente ao estimulo estressor, ratos expostos ao ambiente enriquecido apresentam
menor resposta de medo e ansiedade e menor resposta neuroenddcrina em relacdo aos
animais controles (Fernandez-Terual et al., 2002). Esses dados sugerem que animais
alojados em ambiente enriquecido possuem melhor habilidade de adaptacdo a situacdes
estressoras (Moncek et al., 2004). O enriquecimento ambiental pode tornar o eixo
hipotdlamo-pituitdria-adrenal (HPA) mais adaptativo e eficiente (Mohammed et al., 1993;
Larsoon et al., 2002) diminuindo o nivel de corticosterona liberado em resposta ao estresse
(Francis et al., 2002; Welberg et al., 2006). Nesse contexto, Chen et al. (2010)
demonstraram que enriquecimento ambiental preveniu o déficit de memdria espacial
causado pelo estresse cronico por restricio em camundongos avaliados no teste do labirinto
em Y.

Considerando as evidéncias de que o estresse cronico pode estar associado a
alteracdes comportamentais, que a qualidade do ambiente pode interferir nessas alteracdes e
que o SRA pode estar envolvido em alteracbes comportamentais, torna-se importante
estudar os efeitos da interven¢cdo ambiental (estimulacdo tétil e enriquecimento ambiental)
sobre as respostas desencadeadas pelo estresse cronico moderado e imprevisivel, bem como

esclarecer possiveis mecanismos fisioldgicos envolvidos.
7



2. OBJETIVOS

2.1. Objetivos Gerais

O objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos da interven¢do ambiental, por meio da
estimulagdo tatil (manipulagdo) ou enriquecimento ambiental, sobre as respostas hormonais
e comportamentais de ratos jovens, induzidas pelo estresse cronico moderado e

imprevisivel (ECMI) e a participagdo do sistema renina-angiotensina (SRA) hipotalamico.

2.2. Objetivos Especificos
Experimento 1: Estudar os efeitos da manipulacdo e do enriquecimento ambiental, em
ratos submetidos ou ndo ao ECMI, avaliando:

a. as concentragdes séricas de corticosterona e plasméticas de catecolaminas;

b. o desenvolvimento de anedonia e desamparo aprendido, sintomas andlogos a
depressdao humana, pela andlise das respostas comportamentais ao teste do consumo
de sacarose e teste de natacdo forgada, respectivamente;

c. o nivel de ansiedade e atividade locomotora pela andlise das respostas
comportamentais ao teste do labirinto em cruz elevado;

d. o aprendizado e memdria pela andlise das respostas comportamentais ao teste do
labirintoem Y;

e. as concentragdes hipotalamicas da angiotensinas I, II, 1-7 e IV.

Experimento 2: Estudar se os efeitos da Ang II, mediados pelo receptor ATI, estdo
envolvidos nas respostas hormonais e no prejuizo cognitivo induzido pelo ECMI, avaliando
em ratos controles e estressados, tratados ou ndo com um antagonista do receptor ATI,
losartan:

a. as concentragoes séricas de corticosterona;

b. o desenvolvimento de desamparo aprendido, sintoma andlogo a depressdo humana,

por andlise das respostas comportamentais ao teste de natacgao forgcada;

c. o aprendizado e memdria por meio das respostas comportamentais ao teste do

labirintoem Y;



3. MATERIAL E METODOS
3.1. Animais

Nesse estudo foram realizados dois experimentos, nos quais foram utilizados 108
ratos machos Sprague-Dawley SPF ("specific patogen free"), com dois meses de idade no
inicio do periodo experimental, fornecidos pelo Centro Multidisciplinar para Investigacdao
Bioldgica na Area da Ciéncias em Animais de Laboratério - UNICAMP (CEMIB). Os
animais foram mantidos no Biotério da Faculdade de Odontologia de Piracicaba, alojados
em gaiolas individuais com maravalha autoclavada, em estante ventilada para ratos
Alesco®, em sala climatizada (22 = 2°C), e com ciclo claro/escuro de 12/12 h (luzes
acendendo as 06hOOmin). A entrada no biotério foi rigorosamente controlada, permitida
apenas para o experimentador responsavel pelo projeto, vestido adequadamente com

avental, luvas, mascara e protecdo para os pés.
3.2. Delineamento experimental
3.2.1. Experimento 1

No experimento 1, os animais foram divididos em 6 grupos experimentais (n=12):
1. controle (sem intervencdo; sem estresse) = C

estresse (sem inervengdo) = E

manipulacio (sem estresse) = M

manipulacio + estresse =M + E

A

enriquecimento ambiental (sem estresse) = EA
6. enriquecimento ambiental + estresse = EA + E
Ap6s uma semana de adaptacdo ao biotério, os animais foram analisados durante 7
semanas e receberam racdo e dgua ad libitum (Figura 1). Os estressores foram aplicados nas
semanas 3, 4 e 5, segundo o modelo de ECMI (Tabela 1). Nesse estudo a intervengado
ambiental foi realizada através da estimulacdo tatil (manipulacdo) ou enriquecimento
ambiental da gaiola. A manipulacdo foi realizada 5 dias/semana durante 7 semanas, com

excecdo dos dias em que foram realizados os testes comportamentais na 6* semana, e
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consistia em manipular o animal por 5 min, através do toque com movimentos suaves na
regido dorsal. Animais do grupo enriquecido foram colocados na gaiola com
enriquecimento ambiental 2 horas/dia, 5 dias/semana durante 7 semanas, com excecdo dos
dias em que foram realizados os testes comportamentais na 6* semana. Vinte e quatro horas
ap6s o final do protocolo de ECMI, na 6* semana, iniciou-se os testes comportamentais na
seguinte ordem: teste preferencia a sacarose 1%, teste do labirinto em cruz elevado (LCE),
teste do labirinto em Y e teste de nata¢do forcada (TNF) com um intervalo de 24 horas
entre cada teste. Os testes comportamentais foram analisados pelo software Etho Vision®
XT 4.1. Quinze dias ap6s o final do protocolo de ECMI, os animais foram mortos por
decapitacdo para coleta de sangue e tecido. Todos os procedimentos foram aprovados pela
Comissdo de Etica no Uso de Animais (Protocolo CEUA n° 2384—1) e estao de acordo com
as normas do Conselho Nacional de Controle de Experimentacio Animal (CONCEA)

(ANEXO 1).

manipulagio ——— |5 dias/semana
ou
enriquecimento ambiental

. . & @ & & . .
12 22 32 42 h? 62 72 1

I Preferéncia a sacarose - basal |

Testes comportamentais — EthoVision® XT 4.1
24 hs apos ECMI
Preferéncia a sacarose - pos ECMI
Natagao Forgada
Labirinto em cruz elevado
Labirintoem Y

Morte por decapitagdo- 15 dias ap6s ECMI
Sangue = hormonios
Hipotalamo < SRA

Figura 1. Fluxograma do delineamento experimental — Experimento 1
Fonte: autoria prépria
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3.2.2. Experimento 2

No experimento 2, os animais foram divididos em 4 grupos experimentais (n=9):
1. controle =C
2. losartan na dgua de beber = L
3. estresse =E
4

estresse + losartan na 4gua de beber = E + L

Ap6s uma semana de adaptacdo ao biotério, os animais foram analisados durante 7
semanas e receberam ragdo e dgua ad libitum (Figura 2). Nos grupos tratados com losartan,
esse antagonista de receptor AT 1 foi administrado na dgua de beber (50mg/Kg/dia), em
volume aproximado ao consumo hidrico didrio determinado em estudo realizado
anteriormente, bem como soluc@o de NaCl 1%, para inibir a secrec@o de renina sem alterar
a pressao arterial (Ronchi, 2006). Os estressores foram aplicados nas semanas 3, 4 e 5,
segundo o modelo de ECMI (Tabela 1). Vinte e quatro horas apés o final do protocolo de
ECMI, na 6® semana, os animais foram submetidos ao teste do labirinto em Y e ao TNF.
Quinze dias ap6s o final do estresse, os animais foram mortos por decapitagdo para coleta
de sangue. Todos os procedimentos foram aprovados pela Comissio de Etica na
Experimentacdo Animal (Protocolo CEEA n° 1973—1) e estdo de acordo com as normas do

CONCEA (ANEXO 2).
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Losartan
50mg/Kg/diana agua de beber

7 Testes comportamentais
Labirinto em Y ’
Natacao Forcada 24hs apés o ECMI

Morte por decapitacido— 15 dias apés o ECMI
Sangue = hormonios

Figura 2. Fluxograma do delineamento experimental — Experimento 2
Fonte: autoria prépria

3.3. Protocolo de Estresse

Nas semanas 3, 4, e 5 do periodo experimental, os animais foram submetidos ao
protocolo de ECMI, modificado de acordo com (Neves et al., 2009) a partir da metodologia
descrita por (Moreau, 1997). O protocolo de ECMI consistiu na aplicacdo de diferentes
estimulos estressores ao longo de 7 dias, repetindo-se os procedimentos por 3 semanas

consecutivas (Tabela 1).
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Tabela 1. Protocolo de estresse cronico moderado e imprevisivel.

Manha Tarde

Segunda-feira ~ 8:00 - 9:00 h: Imobilizag¢ao 13:00 - 14:00 h: Imobiliza¢ao
18:00 h: Iluminacao continua durante a noite
Terca-feira 8:00 - 9:00 h: Imobilizagdo 14:00 - 15:00 h: Imobilizagdo seguida de privagcdo de dgua
e comida durante 17 horas.
Quarta-feira 8:00 - 10:00 h: Acesso restrito 13:00 - 14:00 h: Imobilizacdo seguida de privacdo de dgua
a comida por 2 horas. durante 18 horas.
Quinta-feira 8:00 - 10:00 h: Exposicio a 14:00 - 15:00 h: Imobilizacdo seguida de alojamento em
garrafas de 4gua vazias. gaiola com maravalha timida.
11:00 - 12:00 h: Imobilizacdo

Sexta-feira 8:00 — 9:00 h: Imobilizacdo 18:00 h: Ciclo claro/escuro invertido até segunda-feira

Os animais foram imobilizados por um periodo de 1 hora, durante o qual os mesmos
foram privados de dgua, alimento e impedidos de se movimentarem (Neves et al., 2009). O
procedimento foi realizado utilizando-se tubos de polietileno permitindo a imobilizacdo

pelo ajuste do tubo ao corpo do animal.
3.4. Sessao de estimulacao tatil (manipulacao)

Durante todo o protocolo experimental, os animais foram submetidos, de segunda a
sexta-feira, entre 16 e 18 horas a sessdo de estimulacdo tatil a qual foi denominada de
manipulagdo. A experimentadora manipulou cada animal durante 5 minutos. A
manipulagdo consiste em tocar no animal cuidadosamente, onde a experimentadora acaricia
e interage com o animal fazendo movimentos suaves e delicados na regido do pescogo e das
costas (Costa et al., 2012). A experimentadora, com o polegar, realizou movimentos no
sentido da cabeca a cauda na regido dorsal do animal, acariciando-os lenta e suavemente
(Weininger, 1954) com luvas nitrilicas, para evitar influéncia dos odores de outros

materiais, (p. ex. latex), no comportamento do animal (Figura 3). A sessd@o de manipulacio
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nao foi realizada nos dias em que os animais foram submetidos aos testes comportamentais,

durante a 6* semana.

Figura 3. Sessdo de estimulacdo tatil
Fonte: autoria prépria

3.5. Enriquecimento ambiental

A exposi¢do ao ambiente enriquecido foi realizada durante 7 semanas, 5 dias por
semana, 2 horas por dia, em grupos de 6-8 animais (Figura 4) (Pereira et al., 2009). O
ambiente enriquecido foi constituido de uma gaiola medindo (40 cm de largura x 60 cm de
comprimento X 90 cm de altura), com trés pisos, rampas, rodas e varios objetos com
diferentes formas e texturas (Widman e Rosellini, 1990; Pereira et al., 2009). Os objetos no
interior da gaiola foram alterados uma vez por semana. A sessdo de enriquecimento
ambiental ndo foi realizada nos dias em que os animais foram submetidos aos testes

comportamentais, durante a 6* semana.
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Figura 4. Gaiola onde os animais foram expostos ao ambiente enriquecido
Fonte: autoria prépria

3.6. Teste de preferéncia a sacarose

A preferéncia a sacarose em ratos foi testada com o objetivo de avaliar se houve o
desenvolvimento de anedonia. Foram realizadas duas medidas, uma medida basal (antes do
protocolo de ECMI) e uma medida na sexta semana (apds o protocolo de ECMI). No dia do
teste todos os animais ficaram privados de 4gua e comida durante 20 horas. Cada rato
recebeu duas garrafas de dgua, uma contendo solucdo de sacarose a 1% e outra contendo
dgua filtrada. A posicdo das garrafas foi determinada aleatoriamente. Apds 1 hora de
exposicao, a quantidade consumida de cada liquido foi determinada por meio da pesagem
das garrafas e a preferéncia pela sacarose foi calculada (100 x consumo de

sacarose/consumo total de liquido) (Grippo et al., 2005).
3.7. Anélises comportamentais - programa Etho Vision® XT 4.1

Para fazer as andlises dos testes comportamentais dos itens a seguir 3.7, 3.8 e 3.9,
foi utilizado o programa EthoVision® XT 4.1 Software Leesburg, VA - EUA desenvolvido
por Noldus, Netherlands — licengca nimero EV041-05033. O EthoVision XT € um software
de monitoramento que, por meio da imagem de uma camera de video, monitora e analisa o

movimento e a atividade de cada animal (Figura 5B).
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3.8. Teste do labirinto em cruz elevado

O teste do LCE foi realizado para avaliar comportamento relacionado a ansiedade
em animais de laboratério. O LCE foi construido em madeira e encapado com papel
“contact” preto e consistiu de dois bragos abertos (50 cm de comprimento x 10 cm de
largura) e dois bracos fechados (50 cm de comprimento x 10 cm de largura, com paredes de
40 cm de altura) que se estendiam de uma plataforma central elevada a 50 cm acima do
chdo (Figura 5A) (Pellow et al., 1985; Marcondes et al., 2001). Nos bracos abertos nio
havia paredes, apenas uma borda circundante (I mm de largura x 5 mm de altura) para
evitar que os ratos caissem. Cada animal foi submetido somente uma vez a este teste
comportamental e foi observado durante 5 minutos. O labirinto foi limpo com élcool 70%
entre cada animal avaliado.

O comportamento de cada animal foi analisado pelo programa Etho Vision® XT
4.1, o qual registrou o movimento de cada animal e quantificou o nimero de entradas e
tempo de permanéncia em cada um dos bracos do labirinto. Posteriormente, as seguintes
medidas foram calculadas e/ ou avaliadas: porcentagem de tempo de exploracdo dos bracos
abertos (100 x tempo (s) nos bragos abertos/ tempo total (s) de observagdo), porcentagem
de entradas nos bracos abertos (100 x n° de entradas nos bragos abertos/ n° total de
entradas), n° de entradas feitas nos bragos fechados, n° total de entradas e distancia
percorrida. No teste do LCE, a porcentagem de tempo nos bracos abertos foi interpretada
como um indice de medo e ansiedade, enquanto que o nimero de entradas nos bracos
fechados e distancia percorrida corresponderam a indices de atividade locomotora (Pellow
et al., 1985; Cruz et al., 1994; Burghardt e Wilson, 2006). A porcentagem de entradas nos
bragos abertos e total de entradas foi relacionada tanto com a atividade locomotora quanto a

ansiedade (Cruz et al., 1994; Costa et al., 2012).
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Figura 5. Labirinto em cruz elevado (A), imagem da captada pelo Etho Vision® XT 4.1 (B)
Fonte: autoria prépria

3.9. Avaliacao do aprendizado e memdria no labirinto em Y

Para avalia¢do de aprendizado e memoria, os animais foram submetidos ao teste do
labirinto em Y (Conrad et al., 1996). O labirinto em Y foi constituido de madeira com trés
bracos idénticos (50 cm de comprimento x 16 cm de largura x 32 cm de altura) (Figura 6).
Os trés bracos foram designados como: “inicio”, “novo” e “conhecido”. Para realizar o
teste foram utilizados sinalizagOes visuais extra-labirinto (cartazes na parede), os quais
foram colocados ao redor do labirinto e acima do topo das laterais de madeira permitindo a
orientacdo espacial, ndo foram utilizados sinais visuais no interior do labirinto (Conrad et

al., 1996).

Figura 6. Labirinto em Y
Fonte: autoria prépria
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O teste foi realizado em duas sessOes, na primeira sessdo um dos bragos foi
bloqueado (“novo”) e o animal explorou os outros dois bracos durante 15 minutos. Quatro
horas depois foi realizada a segunda sessdo, o brago bloqueado se tornou acessivel e o
animal explorou durante 5 minutos. Em ambas as sessdes o animal foi colocado no brago
inicio virado para a parede para iniciar o teste. Para evitar que os ratos utilizassem sinais
localizados no interior do labirinto, o aparato foi limpo com dlcool a 70% entre cada rato
avaliado e o labirinto foi rotacionado de forma que as denominacdes de cada brago
referiram-se a localizacdo do brago em relag@o a sua localiza¢do na sala e nao ao brago real
(Conrad et al., 1996; Conrad, 2006).

O comportamento de cada animal foi analisado pelo programa Etho Vision® XT, o
qual registrou o movimento de cada animal e quantificou o nimero de entradas e tempo de
permanéncia em cada um dos bracos do labirinto. Em seguida foi calculado o total de
entrada, % de entrada nos bragos “novo” e “conhecido”, % de tempo nos bragos “novo” e
“conhecido” onde a memoria espacial intacta foi interpretada quando o animal teve
preferéncia pelo braco “novo” uma vez que os ratos tém tendéncia inata de explorar
novidade (Conrad, 2006). Posteriormente, analisada a preferéncia pelo braco novo em
relacdo ao brago conhecido calculando a preferéncia de entrada (% de entradas no braco
novo - % entradas no braco conhecido) e a preferéncia em tempo (% de tempo no braco
novo - % tempo no braco conhecido) (Kleen et al., 2006; Baran et al., 2010).

Neste teste, os ratos que reconheceram e escolheram o braco novo mais do que o
braco conhecido foram definidos como tendo memdria espacial intacta, enquanto que os
ratos que entraram nos bracos novo e conhecido de forma semelhante foram considerados

como tendo a memdria espacial prejudicada (Conrad et al., 1996; Conrad, 2006).
3.10. Teste da natacao forcada

Para o TNF, os animais foram submetidos, individualmente, a natacdo em um
tanque de acrilico (20 cm de comprimento x 20 cm de largura x 50 cm altura) com uma

coluna de 30 cm de dgua a 25 °C (Figura 7).
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Figura 7. Tanque utilizado para TNF
Fonte: autoria préopria

O TNF foi realizado em duas sessdes, na primeira sessdo os animais foram
submetidos a 15 minutos de natagdo. Vinte e quatro horas apds, os animais foram
novamente submetidos a natacdo nas mesmas condi¢des, durante 5 min. Imediatamente
apods cada sessdo de natacdo, os animais foram retirados da dgua, secos com uma toalha e
mantidos préximos a um aquecedor de ambiente e somente retornaram ao biotério apds
estarem completamente secos. O comportamento de cada animal foi analisado pelo
programa Etho Vision® XT 4.1, o qual analisou o tempo de imobilidade durante a segunda
sessdo — definido pelo software como alteracdo de darea do objeto abaixo de 11% (Porsolt et
al., 1977; Detke et al., 1995 ; Calil e Marcondes, 2006). Nesse teste, o tempo de
imobilidade foi interpretado como desamparo aprendido sendo andlogo ao estado de

depressao humana (Porsolt et al., 1977).
3.11. Obtencao das amostras

Quinze dias ap6s o final do protocolo de ECMI, os animais foram mortos por
decapitacdo (Holson, 1992) sem anestesia prévia para evitar o aumento da corticosterona
devido a anestesia (Vahl et al., 2005; Costa et al., 2012). O sangue foi coletado em tubos
com anticoagulante para obten¢do do plasma e sem anticoagulante para obtencdo do soro.
O cérebro foi isolado e imediatamente congelado em gelo seco. As amostras de plasma,

soro e cérebro ficaram armazenadas em freezer —70 °C até serem analisadas.
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3.12. Dosagem de corticosterona

A determinacdo da concentracdo sérica de corticosterona foi realizada por ensaio
enzimadtico colorimétrico, utilizando-se o kit comercial Corticosterone Enzyme
Immunoassay Kit (Assay Designs®, Ann Arbor, MI, USA); com sensibilidade de 0.027

ng/mL, com coeficiente de variacdo intra-ensaio de 7.7% e inter-ensaio 9.7%.
3.13. Quantificacao plasmatica de catecolaminas

A andlise das angiotensinas foi realizada em colaboragdo com a Dra. Dulce Elena
Casarini no Laboratério de Rim e Hormonios da Universidade Federal de Sdo Paulo
(Unifesp). O sangue foi imediatamente centrifugado apds a coleta, o plasma foi separado e
armazenado em freezer -70° até o dia da andlise. O plasma foi submetido a purificagdo, em
seguida a andlise da amostra purificada foi realizada em HPLC de acordo com método
validado anteriormente por Di Marco et al. (2003). Resumidamente, a separacdo isocratica
foi obtida utilizando uma coluna de fase reversa Spheri-5 ODS (250 mm x 4,6 mm X 5 um),
fluido com a seguinte fase moével: fosfato dibdsico de sédio (20 mmol/L), dcido citrico (20
mmol/L), pH 2.64, contendo 10% de metanol, Tris-EDTA (0,12 mmol/L) e acido heptano
(566 mg/L). A taxa de fluxo foi de 0,8 mL/minuto durante 25 minutos. A quantificagdo de
aminas foram realizadas comparando as dreas dos picos de amostras com a drea do padrao,
usando a dihydroxybenzylamine como um padrdo interno. A concentragdo de monoamina

foi expressa em pg/mL. (Di Marco et al., 2003).
3.14. Quantificacao das angiotensinas no hipotalamo

A andlise das angiotensinas foi realizada em colabora¢do com a Dra. Dulce Elena
Casarini no Laboratério de Rim e Hormonios da Universidade Federal de Sdo Paulo
(Unifesp). A regido hipotalamica foi isolada rapidamente isolada e congelada em gelo-seco,
posteriormente, as amostras foram armazenadas em freezer -70° at€ o dia da andlise. Os
niveis de Ang I, Ang II, Ang 1-7 e Ang IV foram determinados por HPLC de acordo com
método validado anteriormente por Ronchi et al. (2007). O hipotdlamo isolado foi pesado e

homogeneizado em tampao fosfato (100 mM, pH 7.2) contendo um coquetel de inibidores
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de proteases (miniComplete, Roche, USA). Os homogenatos foram preparados para serem
analisados por HPLC de acordo com Gouveia et al. (2012). Resumidamente, a separagcdo
isocratica foi realizada em uma coluna de fase reversa Aquapore ODS 300 (250mm x 4,6
mm X 7um), fluido com a seguinte fase mével: 95% acetonitrila em 4cido trifluoroacético
0,1%. A taxa de fluxo foi de 1,5 mL/minuto durante 40 minutos. As angiotensinas foram
quantificadas comparando as dreas de picos de amostras com a drea do padrao, utilizando a
xx como padrdo interno. Os resultados foram expressos em ng/mL e corrigida pelo peso do

tecido. (Ronchi et al., 2007; Gouveia et al., 2012).
3.15. Analise estatistica

Para andlise estatistica foi utilizada Anélise de Variancia Bifatorial (ANOVA) seguida
do teste de Tukey para comparacOes multiplas de média. Valores de p < 0,05 foram
considerados estatisticamente significantes. Para avaliar se houve diferenca na exploragcdo
entre o bragco novo comparado ao braco conhecido durante o teste do labirinto em Y foi
utilizado o teste de Wilcoxon ndo paramétrico com nivel de significancia 5%. Os resultados

foram apresentados como médias + erros-padrao das médias.
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4. RESULTADOS

O ECMI induziu aumento significativo da concentragdo plasmdtica de
corticosterona, adrenalina e noradrenalina em relacdo aos grupos ndo estressados, porém
este aumento foi menor nos grupos submetidos a manipulacio e ao enriquecimento
ambiental (p < 0,05; Figura 8A, 8B e 8C). A concentracdo plasmédtica de dopamina foi
maior no grupo submetido a estresse, comparado aos animais sem estresse (p < 0,05; Figura
8D). Este efeito do estresse ndo foi observado nos grupos submetidos & manipulagdo e ao

enriquecimento ambiental (p > 0,05; Figura 8D).

A B

60 [Isemestresse M estresse 1000 b
)
E 507 3
S b g 750
E 404 ) C C
< &
=
g 304 C C E 5004 a a a
2 20 &
2 5 250
‘8‘ 10 a a a <

N == — = o

sem interven¢do manipulacdo enriquecimento sem intervencdo manipulagdo enriquecimento

C D

700+ 200~
- b

600' —~
£ 2 1501 b
&b 500 E
& C o)
< 400 C &
E s 1007
g 300' é a a a a
2 2001 a 4 g, a
kS a 5 50
) i
2 [] [

0- 0-

sem intervencdo manipulacdo enriquecimento sem interven¢do manipulacdo enriquecimento

Figura 8. Efeito da manipulacéo e do enriquecimento ambiental em animais submetidos ou ndo ao modelo de
estresse cronico moderado e imprevisivel sobre as concentragdes séricas de corticosterona (A) e plasmadtica de
adrenalina (B), noradrenalina (C) e dopamina (D). N=10. Os valores estdo apresentados em média * erro
padrio. Letras diferentes indicam grupos diferentes entre si (ANOV A bifatorial seguido de Tukey; p < 0,05).
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No teste de preferéncia a sacarose, ndo houve diferenca entre os valores basais entre
os grupos estudados (p > 0,05; Figura 9). Na 6* semana, o grupo estresse sem intervengao
apresentou menor preferéncia pela sacarose em relacdo aos animais sem estresse € em
relacdo ao seu valor basal (p < 0,05; Figura 9). Nos grupos submetidos a manipulagdo e ao
enriquecimento ambiental, o estresse ndo promoveu redugdo significativa da preferéncia
pela sacarose, em relacdo aos grupos nao estressados e em relacdo aos seus valores basais

(p > 0,05; Figura 9).
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Figura 9. Efeito da manipula¢do e do enriquecimento ambiental em animais submetidos ou ndo ao modelo de
estresse cronico moderado e imprevisivel sobre as respostas comportamentais ao teste de preferéncia pela

sacarose. N=12. Os valores estdo apresentados em média * erro padrdo. Letras diferentes indicam grupos
diferentes entre si (ANOV A bifatorial seguido de Tukey; p < 0,05).

No teste da natacdo forcada (TNF), os animais do grupo submetido a estresse
apresentaram aumento no tempo de imobilidade em relacdo ao grupo sem estresse, nos
grupo sem intervengdo ambiental (p < 0,05; Figura 10). Em animais submetidos a
manipulacdo, o grupo submetido ao ECMI apresentou maior tempo de imobilidade
comparado ao grupo sem estresse, porém este tempo foi significativamente menor em
relacdo ao grupo submetido a estresse sem intervencao (p < 0,05; Figura 10). Em animais
submetidos ao enriquecimento ambiental, o ECMI nao alterou o tempo de imobilidade no
TNF, em relacio ao grupo sem estresse (p < 0,05; Figura 10). Nao houve efeito

significativo do tratamento em animais sem estresse. Em animais estressados ndo houve
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N

diferenca entre os grupos submetidos a manipulacdo comparado ao enriquecimento

ambiental (p > 0,05; Figura 10).
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Figura 10. Efeito da manipulacdo e do enriquecimento ambiental em animais submetidos ou ndo ao modelo
de estresse cronico moderado e imprevisivel sobre o tempo de imobilidade de ratos durante o TNF. N=12. Os

valores estdo apresentados em média * erro padrdo. Letras diferentes indicam grupos diferentes entre si
(ANOVA bifatorial seguido de Tukey; p < 0,05).

No teste do labirinto em cruz elevado (LCE), animais submetidos ao ECMI
apresentaram aumento no nimero de entradas nos bracos fechados, no nimero total de
entradas e na distancia percorrida (p < 0,05; Figura 11A, 11 B e 11C), sem apresentar efeito
da manipulagcdo ou enriquecimento nesses parametros (p > 0,05; 11A, 11 B e 11C). Tanto
em animais sem estresse como em animais estressados, a manipulagdo e o enriquecimento
ambiental aumentaram a porcentagem de tempo de exploracdo dos bracos abertos e a
porcentagem de entradas nos bracos abertos (p < 0,05; Figura 11D e 11 E), sem alterar o
nimero de entradas nos bracos fechados, nimero total de entradas e distancia movida (p >
0,05; 11A, 11 Be 11C).

No teste do labirinto em Y, em animais sem intervencdo ambiental, o grupo nao
submetido a estresse apresentou maior porcentagem de entrada e de tempo no brago novo
em comparacdo com os valores observados no braco conhecido. Por outro lado, no grupo
submetido ao ECMI, ndo houve diferenca entre a exploracdo do brago novo e do brago
conhecido (p > 0,05; Fig. 12A e 12C). Em animais submetidos a manipulagdo e ao

enriquecimento ambiental, tanto animais estressados como animais sem estresse, entraram
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mais vezes e exploraram por mais tempo o brago novo comparado ao brago conhecido (p <

0,05; Figura 12A e 12C).
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Figura 11. Efeito da manipulacdo e do enriquecimento ambiental em animais submetidos ou ndo ao modelo
de estresse cronico moderado e imprevisivel sobre as respostas comportamentais ao Teste do Labirinto em
Cruz Elevado: nimero de entradas — bragos fechados (A), nimero total de entradas (B), distancia percorrida
(C), % de tempo — bracos abertos (D) e % de entradas — bragos abertos (E) N=12. Letras diferentes indicam
grupos estatisticamente diferentes entre si (Anova bifatorial seguido de Tukey; p < 0,05).
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Figura 12. Efeito da manipulagdo e do enriquecimento ambiental em animais submetidos ou ndo ao modelo de estresse cronico moderado e imprevisivel
sobre as respostas comportamentais ao Teste de Labirinto em Y: % de entrada (A), preferéncia de entrada (% entrada no brago novo - % entrada no brago
conhecido) (B), % de tempo (C), preferéncia em tempo (% tempo no brago novo - % tempo no braco conhecido) (D). N=12. *Diferenca estatistica em

relacdo ao brago novo (teste de Wilcoxon ndo paramétrico; p < 0,05). Letras diferentes indicam grupos estatisticamente diferentes entre si (Anova
bifatorial seguido de Tukey; p < 0,05).
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Com relacdo a porcentagem de preferéncia de entradas (% entrada no brago novo -
% entrada no braco conhecido), animais submetidos a manipula¢do e ao enriquecimento
ambiental, a diferenca entre os grupos estresse e sem estresse, foi menor em comparacio
com animais sem intervencdo (p < 0,05; Figura 12B). Quanto a porcentagem de preferéncia
em tempo (% tempo no braco novo - % tempo no braco conhecido), na manipulacdo a
diferenca entre os grupos estresse € ndo estresse foi menor em comparagdo com o grupo
sem intervencdo (p < 0,05; Figura 12D). Nos grupos submetidos ao enriquecimento
ambiental, o ECMI ndo alterou este parametro (p > 0,05; Figura 12D).

Os animais estressados apresentaram aumento nas concentragdes hipotalamicas de
Ang I e Ang IV em relacdo aos animais ndo estressados, sem efeito da intervengdo
ambiental (p < 0,05; Figura 13A e 13D). No grupo sem interven¢do, animais submetidos a
estresse apresentaram maior concentracdo hipotaldmica de Ang II em relagdo ao grupo sem
estresse (p < 0,05; Figura 13B). Em animais manipulados, o grupo estressado também
apresentou maior concentracdo de Ang II comparado ao grupo sem estresse, porém esta
concentracdo foi significativamente menor em relacdo ao grupo estressado nao submetido a
intervencdo ambiental (tratamento controle) (p < 0,05; Figura 13B). Em animais
submetidos ao enriquecimento ambiental, ndo houve diferenca entre o grupo estressado e o
grupo nao submetido a estresse (p < 0,05; Figura 13B). Nao houve efeito da manipulagao
nem do enriquecimento ambiental nas concentragdes hipotalamicas de Ang I, Ang Il e Ang
IV em animais sem estresse (p > 0,05; Figura 13A, 13B e 13D). Nao houve diferenca das

concentracdes de Ang 1-7 no hipotdlamo entre os grupos estudados (p > 0,05; Figura 13C).
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Figura 13: Efeito da manipulacdo e do enriquecimento ambiental em animais submetidos ou ndo ao modelo
de estresse cronico moderado e imprevisivel sobre as concentragdes hipotalimicas de Ang I (A), Ang II (B),
Ang 1-7 (C) e Ang IV (D). N=10. Letras diferentes indicam grupos estatisticamente diferentes entre si (Anova
bifatorial seguido de Tukey; p < 0,05).

No experimento 2, houve aumento na concentracdo de corticosterona apenas no
grupo submetido estresse (E), comparado aos grupos nao estressado (controle — C), ndo
estressado tratado com losartan (L) e estressado tratado com losartan (E + L) (p > 0,05;

Figura 14).
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Figura 14. Concentracdes séricas de corticosterona de ratos controle ou submetidos ao protocolo de estresse
cronico moderado e imprevisivel, tratados ou ndo com losartan. N=9. Os valores estdo apresentados em média

+ erro padrdo. Letras diferentes indicam grupos diferentes entre si (ANOV A bifatorial seguido de Tukey; p <
0,05).

Houve um aumento no tempo de imobilidade no grupo E comparado aos demais

grupos (p > 0,05; Figura 15).
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Figura 15. Tempo de imobilidade durante o TNF de ratos controle ou submetidos ao protocolo de estresse
cronico moderado e imprevisivel, tratados ou ndo com losartan. N=9. Os valores estdo apresentados em média

+ erro padrdo. Letras diferentes indicam grupos diferentes entre si (ANOVA bifatorial seguido de Tukey; p <
0,05).

No teste do labirinto em Y, os animais dos grupos C, L e E + L entraram mais vezes
e exploraram por mais tempo o braco novo comparado ao braco conhecido (p < 0,05;
Figura 16A e 16C). No grupo E o nimero de entradas e o tempo de exploracdo foram

similares entre o braco novo e o brago conhecido (p > 0,05; Figura 16A e 16C).
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Figura 16. Repostas comportamentais ao Teste de Labirinto em Y: % de entrada (A), preferéncia de entrada
(% entrada no brago novo - % entrada no brago conhecido) (B), % de tempo (C), preferéncia em tempo (%
tempo no brago novo - % tempo no brago conhecido) (D) de ratos controle ou submetidos ao protocolo de
estresse cronico moderado e imprevisivel, tratados ou ndo com losartan. N=9. *Diferenca estatistica em
relacdo ao brago novo (teste de Wilcoxon ndo paramétrico; p<0,05). Letras diferentes indicam grupos
estatisticamente diferentes entre si (Anova bifatorial seguido de Tukey; p<0,05).

Na preferéncia de entrada (% entrada no braco novo - % entrada no braco
conhecido), houve diminui¢do no grupo E em relacdo ao grupo C e no grupo E + L em
relacdo ao grupo L (p < 0,05; Figura 16B). Além disso, no grupo L e E + L, a preferéncia
de entrada foi maior comparado aos grupos C e L respectivamente (p < 0,05; Figura 16B).
O mesmo ocorreu na preferéncia em tempo (% tempo no braco novo - % tempo no braco
conhecido), houve uma diminui¢do no grupo E em relac¢do ao grupo C e no grupo E + L em
relacdo ao grupo L (p < 0,05; Figura 16D). Também, no grupo L e E + L a preferéncia em

tempo foi maior comparado aos grupos C e L respectivamente (p < 0,05; Figura 16D).
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5. DISCUSSAO

Nesse estudo a intervencdo ambiental (manipulagdo ou enriquecimento ambiental)
reduziu as respostas hormonais e respostas comportamentais associadas a depressdo, e
cancelou o prejuizo do aprendizado e memdria induzidos pelo modelo de ECMI, em ratos
adultos.

Os principais mediadores da resposta de estresse sdo os hormoénios do eixo HHA e
as catecolaminas, os quais sdo considerados como marcador biolégico de estresse (Mccarty
et al., 1988). Em estudos anteriores, observamos que, 15 dias apds o final do protocolo de
ECM]I, a concentracdo de corticosterona permanecem aumentados em ratos (Neves et al.,
2009; Neves et al., 2012). No presente estudo, 15 dias ap6s o final do protocolo de ECMI,
novamente foi demostrado o aumento da concentracdo sanguinea de corticosterona, e
mostramos que as concentragdes sanguineas de catecolaminas também estavam
aumentadas, confirmando a efetividade do protocolo de estresse utilizado e evidenciando a
ndo adaptacio dos animais aos estimulos estressores.

Além disso, observamos que a manipulacio e o enriquecimento ambiental
reduziram a magnitude dessa resposta sugerindo que a interven¢do ambiental pode modular
o eixo HHA e a ativacdo simpatica, reduzindo a resposta da adrenal frente ao estimulo
estressor e diminuindo a ativac¢do basal do SNS (Costa et al., 2012), o que estd de acordo
com estudos de outros autores. Em animais submetidos a interven¢do ambiental, por meio
da exposi¢do a gaiola de maiores dimensdes, contendo pisos, rampas, rodas e varios objetos
com diferentes formas e texturas, foi observada reducdo da concentracido plasmaética basal
de corticosterona (Belz et al., 2003; Grégoire et al., 2014). E, apds estresse agudo por
restricdo, as concentragdes sanguineas de corticosterona retornaram mais rapidamente ao
basal (Konkle ef al., 2010), em comparacio aos animais alojados em gaiola padrao.

Esta modulacdo das respostas hormonais pela intervencdo hormonal poderia
contrabalancear os efeitos negativos desencadeados pela elevacdo mantida dos niveis
circulantes de glicocorticoides e catecolaminas decorrentes do estresse cronico (Marin et
al., 2007; Adameova et al., 2009; Reul et al., 2015), considerando que outros estudos
mostraram que animais expostos ao enriquecimento ambiental apresentaram aumento na

populacdo de receptores de mineralocorticoides (MR) e receptores de glicocorticéides (GR)
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no hipocampo (Fares et al., 2013), e aumento da expressdo de GR no cortex pré-frontal
(Garrido et al., 2013). Estes efeitos poderiam contribuir para aumentar a sensibilidade da
retroalimentagcdo negativa do eixo HHA resultando em um retorno mais rapido dos niveis
hormonais ao basal apds a exposi¢ao ao estimulo estressor.

A intervencdo ambiental por meio da manipulacio pode ser categorizada como
enriquecimento ambiental por contato social. Nesse contexto, ratos adultos que foram
submetidos a manipulagdo neonatal, do 1° ao 21° dias de vida também apresentaram
alteracdo na atividade do eixo HHA, com menor liberacio de hormonio liberador de
corticotrofina (CRH), hormoénio corticotréfico (ACTH) e corticosterona frente a estimulos
estressores (Meaney et al., 1991; Plotsky e Meaney, 1993; Bhatnagar e Meaney, 1995).
Essa alteragdo no eixo HHA parece estar relacionada ao aumento da populacido de GR tipo
II no hipocampo e cortex pré-frontal aumentando a efetividade da retroalimentacio
negativa (Meaney et al., 1996). Além disso, a manipulacdo diminuiu a expressdo do gene
CRH no nitcleo paraventricular do hipotdlamo e no nicleo central da amigdala (Francis e
Meaney, 1999; Collister e Hendel, 2003).

O efeito da manipulacdo de ratos adultos, com idade entre 21 e 180 dias de vida,
também foi evidenciado em testes comportamentais. No teste do campo aberto, animais
manipulados tiveram melhor desempenho e, no teste exploratério de ambientes complexos,
apresentaram maior comportamento exploratério deixando o compartimento seguro mais
rapidamente, explorando o ambiente por mais tempo e percorrendo maior distancia quando
comparados a animais ndo manipulados (Reboucas e Schmidek, 1997).

Além disso, em animais adultos, um estudo avaliou a influéncia do ambiente social
em coelhos alimentados com dieta para inducdo de aterosclerose (Nerem et al., 1980).
Como forma de enriquecimento ambiental esses autores utilizaram interagdo entre o animal
e o pesquisador onde os animais foram manipulados (acariciados) diariamente e
observaram uma redu¢@o na drea com lesdes indicativas de aterosclerose nesses animais em
relagcdo ao controle, sugerindo que a estimulacdo tétil de animais adultos pode diminuir os
efeitos negativos causados pelo estresse. Em outro estudo, foi observado em ratos adultos,
que a estimulagdo mecanica da pele aumentou a liberagdo de dopamina no nicleo

accumbens sugerindo que a terapia através do toque pode ser utilizada para reduzir (ou
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aliviar) a ansiedade e depressdo, uma vez que a dopamina nessa regido cerebral tem um
importante papel na patofisiologia dessas doengas (Maruyama et al., 2012).

Portanto nossos dados sugerem que a manipulacido ou enriquecimento ambiental,
em animais adultos, também podem resultar em alteracdes no eixo HHA, contribuindo para
diminuir a magnitude das respostas hormonais ao estresse.

Com relagdo aos efeitos comportamentais do estresse cronico, no presente estudo
foi observado que o ECMI induziu comportamentos andlogos a depressio humana,
evidenciados pelo aumento no tempo de imobilidade no TNF e reducdo do consumo de
solucdo doce no teste de preferéncia pela sacarose. Desde que foi descrito por Porsolt ef al.
(1977), o TNF tem sido usado como um modelo experimental para o estudo da depressao.
Um estudo realizado por Porsolt (1978) demonstrou que animais for¢ados a nadar param de
tentar escapar e passam a fazer somente 0s movimentos necessarios para manter a cabeca
fora da 4gua. Uma vez que a maioria dos antidepressivos utilizados na clinica para o
tratamento da depressdo reduz o tempo de imobilidade, esse comportamento € considerado
um estado de desamparo aprendido que € andlogo a depressao humana (Porsolt ez al., 1977,
Porsolt, Anton, et al., 1978; Porsolt, Bertin, et al., 1978).

A anedonia também € um sintoma da depressdao em humanos caracterizado pela
diminui¢do pela recompensa e estimulos prazerosos (Treadway e Zald, 2011). Em modelos
animais, a ocorréncia de anedonia pode ser avaliada por meio do teste de preferéncia pela
sacarose, em que o animal pode escolher a d4gua ou a soluc@o doce de sacarose para beber.
A redugdo do consumo e da preferéncia pela solu¢do doce € interpretada como anedonia,
sendo um comportamento andlogo ao sintoma depressivo em humanos. Vérios estudos na
literaturam demonstram que o ECMI induz desamparo aprendido e anedonia (Kompagne et
al., 2008; Bai et al., 2014). Os resultados do presente estudo confirmam essa hipétese, ja
que os animais submetidos ao ECMI apresentaram aumento do tempo de imobilidade e
redugdo do consumo de solu¢@o doce nos testes comportamentais.

Além disso, no presente estudo também foi demostrado que a interveng@o ambiental
reduziu o tempo de imobilidade no TNF e a anedonia induzidos pelo ECMI. Estes dados
estdo de acordo com outros estudos, que demostraram que a exposicao ao enriquecimento

ambiental poderia produzir efeitos terap€uticos benéficos e antidepressivos em animais com
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sintomas andlogos a depressdo induzido pelo estresse (Veena, Srikumar, Raju, et al., 2009;
Zhang et al., 2011). O enriquecimento ambiental realizado apds o estresse reduziu as
respostas comportamentais indicativas de depressao em dois testes diferentes (Veena,
Srikumar, Raju, et al., 2009). No teste de preferéncia pela sacarose, o enriquecimento
ambiental reverteu a reducdo da ingestdo e preferéncia pela solu¢do doce induzida pelo
estresse, € no TNF melhorou o aumento da imobilidade induzida por estresse (Veena,
Srikumar, Raju, et al., 2009). Além disso, a manipulacdo também reduziu a imobilidade no
TNF sugerindo que ratos manipulados apresentam uma melhor capacidade para enfrentar
situagoes estressoras (Hilakivi-Clarke et al., 1991).

Os efeitos do estresse em estruturas cerebrais desencadeando sintomas relacionados
a depressao, também pode estar associado com a fungdo cognitiva, que pode ser avaliada
pelo teste do labirinto em Y. Neste teste, na segunda exposi¢do do animal ao labirinto, o
rato € capaz de lembrar que anteriormente havia entrado no braco conhecido, e, portanto
espera-se que o animal explore por mais tempo e entre mais vezes no braco novo, movido
por sua nata curiosidade e comportamento exploratorio. Quando isso ocorre, conclui-se que
a aprendizagem e a memoria estdo intactas (Conrad, 1996, 2006). No presente estudo, no
teste do labirinto em Y, animais ndo estressados reconheceram e escolheram mais o braco
novo em relacdo ao brago conhecido, enquanto que os ratos submetidos ao estresse
entraram no brago novo e conhecido de forma semelhante, indicando prejuizo na memoria
espacial. Portanto, os dados do presente estudo mostraram que o aprendizado e a memdria
foram prejudicados pelo ECMI e este prejuizo foi amenizado ou revertido pela intervengao
ambiental.

As acdes dos glicocorticdides envolvem tanto mecanismos gendmicos como nao
gendmicos os quais estdo associados aos receptores de MR, aos GR e a translocagdo desses
receptores para a mitocondria e para os nucleos celulares (McEwen et al., 2015). Além
disso, achados tém demostrado que alteragdes na transcri¢ao celular em resposta ao estresse
envolvem multiplas vias celulares, além da resposta celular desencadeada pela acdo da
corticosterona via GR (McEwen et. al., 2015). O estresse crénico aumenta o tdonus
inflamatodrio e a liberacdo de citocinas que podem ativar outras vias de sinalizacdo, como a

transcricdo do fator nuclear kappa B (NF-kB), que em conjunto com a ativagdao de GR
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resultam em uma via Unica de expressdo genica, a qual € diferente da soma de cada via
ativada separadamente (McEwen et. al., 2015). Ainda, estudos t€ém demostrado que tracos
genéticos, como por exemplo, polimorfismos do nucleotideo NR3Cl no GR, em
combinacdo com traumas sofridos na infancia pode aumentar a probabilidade do individuo
desenvolver doencas psiquidtricas (Klengel e Binder, 2013a; 2013b). Entretanto, existem
mecanismos que podem manter ou aumentar a resisténcia do organismo ao estresse €
prevenir o desenvolvimento de respostas inadaptadas e doenga.

Ao contrdrio dos efeitos negativos desencadeados pelo estresse, estudos na literatura
mostram que o enriquecimento ambiental aumenta a neurogénese (Veena, Srikumar,
Mahati, et al., 2009; Tanti et al., 2013), e promove um melhor desenvolvimento das
estruturas cerebrais (Beaver, 1989) e alteragdes pldsticas e adaptativas positivas no
hipocampo de ratos, promovendo melhora na memoria, aumento do comportamento
exploratério e atenua respostas hormonais e comportamentais negativas induzidas pelo
estresse (Fernandez-Teruel et al., 2002; Fox et al., 2006).

Além da modulagdo da sensibilidade da retroalimentagdo negativa do eixo HHA,
citada anteriormente, foi demonstrado que niveis elevados de glicocorticoides podem
causar alteracOes plasticas no hipocampo, drea cerebral importante para fun¢des cognitivas
como aprendizado e memoria, as quais incluem o remodelamento dos dendritos (retracdo e
simplificagdo) na regido CA3 do hipocampo (McEwen, 1999; Sousa et al., 2000), inibicao
da neurogénese no giro denteado (Gould e al., 1997) e inibicdo da LTP (Sousa et al.,
2008). Portanto, os dados obtidos no presente estudo sugerem que a interven¢do ambiental,
por meio da manipulacdo ou o enriquecimento ambiental podem aumentar a resiliéncia ao
estresse.

Nesse contexto, na literatura sdo abordados os mecanismos que regulam a
disponibilidade biolégica dos hormonios glicocorticoides, o papel que desempenham e os
mecanismos epigenéticos associadas a transcricdo génica envolvidos nas respostas
comportamentais ao estresse € mecanismos que aumentam a resiliéncia ao estresse (Reul et
al., 2015). A resiliéncia € definida como a capacidade de um individuo para se adaptar de
forma eficaz ao estresse e adversidade, resultando na preveng¢do de doenga fisica e/ou

psicoldgica (Reul et al., 2015).
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Também € possivel que estes mecanismos envolvam a atividade do SRA. Alguns
estudos mostram que a Ang II estd aumentada em eventos estressantes podendo participar
na regulacdo da resposta ao estresse (Saavedra e Benicky, 2007; Chung et al., 2010). Nesse
contexto, estudo realizado anteriormente em nosso laboratério mostrou que ratos
submetidos ao modelo de ECMI apresentaram maior atividade da renina e ECA circulantes
e maiores concentracdes plasmdticas de Ang I, Il e 1-7 em relacdo a animais controle
(Sanches, 2011). E no presente trabalho, demonstramos que o ECMI aumentou a
concentracdo tecidual de Ang I, Ang Il e Ang IV no hipotidlamo de ratos e que esse
aumento da Ang II foi reduzido ou cancelado em ratos submetidos a intervencdo ambiental
(manipulacdo ou enriquecimento ambiental).

O SRA tecidual e circulante pode ser ativado durante a reacdo de estresse podendo
atuar de forma sinérgica com o eixo HHA e o SNS para manter a homeostase. Desta forma,
o SRA no cérebro pode estimular o SNS, que induz aumento da secrecdo renal de renina
(Baltatu e Bader, 2007). No cérebro, o estresse aumenta a expressdao do receptor AT1 no
nucleo paraventricular do hipotdlamo e na pituitdria anterior (Leong et al., 2002), o que
contribui para a sintese e liberacdo de CRH, que consequentemente aumenta a liberagdo de
ACTH, e aumenta a sintese e liberacdo de glicocorticoides e aldosterona pela supra-renal, e
também contribui para o aumento de catecolaminas a partir da medula supra-renal e dos
nervos simpaticos (Yang et al., 1996).

Nesse estudo, a manipulagdo reduziu o aumento da concentragdo de Ang II no
hipotalamo induzida pelo ECMI, sugerindo um possivel mecanismo neural associado com
os efeitos negativos do estresse. Para melhor investigar esta hipdtese, avaliamos o efeito do
antagonista de receptor AT1, o losartan, sobre o desamparo aprendido, aprendizado e
memoria de ratos submetidos ao ECMI. O losartan reduziu o aumento da corticosterona,
atenuou o desamparo aprendido e atenuou o prejuizo cognitivo induzidos pelo ECMI
sugerindo que o aumento da atividade do SRA induzida pelo ECMI, via receptor ATI,
parece contribuir para esses efeitos.

Nesse contexto, foi demostrado que a administracdo de antagonistas de receptor AT1
atenua a ativacdo simpatica central e periférica induzida pelo estresse (Miiller et al., 2010).

Além disso, o uso de candesartan, antagonista de receptor ATI1, preveniu o aumento de
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desse receptor na pituitdria anterior, adrenal e ndcleo paraventricular, e reduziu a elevacao
do ACTH na pituitdria e da corticosterona na adrenal de ratos Wistar Kyoto (Nishimura et
al., 2000). Assim podemos sugerir que no presente estudo, o bloqueio do receptor AT1 pelo
losartan pode ter prevenido o aumento de receptores AT1 induzidos pelo estresse, e
consequentemente pode ter reduzido a liberacdo de corticosterona diminuindo os efeitos
negativos das altas concentra¢des de glicocorticéides em diversas dreas cerebrais.

Além disso, considerando a a¢do da Ang II no vaso, ela aumenta diretamente a
ativacdo o estresse oxidativo celular e mitocondrial, aumenta fatores de transcri¢do nuclear
como o NF-kB, promove o aumento da producdo de citocinas inflamatérias como a
interleucina 1 beta (IL-1p), fator de necrose tumoral alfa (TNFa) e interleucina 6 (IL-6); e
causa uma diminuicio de receptores ativados por proliferadores de peroxissoma (PPARs)
(Saavedra et al., 2011). Como resultado desses efeitos, ocorre uma reacdo inflamatoria
aumentando a apoptose das células vasculares periféricas do SNC (Saavedra et al., 2011).

A acdo da Ang I apontam uma relacdo entre os antidepressivos utilizados na clinica e
medicamentos inibidores do SRA. Antidepressivos como desipramina e fluoxetina podem
agir bloqueando a acdo da Ang II e inibidores da enzima ECA também podem ter efeitos
antidepressivos (Gard, 2002). Os efeitos antidepressivos causados pelo bloqueio do SRA
foram evidenciados em pacientes hipertensos que também sofriam de depressdo. Esses
pacientes quando foram tratados com inibidores da ECA relataram que também
apresentaram melhora no estado mental e no humor (Etienne e Zubensko, 1987; Germain e
Chouinard, 1988). A relacao entre SRA e comportamentos depressivos também foi relatada
em animais de laboratério. Ratos e camundongos tratados com captopril (inibidor da ECA)
apresentaram reducdo da imobilidade no TNF (Giardina e Ebert, 1990). Gard et al. (2002)
sugerem que os efeitos antidepressivos do captopril podem estar relacionados com a
reducgdo das acdes da Ang I, uma vez que o losartan (bloqueador do receptor AT1) também
promove efeitos antidepressivo.

Além dos efeitos antidepressivos, estudos em humanos demonstraram que o uso de
medicamentos inibidores da ECA pode promover melhora no aprendizado e memoria
(Amenta et al., 2002; Wyss et al., 2003). Ratos idosos normotensos ou hipertensos,

cronicamente tratados com inibidor da ECA, apresentaram melhora na fun¢do cognitiva
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(Hirawa et al., 1999; Pelisch et al., 2013). Esse efeito pode estar relacionado a inibicdo da
acdo vasocostritora da Ang II, a qual consequentemente melhora a perfusdo da barreira
hemato-encefélica resultando na preservagao dos capilares e das células neuronais na regido
do hipocampo em animais normotensos (Hirawa et al., 1999). E em animais hipertensos, a
diminui¢do da concentracdo tecidual de Ang II pode reduzir a lesdo na barreira hemato-
encefélica causada pelo excesso da Ang II (Pelisch et al., 2013).

No entanto outros estudos sugerem que esses efeitos parecem ndo estar apenas
associados aos efeitos vasculares no encéfalo, uma vez que pacientes tratados com J3
bloqueadores nao apresentaram melhora cognitiva (Amenta et al., 2002), e animais tratados
com hidralazina também ndo apresentaram essa alteracdo (Wyss et al., 2003), sugerindo
que o SRA central poderia modular a fun¢do cognitiva (Amenta et al., 2002), ou seja,
atuam diretamente sobre os processos de transducdo de sinal pos-receptor da Ang II (Gard,
2002).

Os mecanismos de transdu¢@o de sinais resultantes da estimulacdo do receptor AT1
em células endoteliais vasculares cerebrais, neurdnios, astrocitos e micrdglia incluem a
ativacdo de fatores de transcri¢cao nuclear, como o NF-kB e a proteina ativadora-1 (AP-1)
(Saavedra, 2011), onde alteracdes nesses fatores estdo associadas com alteragdes na
plasticidade sindptica (Pfau e Russo, 2015). Além disso, vem sendo proposto que o uso de
bloqueadores de Ang II (antagonistas de receptor AT1) tem efeitos neuroprotetores, nao sé
por evitar os efeitos neurotdxicos provocados pela Ang II, mas também pela sua interacdo
com os seus receptores de membrana e os mecanismos de transdu¢do de sinal (Saavedra,
2011).

O papel da Ang II no aprendizado e memoria também tem sido investigado. Alguns
autores mostraram que a Ang II melhora a cogni¢cdo (Belcheva et al., 2000; Braszko, 2002)
enquanto que outros pesquisadores mostraram que pode ter efeitos amnésicos
possivelmente associados a inibicdo da potenciacdo de longa duracdo (L'TP) no hipocampo
(Denny et al., 1991) via receptor AT1 (Wayner et al., 1993). No entanto, o efeito
primeiramente atribuido a Ang II, em melhorar a memoria, ocorreria devido a sua
metabolizacdo e conversio em Ang IV (Braszko et al., 2006) ja que a ativagcdo de

receptores AT4, no hipocampo, aumentam a transmissao sindptica e a LTP (Kramdr et al.,
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2001). Além disso, a angiotensina Il ativa neurdnios vasopressinérgicos, que estdao
associados com a sintese de dopamina e noradrenalina, e a processos comportamentais
incluindo cognig¢do (Gard, 2002).

Em estudos clinicos também tem sido evidenciado que os bloqueadores dos
receptores da angiotensina podem melhorar a cogni¢do. O uso do losartan (50 mg) em
voluntdrios jovens sauddveis causou melhora no desempenho em testes de memoria quando
administrado sozinho e reverteu os efeitos amnésicos (temporario) da escopolamina
(Mechaeil et al., 2011). Entretanto, estudos continuam a ser realizados para saber se o
bloqueio dos receptores AT1 resulta na conversio do excesso de Ang Il endégena em Ang
IV que ativaria os receptores AT4 no hipocampo (Wright e Harding, 2013).

Com relagdo ao comportamento associado a ansiedade, o modelo de estresse cronico
utilizado neste trabalho aumentou a atividade locomotora, mas nao afetou os niveis de
ansiedade de ratos, uma vez que ndo houve diferencga, tanto no nimero de entradas no bragco
aberto como no tempo de exploracdo dos bragos abertos no LCE, pardmetros interpretados
como ansiedade. Outros estudos na literatura também nao observaram efeito do estresse
sobre o comportamento de ansiedade usando o LCE. Nesse contexto, ratos submetidos ao
modelo de estresse cronico imprevisivel durante 10 dias ndo apresentaram comportamento
de ansiedade avaliado no teste de LCE e no teste de caixa claro/escuro (Matuszewich et al.,
2007). Outro estudo avaliou o modelo de estresse por imobiliza¢do por 10 dias e o modelo
de estresse cronico imprevisivel por 10 dias e também evidenciaram alteragdes
comportamentais em ratas avaliadas no teste do LCE (Mitra et al., 2005).

No presente estudo, foi avaliada a resposta de ansiedade, um dia apds o final do
protocolo de estresse, e € possivel que seja necessidrio um periodo mais longo entre a
exposicdo aos estressores e a realizagdo do teste para sensibilizar e ser evidenciado o
comportamento de ansiedade. Outra possibilidade € que um estimulo estressor agudo
imediatamente antes da realizacdo do teste pode ser necessdrio para desencadear o
comportamento de ansiedade e ser evidenciado pelo teste do LCE. No entanto, estas
hipéteses ndo foram testadas nesse trabalho. Além disso, o aumento da atividade
locomotora dos animais estressados pode indicar um possivel aumento da resposta a

novidade quando expostos ao LCE. Portanto, futuros estudos sdo importantes para entender
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como o modelo de estresse cronico pode ou ndo alterar regides cerebrais e a producao dos
neurotransmissores que estao envolvidos no comportamento de ansiedade.

Os resultados obtidos nesse estudo sugerem que a intervengdo ambiental, por meio da
manipulagdo e do enriquecimento ambiental, tem acdo protetora contra os efeitos negativos
induzidos pelo estresse cronico sobre o comportamento, aprendizado e memoria, € mostram
que a angiotensina II estd envolvida nos efeitos do ECMI. O presente estudo também
confirma a importancia dos estudos em animais de laboratério para o conhecimento dos
mecanismos fisioldgicos envolvidos na relagdo entre estresse cronico, depressio e
alteracOes no aprendizado e memdria.

E, a partir dos resultados observados, evidencia-se a necessidade de futuros estudos
para esclarecer se 0 SRA apenas atua de forma sinérgica com o eixo HHA aumentando os
niveis circulantes de glicocorticoides os quais irdo por si sO promover efeitos deletérios no
SNC, ou se existe uma acdo direta da Ang II via receptores AT1 nas regides do encéfalo
envolvidas no comportamento depressivo e nas alteracdes de memoria desencadeadas pelo
estresse cronico. Além disso, serd igualmente importante elucidar os mecanismos
envolvidos na acdo modulatéria da intervencdo ambiental sobre os efeitos deletérios do

estresse cronico.
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6. CONCLUSOES

O ECMI induziu comportamentos andlogos a depressdo, prejuizo no aprendizado e

memoria, e aumento da atividade do SRA circulante e hipotalamico, em ratos.

A interven¢do ambiental, por meio de estimulacdo tatil ou enriquecimento

ambiental, reduziu as respostas hormonais induzidas pelo ECMI.

A interveng¢do ambiental, por meio de estimulagdo tatil ou enriquecimento

ambiental, reduziram os efeitos negativos do ECMI sobre o aprendizado e memdria.

A Ang II estd envolvida nos efeitos hormonais e comportamentais induzidos pelo

ECML
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ANEXOS

ANEXO 1 - Certificado de aprovacdo pelo comité de ética na experimentacdo animal
Experimento 1
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CEUA/Unicamp

Comissio de Etica no Uso de Animais
CEUA/Unicamp

CERTIFICADO

Certificamos que o projeto “"Efeitos da estimulacdo tatili e do

enriguecimento _ambiental sobre as respostas comportamentais _induzidas

por estresse cronico, em ratos: mecanismos neurais envolvidos" (protocolo

n° 2384-1), sob a responsabilidade de Profa. Dra. Fernanda Klein Marcondes /

Rafaela Costa, esta de acordo com os Principios Eticos na Experimentagio
Animal adotados pela Sociedade Brasileira de Ciéncia em Animais de
Laboratério (SBCAL) e com a legislagdo vigente, LEI N° 11.794, DE 8 DE
OUTUBRO DE 2008, que estabelece procedimentos para o uso cientifico de
animais, e o DECRETO N° 6.899, DE 15 DE JULHO DE 2009.

O projeto foi aprovado pela Comisséo de Etica no Uso de Animais da
Universidade Estadual de Campinas - CEUA/UNICAMP - em 27 de abril de 2011.

Cfmpinas, 27 de abril de 2011.
/
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e N lona o W AW
7 7 ] ; 7
Profa. Dra. AnaWé ia A. Guaraldo Fatima AIons/o
Presidente Secretaria-Executiva
CEUA/UNICAMP Telefone: (19) 3521-6359
Caixa Postal 6109 E-mail: comisib@unicamp.br
13083-970 Campinas, SP — Brasil http://www.ib.unicamp.br/ceea/
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ANEXO 2 - Certificado de aprovacdo pelo comité de ética na experimentacdo animal
Experimento 2

W2 \
L >

CEEA/Unicamp

Comissio de Etica na Experimentagio Animal
CEEA/Unicamp

CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo n® 1973-1, sobre "Mecanismos envolvidos nas

alteracdes vasculares, metabdlicas e comportamentais induzidas por

estresse crénico, em ratos - efeitos da manipulacdo, participacido do

sistema-renina-angiotensina e renalase”, sob a responsabilidade de Profa.
Dra. Fernanda Klein Marcondes / Rafaela Costa, estd de acordo com os

Principios Eticos na Experimentagdo Animal adotados pelo Colégio Brasileiro de
Experimentagdo Animal (COBEA), tendo sido aprovado pela Comiss&o de Etica
na Experimentagédo Animal — CEEA/Unicamp em 05 de outubro de 2009.

CERTIFICATE

We certify that the protocol n°® 1973-1, entitled "Mechanisms of vascular,

metabolic_and behavioral changes induced by chronic stress in rats —

influence of handling and role of the renin-angiotensin system and

renalase"”, is in agreement with the Ethical Principles for Animal Research
established by the Brazilian College for Animal Experimentation (COBEA). This
project was approved by the institutional Committee for Ethics in Animal Research
(State University of Campinas - Unicamp) on October 5, 2009.

Campinas, 11 de junho de 2010.
l ~ 22 VIA
9 Y, /4 -
strea ™ e o uondlf R -
(/ Profa. Dra. AnMarié/A. Guaraldo Fatima AIoV{so
Presidente Secretaria’Executiva
CEEA - Unicamp Telefone: (19) 3521-6359
Caixa Postal 6109 E-mail: comisib@unicamp.br
13083-970 Campinas, SP - Brasil http:/Aww.ib.unicamp.br/ceea/
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ANEXOS

ANEXO 3 - Artigo publicado: “Handling of Adolescent Rats Improves Learning and
Memory and Decreases Anxiety”, de autoria de Rafaela Costa, Mariana Leite Tamascia,
Marie Doki Nogueira, Dulce Elena Casarini e Fernanda Klein Marcondes publicado no
periddico JAALAS: Journal of the American Association for Laboratory Animal Science,
volume 51, paginas 548-553, Setembro, 2012.

Joumal of the Aumericn Associaiicn for Labomeorny Animal Scienos

Copyright 2012
By the Americen Assocision for Laboeosony Animal Scieno

Vil 51, Mo 5

Pages 1-6

Handling of Adolescent Rats Improves Learning
and Memory and Decreases Anxiety

Rafaela Costa,' Marana L Tamascia,’ Marie [) Nogueira,* Dulce E Casarini,” and Fernanda K Marcondes'="

Some environmental interventions can result in physiologic and behavioral chanpes in laboratory animals. In this contest,
the handling of adolescent or adult rodents has been to infuence exploratory behavior and emotionality. Here we
examined the effects of handling on memory 2nd anxiety levels of adolescent rats. Male Sprapue Dawley rats (age, 60 d)
were divided into a control group and a handled group, which were handled for 5 min daily, 5d per wnel,ﬁnfswk.DﬁE
hmd]lnghwls,themmmmredfmmllsﬂge placed in the ‘s lap or on the top of a table, and had iis
and back gently stroked by the exper: week &, each mt's anxiety level was evaluated in the elevated
plus-maze (EFM) test. Leaming and mmmjwmndmlﬂdlﬂhhﬂ;hynmh@mpelmmuwﬂzrmdphm
test. Plasma corticosterone and catecholamine levels were measured also. Morepinephrine lovels wers lower in the handled
rats with control animals, with no differences in i and corticosterone. As comy with the contml
rats, the led rats showed increases in the percentage of ime spent in the open arms of the test apparatus, percentage of
entries into open arms, and number of visits to the end of the open arms and decreases in the latency of the frst open arm

entry. Escape

latency was lower in the handled rats compared with control rats in both the first and second trials. The data

obtained sugpgest that handling decreases anxdety levels and improves leaming skills and memory in rats,

Abbreviation: FFM, elavated plus maze.

The environmental condiions and procedures adopted in
an animal faciliey can influence the physiclogy and behavior
of laboratory andmals. Vanous studies involve the use of rats
that are treated for weeks or months in experimental
cols, including repetittve manipulations of the animals by the
researchers. Adaptation to handling could change an indmal's

IEPN!SE o upzrlmenul procedures and influence expert-
mantal outcomas.”

Handling of rodents diering the neonatal period (brief episodes
of mandpulation during the da Iy 1 through 21 of lsfe) can change
the mother-pup interaction™ and affect pup development,
resulting in ph u;gtandbel‘la;mﬂ dnang;sihatmrmue
into adulthood. Neonatal handling increased curlosd
decreased amotionallty and in a novel environment,
and reduced stress mes) in adulthood. MNeonatal
handling alse affacts cognitive behavior and masvrnlmp-m\'e
hippocampal-dependent memory in adulthood 3553 These
effacts are associated with plastic changes in the CNS, reduc-
ing the number of cells tn the paraventricular nucleus of the
hypothalamus™ and in the locus coenuleus @

Moreover, neonatal handling produced physiologic and
behavicral changes related to anxiety, fiear, and cognition that

lel thosa induced by an environmental enrichment proto-
ool ¥ However, no study has addressed the effect of
on adolescent or adult animals that show behavioral changes
related with hormonal concentration. In one study,*® mabeadult
rat= (180 d old) that underwent handling during the postwean-
od (days 21 th 180 of 1fe) had hetter
i:ﬁﬁ”ﬂpm :Bt;dhsrqmns;l]m’ndled rats crossad more sections and

Receiet: 03 Ock 2071, Revision reuestat (7 oo 3071, Azzpiat 13 Mar 2072

Latorsiory of Semss, Piysisbgica! Sames Dinsin, Fimcoa

ety o oS (LUNTCANEF, FIrcioste, s Tefmisgy Lo, Depsrimens of

Msfice, Feseral Liniversidy of Sde Pk (LINTFESF], 58 Paulo, Bril
“CorrespR M. i i iy b

meared more often) and exploraton test (handled rats lef the
safe compartment sooner, rematned in the opan ofger,
and traveled longer distances), indicadng that handled rats
showed less fea andmee:q:]mvbdlavw( In addidon,
Mmstmdum&mmmdﬂyhmﬂhgdmm
postweaning, e, and young adult developmental periods
{day= 28 through 128 of Iife) presented decreased emotionality
and increased parformance in the open-Aeld test, as shownby an
increased number of saction crossings and reanings. ”” However,
nefther of these cited studies evaluated hormonal parameters.
Animal modals have been used to clarify the neurobiologic
and genetic bases of anxiety disorders™ and 0 understand the
influence of environmental factors on behavior. -like
behavior can ocour when & rat s in a novel, anfamiliar, or
potentially dangerous sttuation or has experienced a danger
stimulus previously in the same mﬁmﬂ'ﬂmwﬁﬂx
used anxiety paradigm is the elevated plus-maze {EFM) bast,
which t5 based on the conflict displayed by rodents between
the drive to explore a new environment and the fear of open
surroundings. Mﬁ:‘:ﬂ\'e process can also be studied by
using the EFM test’ Some authors™ have that
transfer latency or one-way escape—that is, the ime a rodent
takes to move from the open arms to the dosed arm by using all
4legs—in the EPM testcan be usad as a measure of leaméng and
memary in rodents. The clited authors showed that the impals-
ment in learning and memory that wasindoced by posttraining
adminéstration of ne or electroconvulsive shock can
ba detected in the EPM tost. Moreoves, tests in the EFM and
water maze apparatuses showed that the administration of
scopolamine to rats led to impatrment of learmning ability and
memory, when compared with that of the control group @ In
addition, the open arm of the EFM device involves an innately
feared situation, "7 and the one-way to the enclosad
arm is mosivated by fear and doss not invelve painful simuli,
such as the electrical shock usad in other tests ¥ Therefore,
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ANEXOS

ANEXO 4 - Comprovante de submissdo do artigo “Tactile stimulation of adult rats
modulates the hormonal responses, depression-like behaviors and memory impairment
induced by chronic mild stress” de autoria de Rafaela Costa, Mariana Leite Tamascia,
Andrea Sanches, Roseli Peres Moreira, Tatiana Sousa Cunha, Marie Doki Nogueira, Dulce
Elena Casarini, Fernanda Klein Marcondes, o qual foi submetido para publicacio no
periédico Hormones and Behavior.

Dear Dr. Rafaela Costa,

You have been listed as a Co-Author of the following submission:

Journal: Hormones and Behavior
Corresponding Author: Fernanda Marcondes

Co-Authors: Rafaela Costa, Master; Mariana L. Tamascia; Andrea Sanches, Master; Roseli P
Moreira; Tatiana S Cunha, PhD; Marie D Nogueira, Master; Dulce E Casarini, PhD;

Title: Tactile stimulation of adult rats modulates the hormonal responses, depression-like
behaviors and memory impairment induced by chronic mild stress.

If you did not co-author this submission, please contact the Corresponding Author of this
submission at fkleinmarcondes@yahoo.com.br;ferklein @fop.unicamp.br; do not follow the
link below.

An Open Researcher and Contributor ID (ORCID) is a unique digital identifier to which you
can link your published articles and other professional activities, providing a single record of
all your research.

We would like to invite you to link your ORCID ID to this submission. If the submission is
accepted, your ORCID ID will be linked to the final published article and transferred to
CrossRef. Your ORCID account will also be updated.

To do this, visit our dedicated page in EES. There you can link to an existing ORCID ID or
register for one and link the submission to it:

http://ees.elsevier.com/hb/l.asp?i=49087 &1=S42V0A 0B

More information on ORCID can be found on the ORCID website, http://www.ORCID.org,
or on our help page: http://help.elsevier.com/app/answers/detail/a_id/2210/p/7923

Like other Publishers, Elsevier supports ORCID - an open, non-profit, community based
effort - and has adapted its submission system to enable authors and co-authors to connect
their submissions to their unique ORCID IDs.

Thank you,

Hormones and Behavior
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