UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS
INSTITUTO DE BIOLOGIA
DEPARTAMENTO DE FISIOLOGIA

SECRETARIA
DE
POS-GRADUAGAQ
1B,

SILVANA DENOFRE CARVALHO

“HABITUAGAO AO ESTRESSE EM RATOS COM LESAO DO

NUCLEO

DORSOMEDIANO DO HIPOTALAMO”

Este exemplar commesponde & redagao final

da tese defendida pelo{a) candidato (a)
S lvana Devetre
Coxevalhe /)

e aprovada pela Comissé&o Julgadora. /

Tese apresentada ao Instituto de Biologia

_para obtenggo do Titulo de Doutor em
Biologia Funcional e Molecular na area de
Fisiologia.

Orientador:

Prof. Dr. Gilberto D’ Assungdo Fernandes

%m Vi

Campinas-SP
2002

i

UNICAMP

FRIFRE EAMINESS B AP RITTR AL



NI ff:'.‘\ &
HOADE zw -
P CHAMADA T [UMILEMP

(753%

ey

IMED 80 S S

WC Af G DF0 2

CMOGITSEDT 8

N
£

- g oo {3 e
G IR W

M

C253h

FICHA CATALOGRAFICA ELABORADA PELA
BIBLIOTECA DO INSTITUTO DE BIOLOGIA - UNICAMP

)f

Carvalho, Silvana Denofre /

Habituagéo ao estresse em ratos com lesfio do micleo dorsomediano
do hipotélamo/Silvana Denofre Carvalho. --

Campinas, SP: [s.n.], 2000

Orientador: Gilberto D" Assunciio Fernandes
Tese(Doutorado) ~ Universidade Estadual de Campinas . Instituto
de Biologia.

1. Estresse. 2. Habituacdo. 3. Hipotalamo. I. Femandes, Gilberto
D'Assuncio. ll.Universidade Estadual de Campinas. Instifuto de
Biologia. Hi. THulo.



Data da Defesa: 09 de agosto de 2002.

Banca Examinadora

Prof. Dr. Gilberto D’ Assungéo Fernandes §A % {{ 4 @

Prof. Dr. Edgard Ferro Collares

Prof. Dr. Edson Delatire

Profa. Dra. Margaret de Castro %ﬁw e @4;?:;:

Prof. Dr. Francesco Langone

Prof. Dr. Miguel Arcanjo Areas

11



“A esséncia de toda vida espiritual € a emocao que existe dentro de
voceé, € a sua afitude para com os outros. Se a sua motivacao

& pura e sincerqa, todo o resto vem por si. Vocé pode

desenvolver essa atitude correta para com seus

semelhantes baseando-se na bondade, no amor,

no respeito e sobre tudo na clara percepcdo da

singularidade de cada ser humano”

{Ddalai ~ Lama)



A Antonio, Aron e Afonso, Seres humanos amados e

Imprescindiveis em minha vida...

dedico.



Agradecimentos

Ao Professor Dr. Gilberfo D Assunc@o Femandes, pela confianga e orentacdo,
pela sabedoria e pelo exemplo de dedicagdo & pesquisa cientifica.

A Professora Dra. Margaret de Castro, pela qjuda, disponibilidade e sobre tudo
pelo acolhimento no Laboratdrio de Endocrinologia dos Departamentos de
Fisiologia e de Clinica Médica da Faculdade de Medicina de Ribeir&o Preto — USP.

Aos Professores Drs Edson Delatire, Miguel Arcanjo Areas e Milva Maria Figueiredo
De Martino pelas sugestdes na banca de qualificacdo.

Ao Professor Dr. José Antunes Rodrigues, do Laboratdrio de Endocrinologia da
Facuidade de Medicina de Ribeirdo Preto - USP, pela genfieza em nos ceder
anticorpo  anfi-corticosterona para as dosagens hormonais.

Ac Dr. William César Cavazana, pela ajuda e disponiblidade na discussdo do
projeto e pela amizade.

A Dra.Pauta Virginea Botfini, do Laboratério de Patologia Clinica {UNICAMP), pela
dedicag¢do na confecgdo das fotomicrografics.

Aos funciondrios Ismael Véncio, do Laboratdrio de Anatomia Patoldgica do
Hospital de Clinicas [UNICAMP} e a Gisele Clofide Femrera do Laboratdric de
Anatomia Patologica do Nucleo de Medicina e Cirurgia Experimental {UNICAMP),
pelo precioso auxllio técnico na execucdo e na coloracdo H.E. dos corfes
histolégicos.

Aos funciondrios do Laboratéric de Fisiologia Clinica do Nicleo de Medicing e
Cirurgia Experimental [UNICAMP}, em especial go Roberfo César Sthal e ao
Jamilson Conceicdo Alves, pelo apoio técnico e amizade.

Aos Professores, funciondrios e colegas do Departamento de Fisiologia e Biofisica
do Instifuto de Biologia da UNICAMP, pela colaboracdo, convivéncia e amizade.



Aos Professores e funciondrios do Departamento de Bioguimica do Instituto de

Biologia da UNICAMP, que direta ou indiretamente contribuiram para a execugdo
desie trabalho.

Aos docentes e colegas do Departamento de Enfermagem da Faculdade de
Ciéncias Médicas da UNICAMP, em especial a Profa. Draldma de Cliveira e o

Enfa. Tania Maria Coelho Leite, pelo apoio, compreensGo e estimulo que sempre
me ofereceram.

Aos funciondrios do Departamento de Enfermagem da Faculdade de Ciéncias
Médicas da UNICAMP, em especial ao Carlos Alberto Fidelis de Aragjo, pela
atenc¢do, disponibilidade e responsabilidade com que editou este frabatho.

A minha querida familia gue sempre me apoiou em todos 0s momentos.

A todos que direta ou indiretamente colaboraram para que a realizagdo deste
frabaiho fosse possivel.

- Vi -



Sumario

Lista de FIQUIES oottt nsnnnarans X
BREBSUIMIO Lot et e e ettt s s eareeas s e s aee s resns s eastseasreerannsnnansnnnn i
FAN o 123 ¢ - Lo+ OO PR xiii
T INTRODUGAD ..ottt eeea et e et e vt senenros 1
2. 0BJETIVOS et s e 12
3. MATERIAIS EMETODOS. ...t en s 13
T B o1 44 = 1= T OO U 13
3.2 Grupos EXPerimentaiS . ...t a e e 13
3.2.1 Manipulac@o CirlrgiCa.........cccooovveieiiiieer et ctee e 14
3.2.1.1 Lesao eletrolitica do Nicleo Dorsomediano do
Hipotalamo (LNDM) ..........cooiimiiiiciccere e 14
3.2.2 Colelade SanguUe............coooeeeeeieieieeeee e 15
3.2.3 Dosagem HOormonal..........c.oovvvviiiieieieee s e 16
3.2.3.1 Radioimunoensaio da Corticosterona.......................... 16
3.2.4 Mensuracio do peso Corporal .........ooovvcivciiieeeeeee e 17
3.2.5 Modelode EStresse.............oovvveeevimecee e 17
3.2.6 Controle da localizagdo e extensao das lesdes
(HISIOIOGIA) ..o 17
3.2.7 Avaliagdo das estruturas hipotalamicas circunvizinhas
AONDM e 18
3.2.7.1 Corte coronal do iocal escolhido para as
lesGes dONDM ... 18
3.2.7.2 Corte coronal de uma iesZo bilateral restrita
AONDM. e 19
3.2.7.3 Corte coronal de uma lesao bilateral do NDM
comprometendo estruturas vizinhas ... 20
3.28 Andlise Estatistica..........ccooovimiie i 21
4. RESULTADOS ...ttt e e er e s e e e n s mnemeenaens 22
4.1 Concentracdo Plasmatica de Corticosterona (B)...........ccoceiiviicenneen. 22
4.1.1 Experimento em condi¢des basais: ................... 22
4.1.2 Grupo CoNIOIE ...t e e 23
4.1.3 Grupo com Cirurgia Simulada ...........ooeveeviiiciiiiiieeecieccecee, 25
4.1.4 Grupo com Lesdo do NDM do hipotalamo..................... 26

- viii -



4.1.5 Grupo Controle, com Cirurgia Simulada e com Les&o
do NDM do hipotalamo submetidos a sessées de
estresse durante 3 dias.........coeeeoiimi e 27

4.1.6 Grupo Controie, com Cirurgia Simulada e com Leséo
do NDM do hipotalamo submetidos a sessfes de
estresse de G dias.........ccooviiiieeieee e 28

4.1.7 Grupo Controle, com Cirurgia Simulada e com Leséo
do NDM do hipotélamo submetidos a sessdes de
estresse de 15 dias. ... 30

4.1.8 Grupo Controle, com Cirurgia Simulada e com Lesao
do NDM do hipotalamo submetidos a sessdes de

estresse de 3 dias, 9diase 15 dias. ......ccooovveriiimiceceeccen, 31

4.2 Avaliacdo Histologica do NDM do hipotalamo ................................. 33
4.2.1 Corte histologico normal...........coceeiiiiiin e, 33

4.2.2 Corte histol6gico das leS8eS........ccooovvieeeeceiceie e 34
B.DISCUSSAD ...t er e 35
6. CONCLUSOES ..ot ettt ettt es e 45
7. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ........ooooieeeeeeeeee e, 48
B. AN S ... et e e e b e e et e e eae e e 56

- i -



Lista de figuras

Figura 1: Corte coronal do cérebro de rato, evidenciando o local
escolhido para a execugdo da lesao eletrolitica. ... 18

Figura 2: Extensao de uma les&o do NDM do hipotalamo cuja
iesdo, se comportoude formaresirita ac NDM. ..., 19

Figura 3: Extensac de uma leséo do NDM do hipotalamo cuja
lesdo, comprometeu areas vizinhas a este nUcle0. ..o 20

Figura 4: Niveis plasmaticos de corticosterona (ug/di) em animais
controles, simulados e iesados mantidos em condigdes basais
durante umperiodo de 18 dias.........ooooviiviiiieeee e s 23

Figura 5: Niveis plasmaticos de corticosterona (ug/dl) em animais
controle basal e controle com sessbes de estresse de 1, 3,9e15dias......cccoooe... 24

Figura 6: Niveis plasmaticos de corticosterona (ug/di) em animais
com cirurgia simulada basal e cirurgia simulada com sessdes de
estressede 3,9 15 dias. ... s 25

Figura 7+: Niveis plasmaticos de corticosterona (ug/di) em

animais com les@o do NDM do hipotalamo em condigbes basais

e animais com lesdo do NDM do hipotalamo submetidos a

sessOes de estressede 3,9e 15dias. ..o 27

Figura 8: Niveis plasmaticos de corticosterona (ug/dl) em animais
controle, cirurgia simulada e com lesdo do NDM do hipotalamo
submetidos a sessbes de estresse por 3dias. ... 28

Figura 9: Niveis plasmaticos de corticosterona (ug/dl) em animais
controle, cirurgia simulada e com lesao do NDM do hipotalamo
submetidos a sessdes de esfresse por9dias. ..o 29



Figura 10: Niveis plasmaticos de corticosterona (ug/dl) em
animais controle, cirurgia simulada e com leséo do NDM do
hipotalamo submetidos a sessées de estresse por 15dias. ......cocoveeeeeereenne. 30

Figura 11: Niveis piasmaticos de corticosterona (ug/di) em
animais controle, cirurgia simulada e com lesao do NDM do
hipotalamo submetidos a sessdes de estresse por 3,9 e15dias. .................... 32

Figura 12: Fotomicrografia do nicleo dorsomediano do
hipotatamo nos aumentos 25X (A) e 100X (B); Coloragéo
hematoxilina eosina (H.E.). ..., 33

Figura 13: Fotomicrografia de uma les&o padrao do ntcleo
dorsomediano do hipotilamo nos aumentos 25X (A) e 100X (B);
Coloracao hematoxilina eosina (H.E.). ... 34



Resumo

O Nucleo Dorsomediano do Hipotalamo (NDMH) participa dos mecanismos que
controlam a resposta ao estresse. A finalidade deste estudo foi avaliar os efeitos
da les&o eletrolitica do NDMH sobre o estresse (através da concentracao sérica
de corticosterona) e sua habituagdo, comparados & resposta basal no eixo
hipotalamo-hipOfise-adrenal. Foram estudados 120 ratos Wistar machos, com
peso médio de 280g, distribuidos em trés grupos: controle, simulado e iesado.
Neste, ¢ NDMH foi lesado por eletrdlise guiada por estereotaxia; o estimulo de
estresse escolhido foi 0 da imobilizagdo forgada. Apos 15 dias de adaptacgdio as
intervengbes, os trés grupos foram igualmente submetidos a sessdes de estresse
de imobilizagdo por periodos de {rés, nove e quinze dias consecutivos
ininterruptos. Ao final de cada periodo, um grupo de animais era sacrificado por
decapitacdo, e amostras de sangue eram colhidas para determinacio dos niveis
séricos de corticosterona. Os cérebros dos animais lesados foram submetidos a
analise histolGgica para idenfificar a presenca de les3o bilateral do NDMH e
confirmar sua inclusa@o. Observou-se, neste grupo, que a concentragéo sérica de
corticosterona aumentou significativamente em condicSes basais, sofrendo depois
uma reducdo que se manteve praticamente constante durante os periodos de
estresse de imobilizacdo. Nossos resultados sugerem que a lesdo eletroliica do
NDMH altera o eixo hipotdlamo-hipéfise-adrenal, modificando a resposta basal. Os
ratos do grupo lesado nao reconheceram os estimulos estressores, portanto o
processo de habituacdo ndo foi desencadeado nestes animais.

Palavras chaves: estresse, habituacio, hipotdlamo, lesao, niicleo dorsomediano.
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Abstract

The dorsomedial hypothalamic nucleus (DMHN) participates in the mechanisms
which control the stress response. The objective of this study was to evaluate the
effects of the electrolytic lesion of DMHN on cortisone levels and on habituation to
siress. The studied population was 120 rats (Wistar,UNICAMP) with average
weight of 280g, divided in three groups: control, simulated and lesioned. The
simulated group underwent brain surgery; the lesioned group was submited to the
same procedure, but received the eletrolytic lesion guided by stereotaxy. After 15
days of adaptation, the three groups were equally submited to uninterrupted
sessions of stress frough immobilization, for three, nine and fifteen consecutive
days. After each session a sample of each group was sacrificed by decapitation,
and blood samples were taken to determine cortisone levels.The brains of the
lesioned rats underwent histological analysis in order to prove bilateral lesion of
DMHN and confirm their inclusion. Results: the cortisone blood levels in lesioned
rats increased significantly in basal conditions, decreasing afterwards to levels
which remained unchanged trough the periods of immobilization stress. Our results
suggest that DMHN lesion alters the hypothalamic-pituitary-adrenal axis, modifying
the animal’s basal response.The lesioned rats did not recognize the stressor
stimuli; therefore the habituation process was not friggered.

Key words: stress, habituation, hypothalamus, lesion, dorsomedial nucleus.



INTRODUGAO ]

Em 1936, o cientista e meédico austriaco Hans Selye apresentou, pela
primeira vez em biologia, o conceito de estresse. Ja no tempo de estudante, Selye
notava que seus pacientes, antes de apresentarem os sintomas tipicos de uma
determinada doenca, mostravam um conjunto de caracteristicas muito
semethantes, independentes da causa da enfermidade. A partir desse fato, ele
conceituou o estresse como uma sindrome geral de adaptag@o, ou seja, um
conjunto de reagdes sistémicas e ndo especificas que surgem quando ocorre uma

exposicdo do organismo a agentes agressores.

Estudando o fendmeno de modo sistematico, SELYE (1936),
pesquisando os efeifos de um extrato quimico, observou que seus animais (ratos),
desenvolviam Ulceras gastrointestinais, atrofia do sistema imune e aumento das
giandulas adrenais. Ficou surpreendido, quando observou que os animais do
grupo controle que haviam recebido injecdo de solucio saling, apresentaram
altera¢fes semelhantes. Analisando estes resultados, Selye concluiu que tais

alteracdes estavam relacionadas & aplicacdo das repetidas injegSes. Encontrou o



mesmo resuitado expondo animais ao frio, a patégenos, a toxinas ou ao ruido
(SELYE, 1936; SAPOLSKY, 1990). Com base nestes resuttados, SELYE (1936}

descreveu a Sindrome Geral da Adaptacao.

tsta Sindrome, que representa wma reacdo geral e inespecifica do
organismo a estimulos aversivos ou a situagdo desconhecidas, cuja finalidade
sefia a adaptacdo do animal a nova condicio, é o que atuaimente chamamos de
estresse, € 0 seu agente causador e definido como estimulo ou agente

estressante ou estressor (PICKERING, 1981).

Diferentes autores estudaram a natureza inespecifica da reacio de
estresse e observaram que a intensidade da resposta obfida varia com a
gualidade e intensidade de agenie estressante (MASON, 1968a, 1968b;
HENNESSY et al., 1979; HERD, 1991).

Fatores individuais tais como caracteristicas genéticas (MARPLE et al.,
1972}, sexo (LESCOAT et al., 1970; ANISHCHENKO & GUDKOVA, 1992; PARE
& REDEIl, 1993) e idade (RIEGLE, 1973; BANKY et al., 1994) também
influenciam a reacdo de estresse. No enfanto, o que parece ser o fator mais
importante em todo o processo, € a percepgao que o individuo tem do estimulo

que lhe é apresentado. Esta percep

0 depende das expefiéncias previamente
vivenciadas pelo mesmo ou filogeneticamente adquiridas pela espécie, e da
novidade ou previsibilidade do estimulo (VOGEL & JENSH, 1988; GRIFFIN,

19889).



A reagao de estresse pode ser dividida em 3 fases (SELYE, 1936;
MEERSON, 1984):

® fase de alarme ou excitagdo, corresponde ao estresse agudo,
quando ha predominio da resposta essencialmente nervosa. Nessa
fase da-se a ativagdo do Sistema Nervoso Simpatico, o que significa
uma liberacdo de grandes quantidades dos hormbnios adrenalina e
noradrenalina, é quando o organismo reconhece o estimulo como
estressante, e caracteriza-se por aumento da capacidade orgénica

em responder ac agente agressor.

* fase de resisténcia, comesponde ao estresse crénico, no qual o
organismo habitua-se a presenga do agente causador do estresse
(estressor). O estimulo € mantido e a resposta nervosa da lugar 3
resposta hormonal, entrando em evidéncia a glandula adrenal que
passa a secretar o hommdnio glicocorticoide (cortisol ou
corticosterona, dependendo da espécie animal) a partir de estimulos
vindos da glandula hipéfise e do hipotalamo, no Sistema Nervoso
Central (SNC). Nesta fase a capacidade de reaciio do animal diminui

€ o organismo desenvolve mecanismos adaptativos.

* fase de exaustdo, que corresponde ao periodo pré-agénico, com
presenca de faléncia organica mdliipla. Nessa fase, o organismo ja
perdeu a capacidade de adaptacdo frente a uma situagéo de

estresse muito intensa ou prolongada, tomand




susceptivel a disturbios renais, cardiovasculares, gastrointestinais e

ou imunolégicos.

Embora a reacao de estresse possa resultar em doengas, € ela que
torna possivel a sobrevivéncia e a adaptacdo dos seres vivos frente aos intmeros
estimulos ambientais a que estdo constantemente expostos (FRASER et al.,

1975; CHROUSOS & GOLD, 1992).

Existe uma relagdo entre os estimulos ambientais, os fatores
neuroenddcrinos e reatividades imunolégicas muito complexas devido as
significativas diferencas genéticas e expressoes fenotipicas da resposta imune

(MORLEY, 1987).

Segundo COHEN (1987) e GRIFFIN (1989), o estresse agudo nao
exerce um efeito significativo na imunocompeténcia. E apenas o estresse cronico
que causa um prejuizo da imunidade, compativel com o possivel desenvolvimento

da doenca.

Sabemos que muitas estruturas cerebrais estdo envolvidas na
organizagao das respostas a estimulos estressantes (VAN DE KAR et al., 1991).
Ao ser estimulado, o Sistema Limbico age sobre ¢ eixo hipotalamo-hipofisario

alterando a secre¢3o hipofisaria dos hormonios adr

nocorticotrofico (HOKFELT et
al., 1983), do crescimento, luteinizante, foliculo-estimulante e de prolactina
(KRULICH et al., 1974; EUKER et al., 1975), além de ocorrerem alteracdes nos

niveis de p-endorfina (KANT et al., 1983).



A liberagé@o do hormdnic glicocorticoide é regulada por um sistema de
“feedback”, que envolve varios niveis. Todo estimulo estressor chega ao SNC a
partir dos Org&os dos sentidos e a resposta a esses estimulos se da a partir do
hipotalamo, o qual estimula a glandula hipdfise que, por sua vez, estimula a
glandula adrenal, através da liberagdo do hormdnio adrenocorticotréfico (ACTH).
Para equilibrar todo esse processo, o hommdnio glicocorticdide exerce efeito

inibitério diretamente sobre o hipotalamo e a hipdfise.

O hormonio corticotréfico (CRH) € ¢ principal coordenador da resposta
endodcrina, autondmica, comportamental e imune ao estresse. Este peptideo foi
inicialmente caracterizado no sistema hipotalamo-hipofisario, entretanto, esta
largamente distribuido através do SNC e em muiltiplos 6rgaos periféricos (ORTH,
1992}, incluindo placenta, medula adrenal, pancreas, pulmbes, estémago, além de
células imunolégicas e do sistema inflamatério (KARALIS et al., 1991;

CROFFORD et al., 1992).

Segundo WYNN et al. (1986); CASTRO et al., (1994); (1996), em
diferentes periodos apds adrenalectomia ocorre uma interferéncia na capacidade
da resposta hipofisaria; em estudos in vifro houve uma diminuicao transitéria da
secrecdo de ACTH, em condiches basais e sob estimulo com CRH,
provavelmente secundaria a deple¢ao dos estoques hipofisarios de ACTH. Porém,
nas fases mais tardias, mesmo havendo estoques de ACTH, houve uma
hiporesponsividade dos corticotrofos ao CRH exdgeno, indicando uma provavel
dessensibilizacao dos receptores do CRH a nivel hipofisario. Um oufro mecanismo

que contribuiria para manutencido da secrecio elevada de ACTH poderia ser a

-5



presenca de oufros fatores neuronais ou humorais que ndo o CRH e seus

receptores, como exemplo a vasopressina (AVP) e a ocitocina (OT).

A vasopressina hipofisaria € considerada como um fraco secretagogo
de hormdnio ACTH, mas sendo liberada em situagGes de estresse atua
sinergicamente ao CRH estimulando a liberagdo das corticotrofinas (CIZZA et

al.,1992).

No sistema nervoso central o hipotalamo é a via final comum para a
expressdo comporiamental neuroenddcrina e autondmica do Sistema Limbico,
além de participar no controle da maior parte das fungbes vegetativas do

organismo (POWLEY et al., 1980; KUPFERMAN, 1991a).

Em cada area ou regiao hipotalamica existem grupos de neurdniocs
peplidérgicos que regulam varios tipos de funcbes organicas como: controle da
temperatura corpdrea, comportamento alimentar, comportamento da ingesta

hidrica, comportamento de fuga ou ataque (KUPFERMAN, 1991 a, 1991 b).

A proximidade anatdmica, as interconexdes existentes entre o nicleo
paraveniricular (NPV) e ¢ nicleo dorsomediano (NDM) do hipotalamo, devido a
existéncia de uma intensa relagdo de natureza simpatica enire estes nucleos
{SWANSON, 1978} e os esiudos de (COLLARES-BUZATO et al., 1993), que
demonstraram que a lesdo do NPV do hipotalamo bloqueia os efeitos do estresse
no esvaziamento gastrico em ratos, estas observagdes levaram-nos a pensar que

outros nicleos e centros poderiam também estarem envolvidos no circuifo



neuronal da resposta ao estresse. Sendo assim, resolvemos estudar a

participacdo do NDM do hipotalamo nos fendmenos relacionados ao estresse.

Em nossa dissertacdo de mestrado observamos que o NDM do
hipotalamo quando lesado parece deixar de modular a resposta ao estresse,
blogueando algumas conexdes, provavelmente de alta frequéncia (nao
colinérgicas - nao adrenérgicas), fazendo com que predomine o efeito das
conexbes de baixa freqiiéncia (colinérgicas) (MEYER, 1987; DENOFRE-
CARVALHO, 1994). Estudos subseqlentes levaram-nos a sugerir que em adicso
com o NDM do hipotalamo outros nicleos estdo implicados na modulagdo do

esvaziamento gastrico (DENOFRE-CARVALHO, 1997).

CIZZA (1992) relata que as catecolaminas, a angiotensina H, a
vasopressina sao secretagogos que, mesmo na presenca de CRH, tém um papel
importante na estimulacao da secrecio de ACTH, sob varias circunstancias. Este
autor utilizou a dosagem sérica de ACTH, B-endorfina e corficosterona como forma
de avaliar a funcio hipdfise - adrenal. Nas amostras de sangue colhidas no
momento do sacrificio, de animais submetidos a estresse de contencdo por
periodos progressivamente mais longos, o ACTH teve sua concentragio
plasmatica aumentada de duas a seis vezes nos primeiros 5 minutos de esfresse,
atingindo um pico entre 30 e 60 minutos que permaneceu elevado até o final das
sessfes de imobilizacio. As concenfracbes plasméticas de B-endorfina e
corticosterona se elevaram no inicio e permaneceram elevadas durante toda a

sessdo de esfresse.



Segundo GREENWOOD et al.(1995), injectes de antagonista do acido
gama amino butirico (GABA - neurcfransmissor inibitdrio do SNC) no nicleo NDM
do hipotalamo suprimiu as funcOes inibitérias sobre o nicleo, liberando-o e
provocando  assim, estimulacdo da motilidade intestinal, alteragbes
cardiovasculares e mudangas comportamentais compativeis como as que ocorrem

na presenca do estresse emocional.

BAUER et al. (2001) relatam que o estresse psicologico tem sido
associado a afivagdo do eixo hipotalamo-hipofise-adrenal e amplificado por
respostas imunologicas mediadas por células. Seu estudo confirma que o estresse
agudo € associado a mudancas comportamentais especificas na fung3o das
respostas imunolégicas mediadas por células, indicando que o estresse cronico é
associado a respostas endécrinas e imunes adaptadas e que a exposicio ao

estressor rapidamente altera a sensibilidade dos esplenécitos aos glicocorticoides.

TAKEDA et al. (2000) relatam que a incompeténcia & adaptacdo ao
estresse & o fator priméario na causa de distirbios como ansiedade e depressao.
Evidéncias dlinicas indicam que a hiperatividade do eixo hipotalamo-hipofise-
adrenal e a disfuncdo de serotonina cerebral sao fatores de risco associados a
estes distirtbios. Para eles o acoplamenio funcional dos recepiores
glicocorticdides -  mineralocorticides/glicocorticides e os  neurdnios
seroloninergicos no cérebro podem desempenhar um papel significande no
reconhecimento dos estimulos de estresse e indugio da adaptacdo ao estresse e
a disfuncido desle sistema de acoplamento pode ser relatada como fator

desencadeante da ansiedade e depresséo.
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DAI et al. (1998) relatam que em muitos aspectos as projegdes efetoras
do NDM do hipotdlamo humano lembram as projecbes existentes no ralo,
indicando que a organizacho das projegdes intra-hipotaldmicas do NDM do

hipotalarnc destas duas espécies sdo semethantes.

O estresse ndo & uma doencga, é uma reagdo natural do organismo,
mas pode desencadear patologias quando ocasiona um desequilibrio, ja que
fragiliza o organismo. Cada ser humano tem sua medida e acaba se adaptando ao

volume de estresse no trabalho, nos estudos e no cotidiano.

BERNARDIS & BELLINGER (1998) fizeram uma revis3o desde o inicio

dos anos 70 sobre o papel do NDM do hipotalamo na homeostase neuroendécrina

e autondmica, que ressaltamos a seguir:

1. Tanto o nicleo ventromediano (NVM) do hipotalamo como a area
hipotalamica lateral (AHL) projetam-se em direcdo ao NDM o qual
por sua vez projeta-se para o nicleo paraventricular (NPV) do
hipotalamo, colocando o NDM como um ponto nodal importante dos

circuitos neuroendécrino e autondmico.

2. O NDM e composto de células e fibras contendo neuropeptidec Y
(NPY]), e o estado nutricionat (fome / realimentacio) é refletido nos
niveis de NPY presentes tanfo no NVM como no NDM do

hipotalamo.

3. O NDM estd envolvido na via final da secrecio do hormdnio
liberador de corticotrofina (CRH) peloc NPV, na acdoc do sistema
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nervoso simpatico sobre a glandula adrenal, e na fermogénese do

tecido adiposo marrom.

O NDM é também parte de um “circuito do medo”, regulando
respostas cardiovasculares ao estresse tais como o fluxo sangtliineo
no miocardic e a taquicardia associada com a reacao de defesa.
Isto parece ser mediado por um mecanismo ligado ao acido gama

amino butirico (GABA).

Embora exibindo um crescimento pondero estatural reduzido, bem
como hipofagia e hipodipsia, o rato com lesdo do NDM tem
composicdc corpérea normal, niveis normais de horménios
anabolizante e metabolismo intermediario dentro da normalidade,
responde normalmente a numerosos desafios em termos
endocrino,nutricional, de auséncia de liquido intra e extra celular e
de regulagio de peso. O rato com lesdo no NDM mostra eficiéncia
normal na utilizagdo do alimento, mas mostra uma resposta
atenuada para o efeito estimulante da alimentacdo causado pela

insulina.

As Unicas anommalidades induzidas pela lesdo sio a
hiperprolactinemia e a interrupgdo ou perturbagdo no ritmo
circadiano da corticosterona. Apesar da hiperprolactinemia, os ratos

com lesdo do NDM s3o capazes de acasalamento e prenhez.
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7. Efeitos antiidade produzidos pela lesdo do NDM do hipotalamo s&o
evidentes na prevencio da microalbumintria e das lesdes renais
associadas 2 idade, bem como, na prevencaoc do declinio no fator |

de crescimento ligado & insuiina circulante.

Evidéncias recentes sugerem que o NDM, junto com o NVM e o nticleo
arqueado (ARC) do hipotalamo, podem ser parte do circuito que é responsivo ao
sinal de "feedback” oriundo do tecido adiposo pelo horménio leptina. Os resuitados
acima e outros achados sugerem que o NDM tem papéis diversos nos processos

reguladores fisioldgicos (BERNARDIS & BELLINGER, 1998).

Sendo assim, resolvemos analisar se a les3o bilateral do NDM do
hipotalamo interfere na resposta basal do eixo hipotalamo-hipéfise-adrenal, frente
a um agente estressor através da avaliagdo da concentracio de corticosterona em
condigbes basais e ap6s diferentes periodos de estresse de imobilizagdo e no

processo de habituacio destes animais.
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OBJETIVOS I

Em animais controles e em animais submetidos a diferentes periodos
de estresse de imobilizacéo (1, 3, 9 e 15 dias), com les&o do nlcleo dorsomediano

do hipotalamo ou em animais com cirurgia simulada:

¢ Avaliar o efeito da lesdo do NDM do hipotdlamo sobre a resposta
basal no eixo hipotalamo-hipdfise-adrenal, estimulada pelo estresse

de imobilizacao,

e Avaliar a concentragéo sérica de corticosterona (B) nos grupos em
estudo, em condi¢des basais e apods diferentes periodos de estresse

de imobilizagao.

s Avaliar a habituagdo nos animais que tiveram o NDM do hipotélamo

lesado.
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MATERIAIS E METODOS 3

3.1 Animais

Foram utilizados para os experimentos 120 ratos Wistar spf, machos,
pesando cerca de 280g, provenientes de linhagens do Biotério Central da
UNICAMP. Uma semana antes do procedimento, os animais foram mantidos em
gaiolas individuais, recebendo agua e ragdo "ad libitum” (racio sélida, Purina

Nutrientes Ltda).

O Biotério possui temperatura e ciclo fotoperiédico controlados, ficando

a temperatura em torno de 24 - 26°C e ciclo claro/escuro de 12 horas.

3.2 Grupos Experimentais

Os animais foram distribuidos aleatoriamente em 3 grupos A, B e C:

a) Animais controles basais (grupo A1);
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astresse.

b)

d)

Animais controles submetidos ao estresse por trés dias
consecutivos (grupo A2), por nove dias consecutivos (grupo A3) e
por quinze dias consecutivos (grupo Ad4);

Animais com cirurgia simulada (grupo B1);

Animais com cirurgia simulada submetidos ac estresse por trés dias
consecutivos (grupo B2), por nove dias consecutivos (grupo B3) e
por quinze dias consecutivos (grupo B4);

Animais com leséo no Nicleo Dorsomediano do Hipotalamo (grupo
C1);

Animais com lesdo no Nucleo Dorsomediano do Hipotalamo
submetidos ao estresse por trés dias consecutivos (grupe C2), por
nove dias consecutivos (grupo C3) e por quinze dias

consecutivos(grupo C4);

3.2.1 Manipulacao Cirdrgica

Os animais que foram submetidos ao processo cirtirgico tiveram um

periodo de quinze dias para a sua recuperacio, antes de dar inicio as sessdes de

3.2.1.1 Lesé&o eletrolitica do Nucleo Dorsomediano do Hipotalamo (LNDM)

Os animais a serem lesados foram anestesiados com tiopental sédico

(Cristalia), 1g diluido em 40ml de soro fisiolégico e administrado via intraperitoniai

na dose de 70mg/kg de peso corporal. Apds anestesia, o animal era fixado no
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aparetho extereotaxico (modelo David Kopf) e, apés tricotomia e assepsia
adequadas, fazia-se uma incisao longitudinal na pele, expondo a calota craniana

onde foram feitas demarcagbes, de acordo com coordenadas estabelecidas,
utilizando o atlas extereotaxico de PAXINOS & WATSON (1986). As coordenadas

utilizadas para localizagio do nicleo dorsomediano do hipotalamo foram: barra
inciséria 3,0mm abaixc do plano interauricular; 3,30mm posterior ao bregma,
0,6mm lateral a linha mediana (bilateraimente) e 9,0mm abaixo da superficie da

calota craniana.

A lesd@o bilateral do NDM foi feita por eletrocoagulagdo, através de
eletrodo de niquel-cromo, de 0,3mm de didmetro, com 0,1mm de ponta
descoberta introduzido nos locais a serem lesados, por onde passa uma corrente
elétrica de 2mA, gerada por um lesionador durante 20 segundos. Os animais
pertencentes ao grupo simulado (S) tiveram a introducgéo estereotaxica do eletrodo
a 2,0mm abaixo da superficie da calota craniana, sem passagem de corrente. Ao
final do procedimento, a incisdo foi suturada com fio de poliéster/algodado. Estes

animais ficaram em recuperacéo por um periodo de duas semanas quando entio

enfraram nas sessoes de estresse.

3.2.2 Coieta de Sangue

Os animais foram sacrificados por decapitacéo, entre 8:30 e 10:30 h,
em varios periodos de tempo (3, 9 e 15 dias). Imediatamente apés a decaptacdo o
sangue do tronco foi colhido em tubos plasticos heparinizados, mantidos em gelo,
até a centrifugacio por 15 minutos, a 4°C e a 2000rpm. Apds a centrifugacdo, o
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plasma foi aliquotado em 2 tubos Eppendorf, devidamente rotulados para
dosagem de corticosterona. Estes plasmas foram estocados a -70°C, para

dosagens posteriores.

3.2.3 Dosagem Hormonal

As dosagens hormonais foram realizadas por Radicimunoensaio (RIE),
sendo realizadas nos Laboratérios de Endocrinologia dos Departamentos de
Fisiologia e de Clinica Médica da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto - USP.

As amostras provenientes do mesmo experimento foram determinadas em

duplicata, em um mesmo ensaio.

3.2.3.1 Radioimunoensaio da Corticosterona

A corticosterona plasmatica foi determinada pelo método de VECSE! et
al. (1979), modificado, através de extragio do esterdide por etanol. Utilizamos um
anticorpo  anticorticosterona (AB-cof-17984) preparado em coelhos, com o
hormonio conjugado com albumina bovina, gentilmente cedido pelo Dr. José
Antunes Rodrigues. A especificidade do anticorpo foi testada através da
reatividade cruzada com o cortisol (1%), 170H - progesterona (1%) e sulfato de
deidroepiandrosterona (12%). A corticosterona [1,2-3(H)] (New Engiand Nuclear)

foi utilizada como marcador. Na separacdo da fracéo livre da ligada, utilizamos

uma solucao de carvao - dextran 0,5/0,05%.
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A dose minima detectavel foi de 0,4 mais ou menos 0,1 pg/dl. O

coeficiente de variagdo intra e inter ensaios foram, respectivamente, 4,8% e 6,7%,

ao nivel de B/Bo igual 0,5 da curva padrio.

3.2.4 Mensuracao do peso corporal

Os animais tiveram os pesos determinados no periodo da manha,

precedendo a primeira e a Ultima sessio de estresse.

3.2.5 Modelo de Estresse

O modelo de estresse utilizado foi 0 de contencédo. Os animais foram
retirados de suas gaiolas e colocados em um tubo de PVC com as seguintes
dimensdes: 20,5cm de comprimento e 5,0 cm de didmetro, ficando totalmente
imobilizado durante 60 minutos. Apds os periodos de dias estabelecidos para as
sessfes de estresse (3, 9 e 15 dias), os animais eram retirados dos tubos de PVC
e imediatamente, um a um decapitado. A seguir o sangue do tronco foi colhido,

centrifugado e o plasma obtido foi aliquotado e estocado nas condigcdes descritas

acima, até a analise.

3.2.6 Controle da localizacdo e extensio das lesdes (Histologia)

Os cérebros dos animais sacrificados, foram removidos e fixados em
n-hexano e submetidos a cortes histoldgicos no local da leséo para localizaco da
mesma, isto ocorria no finai da sesséo de estresse. O local e extensio da lesio
foram determinados pelo exame das laminas no microscépio dptico (Carl Zeiss).
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3.2.7 Avaliacdo das estruturas hipotaldmicas circunvizinhas ao NDM

3.2.7.1 Corte coronal do local escolhido para as les6es do NDM

A intimidade entre as estruturas hipotaldmicas favoreceu o
comprometimentc de algumas areas deste drgdo, no momento das lesdes do
NDM (figura 1). Sendo assim, tivemos o cuidade de analisar as laminas do
cérebro dos animais com lesdo, uma a uma, (através do microscépio oOptico),

observando a ampiitude da les&o e sua extensio.

A3

ARy
T,
2 Y

Legenda: (D) regido dorsomediana do hipotélamo

Figura 1: Corte coronal do cérebro de rato,
evidenciando o local escolhido para a execucdo da
lesdo elefrolitica.
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3.2.7.2 Corte coronal de uma lesdo bilateral restrita ac NDM

Através dos estudos das l&minas pelo microscopico, observamos que
alguns animais tiveram os seus ndcleos mais comprometidos que outros, por isso,
tivemos o cuidado de desprezar os animais cuja estruturas vizinhas estavam muito

comprometidas.

b Interaural 3,70 mm
. T L. P 1
7 = E

Bregma —3.30 mm

5 § 7

L
oa
i ?
w

Figura 2: Extenséo de uma leséo do NDM do hipotalamo cuja
les&o, se comportou de forma restrita ac NDM.

As laminas nas quais observamos lesSes parciais das estruturas
vizinhas ao NDM do hipotalamo n&o prejudicaram o experimento, por serem
restritas e ndo causarem danos funcionais a estas dreas. Em todos os animais, o
NDM teve sua estrutura lesada em toda sua extensdo, conferindo assim, a

abolicdo das fungdes deste nucleo.
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3.2.7.3 Corte coronal de uma les3o bilateral do NDM comprometendo
estruturas vizinhas

- Interavral .70 mm
ST 1ot 1 I i
7 8 5 4

Brégma —3.30 mm

§ & P
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put
- 4
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Figura 3: Extens&o de uma lesdo do NDM do hipotalamo cuja leséo,
comprometeu dreas vizinhas a este nicleo.

Em 5 animais houve comprometimento parcial de regides circunvizinhas

como os nucleos ventromediano, perifornical e parte superior do nicleo arqueado.

Gostariamos de ressaltar que as laminas que apresentaram
comprometimento das estruturas vizinhas ao NDM do hipotalamo, (animais

correspondentes), foram excluidos do nosso estudo.
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3.2.8 Analise Estatistica

Para analise estatistica foram utilizados os seguintes procedimentos:

e indice de dispersdo em torno da média (X) foram o desvio padrao
da média (DP) e o erro padrdo da média {(EPM). As figuras estdo

representadas em X + EPM.

e Andlise de variancia Anova foi utilizada para comparacao dos
valores dentro do mesmo grupo experimental, porém nos diferentes
periodos estudados.

» Teste de Tukey foi utilizado para comparacdo dos valores entre
grupos diferentes (animais controle, com cirurgia simulada e com

lesdes no NDM).

O nivel de significancia adotado para a rejeicdo da hipotese de nulidade

foi de 5%.

Para efeito de calculo estatistico todos os valores nao detectaveis
(abaixo do limite de sensibilidade para o respectivo ensaio) foram arbitrariamente

considerados como ¢ valor da sensibilidade do método (dose minima detectavel).
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RESULTADOS 4

4.1 Concentrac&o Plasmatica de Corticosterona (B)

4.1.1 Experimento em condi¢des basais:

Efeito temporal de diferentes periodos de estresse por contencdo, nas
concentracbes plasmaéticas de corticosterona em ratos submetidos a lesdo

eletrolitica do NDM do hipotalamo , cirurgia simulada e controle.

Os valores individuais em média e erro padrio da média de
corticosterona (ug/dll) plasméticos, em animais controles, cirurgia simulada e com

lesdo do NDM do hipotdlamo, estio apresentados nas tabelas de 1 a 8 {em

anexo).

A tabela 1 apresenta concentragdo de corticosterona (X + EPM) dos
animais controles, com cirurgia simulada e lesados. Fsses dados estio
apresentados na figura 4. Quando comparamos o grupo dos animais controles
com o grupo dos animais com cirurgia simulada, observamos que ndo houve

diferenca significativa entre os valores de corticosterona, entretanto, quando
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comparamaos O grupo controle e o grupo de cirurgia simulada com o grupo dos
animais lesados, notamos valores de corticosterona maiores nos animais cujo

NDM do hipotalamo foi lesado, ocorrendo diferenca estatistica significativa entre

0s grupos (ANOVA p< 0,05).

20~

®)

Corticosterona (no/dh)
S
|

Contr/bas Sim/bas Les/bas

Aplicando teste de Tukey
*p< 0,05, .lesado basal vs controle basal / simulado basai

Figura 4: Niveis plasmaticos de corticosterona (ug/dl) em animais
controles, simulados e lesados mantidos em condi¢des basais
durante um periodo de 15 dias.

4.1.2 Grupo Controle

Efeito temporal de diferentes periodos de estresse por contencdo, nas
concentragdes plasmaticas de corticosterona, em animais confroles submetidos a

estresse por 60 minutos em periodos de 1 dia, 3 dias, 9 dias e 15 dias.
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A tabeia 2 apresenta os valores individuais de corticosterona
plasmatica (ug/dl), a média e erro padrdo da média dos animais controle e controle

com estresse de 1 dia, 3 dias, 9 dias e 15 dias. Esses dados estdo apresentados

na figura 5.

Quando comparamos © grupo controle basal com os grupos controie
submetidos ao estresse por 1 dia, 3 dias, 9 dias e 15 dias, observamos que houve

diferenca estatistica significativa entre eles (Anova p< 0,05)
201
181
16
14
121

10

(10)
ey

Corticosterona (ug/dl)

4 (10)

O_

Contr/bas Contr/Str 1 Contr/Str3 Contr/Str9  Contr/Str15

Aplicando o teste de Tukey
*p<0,085. controle estresse de 1 dia vs controle basal;
**p<0,05 controle estresse de 3 dias vs controle basal;
**p<0,05. controle estresse de 9 dias.vs controle basai

Figura 5: Niveis plasmaticos de corticosterona (ug/dl)y em

animais controle basal e controle com sessdes de estresse de 1,
3, 9 e 15 dias
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4.1.3 Grupo com Cirurgia Simulada

Efeito temporal de diferentes periodos de estresse por contencdo, nas
concentragles plasmaticas de corticosterona, em animais com cirurgia simulada

submetidos a estresse de 60 minutos durante 3 dias, 9 dias e 15 dias.

A tabela 3 apresenta os valores individuais de corticosterona
plasmatica (ug/dl), a média e erro padrio da média dos animais submetidos a
cirurgia simuiada basal e animais submetidos a cirurgia simulada e estresse de 3

dias, 9 dias e 15 dias. Esses dados estéo apresentados na figura 6.

Quando comparamos o grupo cirurgia simulada basal com os grupos
cirurgia simulada submetidos ao estresse de 3 dias, 9 dias e 15 dias, observamos

que houve diferenca estatistica significativa entre eles (Anova p< 0,05)

20
18
(&
16 ]
S 141
E:
= 42
fir]
s
5 10+
7]
g 8
g
23 B8
4..
-
0.. e e

Simibas Sim/Str 3 Sim/Str 9 Sim/Str 15
Aplicando o taste de Tukey

*p 0,05 simulado estressado 3 dias vs simulado basal /simulado estressado 15 dias.
Figura 8: Niveis plasmaticos de corticosterona (ug/dl) em animais
com cirurgia simulada basal e cirurgia simulada com sessées de
estresse de 3, 9 e 15 dias.
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4.1.4 Grupo com Lesdo do NDM do hipotalamo

Efeito temporal de diferentes periodos de estresse por contencao, nas
concentragbes plasmaticas de corticosterona, em animais com lesdac do NDM do
hipotalamo submetidos a estresse de 60 minutos por periodos de 3 dias, 9 dias e

15 dias.

A tabela 4 apresenta os valores individuais de corticosterona
plasmatica (ug/dl), a média e erro padrio da média dos animais com lesio do
NDM do hipotalamo em condigbes basais e submetidos a estresse de 3 dias, 9

dias e 15 dias. Esses dados estdo apresentados na figura 7.

Quando comparamos o grupo lesado basal com os grupos lesados
submetidos ao estresse por 3 dias, 9 dias e 15 dias, observamos que houve

diferenca estatistica significativa entre eles (Anova p< 0,05).
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18

16
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Corticosterona (ug/dl)
el
o]

. |
;
:
0

Les/bas Les/Str3 Les/Str 9 Les/Str15
Aplicando o teste de Tukey

*p<0,05. lesado estressado 3 dias vs lesado basal :
**0<0,06 lesado estressado 2 dizs vs lesado basai.;
*0<0,08, lesado estressado 15 dias.vs lesado basal,

Figura 7: Niveis plasméticos de corticosterona (ugfdl) em animais
com lesdo do NDM do hipotalamo em condicdes basais e animais

com lesdo do NDM do hipotdlamo submetidos a sessdes de estresse
de 3, 9 e 15 dias.

4.1.5 Grupo Controle, com Cirurgia Simulada e com Lesdo do NDM do
hipotalamo submetidos a sessdes de estresse durante 2 dias

Efeito temporal de estresse por contencéo, nas concentracdes
plasmaticas de corticosterona, em animais controle, cirurgia simulada e com lesdo

do NDM do hipotalamo submetidos a estresse de 60 minutos durante 2 dias.

A tabela 5 apresenta os valores individuais de corticosterona
plasmatica (ug/dl), a média e erro padrdo da média dos animais controle, cirurgia
simulada e com les&o do NDM do hipotdlamo submetidos a sessfes de estresse

por 3 dias. Esses dados estéo apresentados na figura 8.
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Quando comparamos o grupo controle com o grupo cirurgia simulada
submetidos ao estresse por 3 dias, observamos que ndo houve diferenca
estatistica significativa entre eles mas, quando comparamos o grupo controle e o
grupo simulado com o grupo com lesdo do NDM do hipotdlamo submetidos ao
estresse por 3 dias, observamos que houve diferenca estatistica significativa entre
eles (Anova p< 0,05).

20 -
18

15

14-

(8)

124

Corticosterona {ug/dl)
S

Contr/Str 3 Sim/Str 3 Les/3tr3

Aplicando o teste de Tukey

*p<0,08. lesado estressado 3 dias vs controle estressado 3 dias / simulado estressado 3
dias.

Figura 8: Niveis plasmaticos de corticosterona (ug/dl) em animais
controle, cirurgia simulada e com les&c do NDM do hipotalamo
submetidos a sessbes de estresse por 3 dias.

4.1.8 Grupo Controle, com Cirurgia Simulada e com Lesdo do NDM do
hipotalamo submetidos a sesstes de estresse de 9 dias

Efeito temporal de estresse por contencdo, nas concentracdes
plasmaticas de corticosterona, em animais controle, cirurgia simulada e com lesdo

do NDM do hipotalamo submetidos a estresse de 60 minutos durante 9 dias.
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A tabela 8 apresenta os vaiores individuais de corticosterona
plasmatica (ug/dl), a média e erro padrio da média dos animais controle, cirurgia
simulada e com les8o do NDM do hipotdlamo submetidos a2 sessdes de esiresse

de 9 dias. Esses dados estéo apresentados na figura 9.

Quando comparamos o grupo controle com o grupo lesado submetidos
ao estresse por 9 dias, observamos que nfo houve diferenca estatistica
significativa entre eles mas, quando comparamos o grupo controle e o grupe
lesado com o grupo simulado submetidos ao estresse por 9 dias observamos que
houve diferenca estatistica significativa entre (Anova p< 0,05).
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mmm._{ Q

Corticosterona (ug/dl)
5

Contr/Str 9 Sim/Str 9 les/Stro

Aplicando o tests de Tukey
*p<0,05 simulado estressado 9 dias vs controle estressado 9 dias / .lesado estressade 9 dias.

Figura 8: Niveis plasmaticos de corticosterona (ug/dl) em animais
controle, cirurgia simulada e com lesdo do NDM do hipotdlamo
submetidos a sessbes de estresse por 9 dias.

- 29«



4.1.7 Grupo Controle, com Cirurgia Simulada e com Les3o do NDM do
hipotalamo submetidos a sessdes de estresse de 15 dias.

Efeito temporal de estresse por contengdo, nas concentragdes
plasmaticas de corticosterona, em animais controle, cirurgia simulada e com ieséo

do NDM do hipotadlamo submetidos a estresse de 60 minutos durante 15 dias.

A tabela 7 apresenta os valores individuais de corticosterona
plasmatica (ug/dl), a média e erro padrdo da média dos animais controle, cirurgia
simulada e com les&o do NDM do hipotalamo submetidos a sessfes de estresse

de 15 dias. Esses dados estdo apresentados na figura 10.

Quando comparamos o grupo controle com o grupo cirurgia simulada e

o grupo com lesdo do NDM do hipotélamo submetidos ao estresse por 15 dias,
observamos que ndo houve diferenca estatistica significativa entre eles (Anova).

20 +

18 -

16

14 4

12~

Corticosterona (ug/dl)
S

Comtr/Stris Sim/Str15 Les/Stris
Figura 10: Niveis plasméticos de corticosterona (ug/dl} em
animais controle, cirurgia simulada e com lesdo do NDM do
hipotalamo submetidos a sessdes de estresse por 15 dias.
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4.1.8 Grupo Controle, com Cirurgia Simulada e com Lesio do NDM do
hipotalamo submetidos a sessdes de estresse de 3 dias, 9 dias e 15 dias.

Efeito temporal de estresse por contengdo, nas concentracbes
plasmaticas de corticosterona, em animais controle, cirurgia simulada e com leséo

do NDM do hipotdlamo submetidos a estresse de 60 minutos durante 3 dias, 9

dias e 15 dias.

A tabela 8 apresenta os valores individuais de corticosterona
plasmatica (pg/dl), a média e erro padrao da média dos animais controle, cirurgia
simulada e com lesdo do NDM do hipotalamo submetidos a sessdes de estresse

por 3 dias, 9 dias e 15 dias. Esses dados estio apresentados na figura 11.

Quando comparamos o grupo controle com o grupo cirurgia simulada e
com o grupo lesado submetidos ao estresse por 3, 9 e 15 dias observamos que
houve diferenca estatistica significativa entre eles (Anova p< 0,05). O grau de
significancia esta presente quando comparamos os animais dos grupos controle
basal, cirurgia simulada basal com os animais do grupo controle estressado por 3
dias; controle basal, cirurgia simulada basal com os animais do grupo cirurgia
simulada estressado por 3 dias; cirurgia simulada estressado por 3 dias com o
grupo dos animais lesados estressados por 3 dias; cirurgia simulada estressado
por 3 dias com o grupo dos animais lesados estressados por 9 dias; cirurgia
simulada estressado por 3 dias com o grupo dos animais lesados estressados por
15 dias; lesado basal com os animais dos grupos controle, cirurgia simulada e

lesados estressados por 15 dias.
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Aplicando teste de Tukey

* p<0,05 lesado basal vs controle basal / simulado basal;
“*p<0,05.controte estressado 3 dias vs controle basal / simuiado basal;
**p<0,05 simulado estressado 3 dias vs controte basal / simulado basal.

Figura 11: Niveis plasméticos de corticosterona (ug/dl) em animais controle,
cirurgia simulada e com lesdo do NDM do hipotalamo submetidos a sessées de
estresse por 3, 9 e15 dias.
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4.2 Avaliacdo Histol6gica do NDM do hipotalamo

4.2.1 Corte histolégico normal

A figura 12 mostra um corte histolégico normal do ntcleo

dorsomediano (NDM) do hipotalamo

@a) ®)

Legendas: (D) regifio dorsomediana do hipotalamo (3V) 3° ventriculo

Figura 12: Fotomicrografia do ntcleo dorsomediano do hipotalamo nos
aumentos 25X (A) e 100X (B); Coloracdo hematoxilina eosina (H.E.).
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4.2.2 Corte histolégico das lesdes

A figura 13 mostra um corte histolégico da destruicdo bilateral do NDM

do hipotalamo de ratos Wistar, machos.

@) S BG)

Legendas: (D) regi&o dorsomediana do hipotalamo, (3V) 3° ventriculo.

Figura 13: Fotomicrografia de uma lesdo padrio do nucleo dorsomediano

do hipotalamo nos aumentos 25X (A) e 100X (B); Coloragdo hematoxilina
eosina (H.E.).
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DISCUSSAOQ 5

Feita a comparacdo enire os grupos através da andlise de variancia

Anova, esta nos mostrou que existe diferenca entre os grupos considerados.

Ao observarmos o grupo controle vimos que houve uma queda
significante dos niveis séricos de corticosterona a partir do nono dia consecutive
de exposicdo ao estresse de contengdo (fig. 5). Com o grupo dos animais
simulado também ocorreu a partir do nono dia de estresse uma queda significativa
nos niveis de corticosterona sérica (fig. 6). Interpretamos esta queda dos niveis
séricos de corticosterona nestes grupos como o inicio da habituagdo diante do

estresse de imobilizagdo.

Ao analisarmos a habituagdo nos grupos em estudo, vimos que tanto no
grupo controle quanto no grupo simulado esta se caracterizou por uma queda
gradativa dos niveis séricos de corticosterona a partir do nono dia de sessbes de
estresse. Entretanto, no grupo lesado (fig.7) isto ndo ocorreu, houve uma
diminuicdo abrupta nos niveis de corticosterona a partir do terceiro dia das

sessbes de estresse. Poderiamos avaliar esta diminuicdo como uma
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potencializagdo a habituagdo para este grupo; porém, quando analisamos os
niveis séricos de corticosterona nas afericbes ap6s o terceiro, nono e décimo
quinto dia de sessbes de estresse, n3o encontramos diferenca significativa entre
os periodos, descaracterizando o que entendemos por processo de habituagao
{fig. 7). Assim, interpretamos que ao lesarmos o NDM do hipotalamo, os animais
passaram a nao reconhecer mais os fatores estressores como tal e, portanto,
passaram também a ndo responder metabolicamente ao estresse, o que se

caracterizou por um nivel constante de corticosterona sérica entre os periodos de

esfresse.

Ressaltamos ainda que o grupo lesado manteve um nivel de
corticosterona constante, porém discretamente acima do grupo controle em seu
estado basal. Isto sugere que provavelmente os estimulos estressores foram
reconhecidos por vias alternativas independentes do NDM do hipotalamo, mas
estas vias devem ter um papel secundario, porque na presenca do NDM do
hipotalamo integro, a produgdo de corticosterona foi potencializada. Uma possivel
explicacdo do fenémeno observado € que a relagéo simpatica entre o NDM e o
NPV agiria amplificando o sinal de estresse para o NPV, com a lesdo do NDM
provaveimente este efeito desaparece, levando o eixo a responder com niveis

inferiores, mantendo niveis baixos de corticosterona durante todos os periodos de

estresse.

Segundo INGLEFIELD et al. (1994), o NDM do hipotalamo é importante
para a regulacido das respostas cardiovasculares associadas aos desafios

emocionais. Esta regido tem sido identificada como um componente do circuito
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neural envolvida com o medo e ansiedade, sem evidéncias de que apos a lesdo
deste nlcleo, este efeito seria perdido. Os autores realizaram a destruigdo quimica
do NDM do hipotalamo pelo acido iboténico {(IBO) e estudaram o impacto sobre as
respostas espontaneas e inatas gos estressores. Concluiram que a lesao bilateral
do NDM pode ter resultadc em uma liberagdo das respostas normalmente
suprimidas para os medos inatos e estimulos de desafios. Nossos resultados
evidenciaram este efeito, pois os animais do grupo fesado reagiram as sessdes de

estresse de contengio, sem alteragdes metabélicas indicativas de estresse, o que

foi comprovado pelos niveis reduzidos de corticosterona sérica.

Em condigbes basais a auséncia do NDM impede a interacdo com o
NPV que deve estar sujeito a modulacgao por outros centros e nicleos. Por este
motivo, a auséncia do NDM facilita a ativaciio do NPV por estes centros e nticleos

em repouso. (fig. 04)

KVETNANSKY et al. (1977) dosaram a norepinefrina (NE) e dopamina
(DA) em dezessete nuicleos hipotalamicos individuais e trés outras regides
cerebrais apds o estresse de imobilizacao agudo e de repeticdo. Apds os
primeiros vinte minutos de imobilizaggo os niveis de NE diminuiram nos nucleos
ventromediano e supra optico e a DA diminuiu no ndcleo arqueado, houve
aumento de NE e DA no NDM. A imobiiizacdo repetida (40 vezes) produziu
aumento de NE no NDM, NVM e ntcleos supra Optico e paraventricular (NPV) e
eminéncia media. A DA aumenta no NDM e NPV. As mudancas nos niveis de
concentracao de NE e DA em alguns nicleos hipotaldmicos individuais apos a

influéncia do estresse indicam que as catecolaminas poderiam estar envolvidas na
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regulagdo de alguns processos neuroenddcrinos que sdo ativados durante o
estresse, principalmente a liberagdo de ACTH. Em nosso estudo o estresse de
conténgéo pode ter aumentado os niveis de catecolaminas cujo efeito indireto foi o
aumento da secrecéo de corticosterona nos grupos controle e simulado e a lesdo
do NDM bloqueou este efeito provaveimente pela destruicac dos receptores para

catecolaminas presentes no NDM lesado (fig. 7).

DIMICCO et al. (1996) sugerem que a ativagio de neurdnios na regiao
do NDM do hipotalamo leva a alteragtes cardiovasculares estresse induzidas e

que a atividade destes neurdnios pode ser determinada pelo balanco entre a

quantidade de receptores GABA inibidores e receptores amino acidos excitatorios.

Os ajustes cardiovasculares e metabélicos durante situacdes de
estresse envolvem a participagdo dos sistemas simpatico-adrenal e hipotalamo-
hipéfise-adrenocortical, que interagem em varios niveis. KVETNANSKY et al.
(1993) observaram que os glicocorticdides endogenos reprimem as respostas do
ciclo das catecolaminas: sintese, liberagao, recaptacdo e metabolismo nos nervos
periféricos, sugestivo neste modelo de estresse de imobilizacdo. Apos a lesao do
NDM do hipotalamo os niveis de corticosterona se mantiveram estaveis, em um
patamar abaixo dos niveis dos animais controle e cirurgia simulada. Acreditamos
que possa ter havido uma elevacdo dos niveis de catecolaminas nos nervos
periféricos dos animais do grupo lesado, entretanto apenas um outro estudo

podera avaliar estas alteractes.

- 38 -



SALIM (1987) relatou que o estresse ativa o hipotalamo de ratos
causando uma descarga adrenérgica com a liberacdo de um estimulo alfa-
adrenergico que atinge o estémago pela via adrenérgica hipotdlamo-vagal. Seus
dados mostram que ¢ estresse prolongado em ratos estimula a secregio gastrica
e produz ulcera duodenal; em outrc estudo SALIM (1987) observou que a duracéo
do estresse no rato determina a natureza da leséo gastrica produzida. SALIM
(1988) também observou que a manutencao do estresse produz Glcera gastrica
cronica. Para nos, a lesdo do NDM do hipotalamo blogueou as respostas dos
animais ao estresse de contencdo, o que nos leva a supor que tenha havido
protecao da mucosa gastrica nos animais do grupo lesado em relagéo ao risco de
surgimento de Ulceras de estresse, embora isto néo tenha sido objetivo de nosso

estudo.

Para GREENWOOD & DIMICCO (1995), o bloqueio dos receptores de
acido gama-amino-butirico (GABA) no NDM do hipotdlamo induz alteragdes
comportamentais e cardiovasculares semelhantes aquelas produzidas peio
estresse emocional. Assim, a liberagdo dos neurénios do NDM do hipotalamo pelo
antagonista do GABA bicuculina, aumentam a motilidade jejunal das vias
colinérgicas vagais e ndo vagais e das vias n2o colinérgicas. Em estudo anteriores
DENOFRE-CARVALHO et al.(1994) observaram que a lesdo do NDM do

hipotalamo acelerou o esvaziamento gastrico de ratos machos.

KEIM & SHEKHAR (1996) testaram o bloqueador bicuculina dos
receptores para GABA aplicado através de micro-injecoes no NDM do hipotalamo

para elucidar as mudangcas nos niveis plasmdticos de hormodnio
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adrenocorticotrofico e corticosterona. Concluiram que o sistema de inibicao
mediado pelos receptores tonicos do GABA regula uma resposta coordenada
fisiologica e neuroendoécrina no NDM do hipotalamo e que estas respostas nao se

devem & difus&o do bicuculina para os ndcleos paraventriculares de ratos.

BEAULIEU et al. (1987) relatam que seus estudos confirmam a
hipétese de um papel inibitério do sistema dopaminérgico no nicleo amigdaldide
central em relagdo a4 secrecdo de ACTH. Seus estudos também indicam que o
controle da secrecdo de ACTH em resposta ao estresse de contencdo, os
sistemas noradrenérgicos e dopaminérgicos atuam de maneira antagénica em
certas estruturas cerebrais como as areas hipotalamicas anterior e lateral e no

nacleo amigdaidide cerebrai.

ODA et al. (1988) relataram que as alleragbes no endotiélio
microvascular sob a condicdo de estresse de restricdo contribuiram para a
formagéo de Ulceras de estresse e ocorreram devido a hiperestimulagio dos
nervos colinérgicos e pela modificacido da degranulacdo de mastdcitos. Destas
observages, concluimos que o estresse tém como via final diversos efetores e
que o efeito do estresse em diversos érgaos decorrem do desequilibrio entre os

mecanismos de agressdo e adaptacao

Ll et al. (1996) avaliaram os neurdnios catecolinérgicos dos nicleos do
trato solitario e ventro lateral da meduia que se dirigem ac nucleo paraventricular
do hipotalamo como mediadores das respostas neuroendécrinas hipotalamicas.

Concluiram que o choque aplicado nos pés dos animais ativaram os neurdnios
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medulares aminérgicos como uma conseqiiéncia secundaria ao estresse mediado
por uma via descendente transeccionada pela ablagdo. A ativacio dos neurdnios
medulares aminérgicos ndo € necessariamente preditiva de um envolvimento
deste grupo de células na resposta visceromotora hipotalamica a um agente
agressor € embora haja similaridades entre os neurdnios eferentes hipotalamicos
e seus aferentes que podem ser ativados por estresse de diferentes tipos,
mecanismos distintos medeiam as respostas hipotalamicas adaptativas em cada

caso.

Para CULMAN et al. {1984), a imobilizacéo aguda de ratos aumentam
a concentragdo de serotonina nas eminéncia média, NVM e NDM do hipotalamo.
A imobilizagao repetida aumenta a concentragéo de serotonina no NDM apds sete
dias consecutivos de imobilizagdo e na eminéncia média apés quarenta dias
consecutivos de exposicdo a imobilizagdo. As mudangas na concentracdo de
serotonina em aiguns nicleos hipotalamicos de ratos, ap6s a primeira exposicao
ao estresse, indicam o envolvimento da serotonina na ativagdo do sistema
hipéfise-adrenal bem como em outras reagdes neuroendécrinas iniciadas no
hipotalamo durante o estresse agudo. Com base nestes resultados, os autores
presumem que o papel do sistema serotoninérgico na regulagio da resposta
pituitaria — adrenocortical, durante o estresse de repetico em ratos, ainda nio

esta bem estabelecida.

BEAULIEU et al.(1986), procurando explicar os motivos pelos quais ha
diminuicao da secrec@o de ACTH nos animais com les&o do nlcleo amigdaldide

cerebral (NAC), observaram que a lesdo do NAC ocasionou diminuicao da
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atividade seroto/aminérgica , em relagdo ao controle, nos nicieos hipotalamicos
paraventriculares, areas hipotaldmicas anteriores, e dorsomediana e também um
decréscimo abaixo dos niveis de controle no NVM do hipotalamo. Entretanto a
atividade serotoninérgica se manteve elevada nas areas ricas em receptores para
glicocorticoides da amigdala, chamada de nidcleos das éareas amigdaldides
mediana, area cortical e amigdaldide basal. Estes resultados sugerem que o
complexo amigdaldide participa do controle do “feedback™ negafive dos
glicocorticbides em relagdo a secrecio de ACTH numa via interativa com o

sistema serotoninérgico.

BEAULIEU et al.(1987) obtiveram uma diminui¢io significativa da
secrecdo de ACTH em resposta ao estresse de contencdo em ratos submetidos a
les&o bilateral do nlcleo amigdaldide cerebral (NAC). Estes autores relatam que o
estresse aumenta a atividade noradrenérgica no NAC e nas areas hipotalamicas
anteriores e lateral. O estresse também diminui a atividade dopaminérgica no
NAC, nucleo cortical da amigdala NDM e nucleo ventromediano (NVM) do
hipotalamo e na area tegmental ventral. Seus resultados sugerem a hipétese de
haver um papel inibitorio do sistema dopaminérgico sobre o NAC que se reflete na
secre¢cao de ACTH. Provavelmente a inibicdo deste sistema dopaminérgico pela
lesdo do NDM do hipotalamo realizado em nossa pesquisa, contribuiu para a
diminuigdo da produgdo de corticosterona nos animais lesados, submetidos ao

estresse de contencao. (fig. 7)

MCEWEN (1998) relatou que a adaptagdo face mudancas

potencialmente estressantes envolve a ativagdo dos mecanismos neural,
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neurcenddcrino € neuroenddcrino — imunolégico. A estes mecanismos da-se o
nome de “alostase” ou estabilidade a mudangas e é um componente essencial
para a manutengdc da homeostase. Quando estes sistemas sdo ativados e
desativados de maneira eficiente e pouco freqiiente o organismo é capaz de

cooperar efetivamente para reagir a mudangas que poderiam comprometer sua

sobrevivéncia.

DOBRAKOVOVA et al. (1987) sugerem que os estimulos individuais
estudados (exposi¢io a vocalizagao e exposigdo ao cheiro de sangue de animais
decapitados) nao ativam as respostas neuroendécrinas por si mesmos. Entretanto
eles sensibilizam o sistema simpato adrenal para uma resposta melhorada a um

novo estressor pela mudanca do ténus emocional devido a mudangas na

excitabilidade do sistema nervoso central (SNC).

TSUDA et al. (1987) estudaram a habilidade de ratos em administrar
um agente estressor ou inativa-lo. Concluiram que o grau de controle que um
organismo tem sobre um agente estressor modula o impacto causado por este
agente no estado psicolégico e neuroquimico dos animais, e que a noradrenalina
cerebral estd implicada no processo de aprendizado onde um organismo

consegue competir contra um agressor.

AGUILERA et al. (2000), nos dizem que além do papel da
vasopressina na conservacéo da agua, esta regula a secrecdo pituitaria de ACTH
por potencializar os efeitos estimulatorios do horménio liberador da corticotrofina

(CRH). Seus estudos sugerem que a regulacdo do eixo hipotalamo-hipofise-



adrenal pela vasopressina é fundamental para manter a falta de respostas a

corticotrofina na presenca de altos niveis de glicocorticoides circulantes, durante o

estresse crénico.

Nosso estudo vem ressaltar o papel do NDM do hipotalamo na resposta
ao estresse cronico, demonstrando a importancia deste nicleo na extingao ou néo
do estimulo estressante, ou seja, contribuindo provaveimente com o mecanismo
de habituagdo do animal para que ele ndo entre na fase de exaustdo. E
necessario que o animal se adapte ao agente estressor para nac morrer, nestas
circunstancias © mecanismo de habituagdo pode ter um papel principal na
integridade do sistema imunoldgico. Provavelmente, mecanismos metabélicos
também estao ligados aos mecanismos de estresse devido & necessidade de
substratos energélicos para a sobrevivéncia dos animais em situagbes de

estresse.



CONCLUSOES

¢ Alesao do NDM do hipotalamo altera o eixo hipotdlamo — hipéfise —

adrenal, modificando a resposta basal do animal.

e A concentragdo de corticosterona no grupo dos animais lesados
aumentou significativamente em condigbes basais e depois sofreu
uma reducdo que praticamente se manteve constante durante os

periodos de estresse de imobilizacéo.

o Os animais do grupo lesado na@o reconheceram os estimulos
estressores e, portanto, o processo de habituacdo nadoc foi

desencadeado.
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Tabela 1: Valores individuais de corticosterona (B) plasmatica (ug/dl) ,em X + DP
+ EPM dos animais Controle, com Cirurgia Simulada e com Lesdo do nicleo

dorsomediano do Hipotalamo, em condigGes basais.

O~ O D wN ]

DP
EPM

3,8
3,8
1.4
1,8
7,2
1,0
1,2

2,613
2,212
0,782

1.8
1,9
2,2
0,6
0,5
0,4
0,6

1,213
0,755
0,267

11,8
7.4
11,3
11,8
16,7
18,6

8,2

12,475
3,855
1,363
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Tabela 2: Valores individuais de corticosterona plasmatica (ug/dl), em X + DP +
EPM, dos animais Controle, Controle com estresse de contencdo de 1 hora/dia
durante 1 dia, 3dias, 9 dias e 15 dias.

Avimais  Pamsal  Stidia  Stadas  Stodies  St1scias
1 07 13,1 9.2 9,5 6,4
2 3.8 14,0 12,2 12,0 6,5
3 3,8 7,9 149 11,0 18
4 1.4 59 6,2 3,2 1.2
5 1,8 8,3 14,5 5,0 7.7
5] 7,2 11,2 14,0 8,8 3,4
7 1,0 14,6 14,9 2,0 8,2
8 1,2 18,2 14,0 3,8 50
9 6.0 7,9

10 9.4

N 8 9 8 10 8
X 2,613 11,022 12,400 7,260 5,025
DP 2212 4,274 3,111 3,497 2,645
EPM 0,782 1,425 1,100 1,106 0,933

Tabela 3: Valores individuais de corticosterona plasmatica (ug/dl), em X + DP +
EPM |, dos animais com cirurgia simulada, cirurgia simulada com estresse de
contencéo de 1 hora/dia durante 3 dias, 9 dias e 15 dias.

1 1,6 40,0 11,1 2,8
2 1,9 8,4 13,0 52
3 1,8 8,6 7.7 3,6
4 2.2 17.8 33 1.9
5 0,6 4,5 3,6 4.5
6 05 11,0 15,8 2,1
7 0,4 7,5 8,9 2,3
8 0,6 14,8 5,2 4.8
9 8,6
N 8 8 8 9
X 1,213 14,075 8,575 3,978
DP 0,755 11,295 4,520 2,121
EPM 0,267 3,993 1,598 0,707

-57.



Tabela 6: Valores individuais de corticosterona plasmatica (ug/dl) , em X + DP +
EPM, dos animais controle, cirurgia simulada e com lesdo do nicleo
dorsomediano do hipotalamo e estresse de contengdo de 1 hora/dia durante 9
dias.

. Condicdo - Controle . Cirurgia Simulada Lesdo do NDMH
" Animais St9dias St9dias . St9dias
1 9,5 11,1 0,6

2 12,0 13,0 9,6

3 11,0 7.7 52

4 3,2 3.3 13,8

) 50 36 2,1

6 8,8 15,8 2,5

7 2,0 8,9

8 3.8 52

9 7.9

10 9.4

N 10 8 8
X 7,280 8,575 5633
DP 3,497 4,520 5,104
EPM 1,106 1,598 : 2,084

Tabela 7: Valores individuais de corticosterona plasmatica (ug/dl) , em X + DP +
EPM, dos animais controle, cirurgia simulada e com lesdo do nucleo
dorsomediano do hipotédlamo e estresse de contencdo de 1 hora/dia durante 15
dias.

'~ Condicdo . Controle Cirurgia Simulada = Lesio do NDMH
. Animais = St15dias St15dias  StiSdias
1 6,4 2.8 1,9

2 8,5 5,2 3,0

3 1,8 3.6 3,7

4 1,2 1,9 1,5

5 7.7 4,5 8,8

6 3.4 2,1 2,2

7 8,2 2,3 2,3

8 5,0 4,8

9 8,6

N 8 9 7

X 5,025 3,978 3,343

DP 2,645 2,121 2,513

EPM 0,935 0,707 0,950
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