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RESUMO
CAMIN, N. A. Controle do sistema de estresse em ratas Wistar adultas submetidas ao
bloqueio dos receptores mineralocorticoide ou glicocorticoide ap0Os estresse na pre-
puberdade. 2016. 54 f. Dissertacdo (Mestrado) — Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto,
Universidade de S&o Paulo, Ribeirdo Preto, 2016.

A adolescéncia é um periodo critico para o desenvolvimento dos individuos. Durante esta
fase vérias estruturas cerebrais responsaveis pelo controle das respostas estressoras atingem sua
maturidade. Assim, estressores agudos ou crénicos podem repercutir negativamente e alterar a
resposta de estresse bem como o comportamento na vida adulta. O eixo hipotalamo-hipofise-
adrenal (HPA) integra o sistema do estresse, cujo controle inibitorio estd regulado pelos
glicocorticoides, os quais agem em receptores dos tipos mineralocorticoide (MR) e
glicocorticoide (GR). E desconhecido o papel destes receptores nos efeitos de longa duracéo
induzidos pelo estresse na pré-puberdade em modelos animais. O objetivo deste trabalho foi
verificar se o bloqueio dos receptores MR ou GR ap0s 0 estresse na pre-puberdade previne suas
alteracdes sobre o comportamento exploratorio e o controle do eixo HPA, em ratas adultas. Desta
forma, ratas pre-puberes, com 26 dias de idade, foram submetidas a uma ou sete sessfes diarias
de contencdo e, em seguida, a administracdo dos antagonistas MR (Espironolactona) ou GR (RU-
486). Na fase adulta, aos 60 dias de idade, os animais foram avaliados no labirinto em cruz
elevado e, no dia seguinte, submetidos novamente a contencdo, concomitantemente com coleta
seriada de sangue para avaliar a resposta do eixo HPA. Subsequentemente, realizou-se a perfuséo
do cérebro assim como a coleta das adrenais e timo. Efetuou-se a dosagem de corticosterona por
radioimunoensaio e analisou-se a expressdo e atividade dos neurbnios CRH na regido
parvocelular medial do nucleo paraventricular do hipotalamo, por imuno-histoguimica. O estresse
crénico na pré-puberdade causou reducdo no peso corporal, atraso na puberdade e diminuicdo da
expressdo de CRH e Fos em resposta ao estresse agudo na vida adulta. Ndo houve efeitos sobre o
peso do timo e parametros comportamentais. Contudo, RU-486 promoveu aumento da
corticosterona e adrenais. O estresse agudo ocasionou avanco da puberdade e associado com RU-
486 ou Espironolactona também diminuiu a atividade dos neurdnios CRH em resposta a0 mesmo
estressor na vida adulta. Estes resultados demonstram que a administragdo de Espironolactona
pode ser uma estratégia promissora para atenuar os efeitos centrais a longo prazo decorrentes do
estresse agudo na pré-adolescéncia.

Palavras-chave: Espironolactona. RU-486. Corticosterona. CRH. Adolescéncia.



ABSTRACT

CAMIN, N. A. Stress system control in Wistar adult female rats subjected to the blockade of
the mineralocorticoid or glucocorticoid receptors after stress in prepuberty. 2016. 54 f.
Dissertagéo (Mestrado) — Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, Universidade de S&o Paulo,
Ribeirdo Preto, 2016.

Adolescence is a critical period to the individual’s development. Several brain structures
responsible for the control of stressful responses reach maturity during this phase. Thus, acute or
chronic stressors can have a negative effect and alter the stress response as well as behavior in
adulthood. The hypothalamus-pituitary-adrenal axis (HPA) is part of the stress system, whose
inhibitory control is regulated by glucocorticoids through mineralocorticoid (MR) and
glucocorticoid (GR) receptors. It is unknown the role of these receptors in the long-term effects
induced by stress in the prepuberty in animals models. The aim of this study was determine
whether MR or GR receptor blockade after stress in prepuberty prevents their changes on
exploratory behavior and control of the HPA axis in adult female rats. Thus, prepuberty female
rats, at 26 days old, were submitted to one or seven daily restraint sessions followed by
administration of MR (Spironolactone) or GR (RU-486) antagonists. In adulthood, at 60 days old,
the animals were evaluated in the elevated plus maze. In the next day, they were subject again to
restraint concurrently with serial blood sampling to evaluate the HPA axis response.
Subsequently, it was performed the brain perfusion as well as the collection of the adrenal glands
and thymus. It was conducted the dosage of corticosterone by radioimmunoassay and analyzed
the expression and activity of CRH neurons in the medial parvocellular subdivision of the
paraventricular nucleus of the hypothalamus by immunohistochemistry. Chronic stress in
prepuberty reduced the body weight, delayed the puberty and decreased the CRH and Fos
expression in response to acute stress in adulthood. There was no effect on thymus weight and
behavioral parameters. However, RU-486 increased the corticosterone secretion and adrenal
glands weight. Acute stress caused advancement of puberty and associated with RU-486 or
Spironolactone also reduced the activity of CRH neurons in response to the same stressor in
adulthood. These results demonstrate that Spironolactone administration may be a promising

strategy to attenuate the central long-term effects resulting from acute stress in prepuberty.

Keywords: Spironolactone. RU-486. Corticosterone. CRH. Adolescence.
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1. INTRODUCAO

A puberdade e a adolescéncia séo termos usados frequentemente e de forma alternada
como sinbnimos. Para especialistas, no entanto, a puberdade refere-se a ativacdo do eixo
hipotalamo-hipéfise-gbnadas, que culmina na maturacdo testicular ou ovariana (GRABER,;
BROOKS-GUNN, 1998). Por outro lado, a adolescéncia é um periodo transitério da infancia
para a vida adulta no qual ocorre a maturagdo do comportamento social e cognitivo (SISK;
FOSTER, 2004). Desta forma, a adolescéncia € 0 momento em que se manifesta a interacdo
social tipica observada nos adultos e a participacdo em atividades que envolvem riscos, como
consumo de substancias psicoativas, pratica sexual sem protecdo, entre outros. No entanto, ha
diferencas marcantes no comportamento dos adolescentes em relagdo aos adultos uma vez que
jovens apresentam uma busca maior por novidade e impulsividade além de marcada reducéo
de estresse e ansiedade em resposta a novidade (ADRIANI et al., 2003).

Em humanos, existem padronizacOes diferentes de intervalos etarios que definem o
periodo da adolescéncia: a Organizacdo Mundial da Saude (2001) a classifica entre 11 e 19
anos; ja o Estatuto da Crianca e do Adolescente (1990), no periodo de 12 a 18 anos.
Entretanto, biologicamente e comportamentalmente € dificil caracterizar com exatiddo o
inicio e o final deste processo. Marcadores fisicos sdo utilizados como estimativa do inicio da
puberdade em humanos e roedores. O primeiro indicio da puberdade em humanos € o
aumento testicular, que antecede o surgimento de pelos pubianos e a ejaculacéo, e o inicio do
desenvolvimento mamario, seguido pelo crescimento de pelos pubianos e, posteriormente,
pela menarca (NEINSTEIN, 2002). Dada sua semelhanca com humanos, os ratos sdo um dos
mais relevantes modelos animais para pesquisa sobre processos fisiolégicos (SUCKOW;
WEISBROTH; FRANKLIN, 2005). Um indicador em ratos machos é a separacdo balano
prepucial, que ocorre por volta dos 40 dias de idade e precede a mobilidade espermatica e o
pico de testosterona, o qual acontece em torno dos 65 dias (KORENBROT; HUHTANIEMI,
WEINER, 1977). Em ratas, um marcador é a abertura vaginal que ocorre aproximadamente
aos 35 dias de idade e precede o estro e a ovulacdo (EVANS, 1986). No entanto, hd uma
variacdo significativa na literatura para o dia da abertura vaginal (32 a 38 dias), mesmo
quando se considera a mesma linhagem. Esta diferenca em parte é devida as variacdes nas
praticas de avaliacdo, além de fatores ambientais e de desenvolvimento, como a dieta,
manipulacdo diéria, exposicdo a glicocorticoides e idade materna (VAN GROEN; WYSS,

1990; LEWIS et al.,, 2002). Embora tais marcadores estejam ligados ao aumento nas
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concentragdes plasmaticas de horménios gonadais, a puberdade também pode ser
caracterizada por mudangas comportamentais e cerebrais (SPEAR, 2000). Algumas alteracoes
cerebrais durante a puberdade, observadas em estudos com modelos experimentais e
humanos, séo independentes de acdo hormonal como a neurogénese, apoptose, crescimento
neuronal, mielinizagdo, proliferacdo dendritica e sinaptogénese (SISK; ZEHR, 2005). Assim,
existe uma variabilidade em termos da idade usada para definir a adolescéncia. Um sistema
geral de classificacdo da adolescéncia para o roedor apresenta trés fases: pré-puberdade ou
adolescéncia inicial, compreendendo um periodo entre 21 e 34 dias de idade (ratos sdo
desmamados geralmente com 21 dias de vida); adolescéncia média, entre 34 e 46 dias de
idade, e adolescéncia tardia, entre 46 e 59 dias de idade (TIRELLI; LAVIOLA; ADRIANI,
2003). A partir dos 60 dias de vida, € comum considerar o comeco da idade adulta, visto que
0s animais alcangaram maturidade fisica e sexual (SPEAR, 2000).

Entre humanos, a maioria dos adolescentes atravessa este periodo sem grandes
dificuldades. Porém, mesmo aqueles adolescentes que ndo tém problemas significativos de
indole pessoal ou de necessidades especiais de salde, enfrentam tensdes momentaneas e
precisam de ajuda para fazer adequadamente a transi¢ao para a vida adulta (BARKER, 2007).
A puberdade representa um periodo de desenvolvimento associado com aumento da
vulnerabilidade a varios transtornos relacionados ao estresse, tais como ansiedade e depressao
(KINSEY-JONES et al., 2010). Estressores fisicos, psicolégicos e sociais fazem desta fase um
ponto critico contra 0s quais uma resposta inadequada pode aumentar as chances de
consequéncias patoldgicas na fase adulta. Esta susceptibilidade também esta relacionada ao
género, uma vez que mulheres sdo duas vezes mais propensas que homens ao
desenvolvimento de psicopatologias relacionadas ao estresse (WULSIN et al., 2016).
Transtornos depressivos, suicidios (GREYDANUS; BACOPOULOU; TSALAMANIQOS,
2009), estresse poOs-traumatico (CHEMTOB et al.,, 2011), transtornos alimentares
(GONZALEZ; KOHN; CLARKE, 2007) e abuso de substancias quimicas (WORLD
HEALTH ORGANIZATION, 2001) apresentam-se com frequéncia maior na adolescéncia. A
negligéncia no cuidado com a salde durante esta faixa etéaria incrementa o aparecimento de
deficiéncias nos campos cognitivos (aten¢do, memdria, orientacdo), psicossocial e laboral na
vida adulta (GRANT et al., 2003; KIM et al., 2013). Estes eventos patoldgicos traduzem-se
em aumento no gasto do sistema salde levando também a incapacidade e a diminuicdo da
forca laboral. Na Europa e nos Estados Unidos, estima-se que o custo anual da depressdo é em
torno de 150 e 83 bilhdes de dblares, respectivamente (SOBOCKI et al., 2006; BIRNBAUM
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et al., 2010), tornando-se a doenga que causa a maior inabilidade funcional (WHITEFORD et
al., 2013). Estes fatores indicam a necessidade da melhor compreensdo dos mecanismos
neuronais e hormonais responsaveis por alteracdes patoldgicas na fase adolescente, que se
manifestam de imediato ou em idade futura, para assim, desenvolver medidas preventivas e
intervencdes terapéuticas a serem aplicadas precocemente na adolescéncia a fim de atenuar

tais enfermidades na vida adulta.

O sistema de estresse é a designacao dada ao conjunto de componentes do organismo
mobilizados para adaptacdo as situacOes de estresse induzidas por diferentes estimulos
estressores. Esses componentes sdo 0 eixo hipotadlamo-hipdfise-adrenal (HPA), sistema
nervoso vegetativo, sistemas aminérgicos centrais, sistema limbico cortical e subcortical, além
do sistema imune (ASSENMACHER et al., 1995; PACAK, 2001). A atividade do eixo HPA é
controlada pela secregdo do hormonio liberador de corticotrofina (CRH) e de vasopressina
(AVP) produzidos no hipotalamo, que ativa a secre¢cdo do horménio adrenocorticotréfico
(ACTH) pela hipofise e, em consequéncia, a secrecdo de glicocorticoides (cortisol em
humanos e corticosterona em roedores) pelo cortex da adrenal. Esses neuro-horménios séo
produzidos por corpos celulares neuronais, principalmente no nucleo paraventricular do
hipotalamo (PVN) (LIGHTMAN, 2008). Os glicocorticoides interagem com seus receptores
em multiplos tecidos-alvo, incluindo o préprio eixo HPA, onde sdo responsaveis pela inibicdo
da secrecdo de ACTH pela hipofise e de CRH pelo hipotalamo, configurando um mecanismo
de retroalimentacéo negativa (DE KLOET; JOELS; HOLSBOER, 2005). A regulacéo do eixo
HPA pelos glicocorticoides é mediada por dois subtipos de receptores intracelulares: receptor
mineralocorticoide (MR) e receptor glicocorticoide (GR) (OITZL et al., 2010). O primeiro
estd limitado ao septo lateral e hipocampo, com uma maior concentracdo no subiculo dorsal,
regido CA: assim como no giro denteado (REUL; DE KLOET, 1985). Possui afinidade
elevada por corticosteroide enddgeno, por esse motivo, durante o ciclo circadiano,
concentracdes baixas desse hormoénio permitem sua ativacdo, para manter a atividade do eixo
HPA em condicdes basais (SPENCER et al., 1998). Em contraste com 0 MR, o0 GR tem uma
maior amplitude de distribui¢do no cérebro. Apresenta maiores concentracdes no septo lateral,
giro denteado, nlcleo do trato solitario e amigdala central. Sdo numerosos no nucleo
paraventricular e locus coeruleus e presentes em quantidades baixas nos nucleos da rafe,
subiculo dorsal bem como regido CA: (REUL; DE KLOET, 1985). Possui uma afinidade
menor por corticosteroide enddgeno e afinidade alta por dexametasona (REUL; VAN DEN
BOSCH; DE KLOET, 1987). Logo, durante o pico circadiano ou estresse agudo, as
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concentragbes elevadas de corticosteroide ativam progressivamente 0s receptores
glicocorticoides, o que permite a retroalimentacdo do eixo HPA (DE KLOET et al., 1998;
SPENCER et al., 1998; DE KLOET; JOELS; HOLSBOER, 2005) . Além disso, a ativacio do
receptor MR parece possuir uma agdo relevante modulando os efeitos mediados por GR
(SPENCER et al., 1998).

A resposta do sistema de estresse tem sido extensamente estudada em modelos de
estresse pré-natal, pos-natal e idade adulta. Entretanto, durante a adolescéncia vérias
estruturas responsaveis pelo controle da resposta estressora (hipotadlamo, hipocampo,
amigdala e cortex pré-frontal), ainda estdo em desenvolvimento (SPEAR, 2000) e podem ser
as responsaveis por alteracbes comportamentais e hormonais observadas na idade adulta, o
que demanda a necessidade de mais estudos nessa fase do ciclo de vida (MCCORMICK;
MATHEWS, 2007). Basicamente dois modelos experimentais foram desenvolvidos para
estudar os efeitos do estresse na adolescéncia inicial dos roedores. Um primeiro, comparando
adolescentes e adultos submetidos a diferentes paradigmas de estresse agudo ou cronico. E
um segundo, acompanhando os adolescentes submetidos a estresse até a vida adulta e
observando as consequéncias hormonais e cognitivas. Assim, por exemplo, machos
adolescentes expostos ao éter por 1,5 ou 3 min (GOLDMAN et al., 1973; VAZQUEZ; AKIL,
1993) ou submetidos a contencéo por 30 minutos (ROMEO et al., 2004, 2006) responderam
com producdo maior e mais prolongada de corticosterona, quando comparados aos adultos.
Em fémeas, existem dados realizando tal comparacdo, que descrevem aumento (ROMEO;
LEE; MCEWEN, 2004) ou diminuicdo (VIAU et al., 2005) da concentracdo de corticosterona
em resposta a 30 minutos de contencdo. Diferentemente do que ocorre na idade adulta,
quando o estresse foi repetido, ratos jovens apresentaram secrecdes elevadas de corticosterona
apos contencdo por 30 minutos durante 7 dias, em comparagdo com animais submetidos a 1
dia de estresse (ROMEDO et al., 2006). Em modelos de acompanhamento até a fase adulta, os
ratos submetidos a estresse agudo, crénico, ou a estresse moderado cronico mostraram
resultados divergentes. Aumento (ISGOR et al., 2004), diminuicdo (GOLISZEK et al., 1996)
ou auséncia de efeitos na resposta do eixo HPA, analisada na fase adulta, foram descritos. Na
avaliacdo comportamental dos animais adultos submetidos a estresse na adolescéncia, houve
comprometimento ou melhoria (AVITAL; RICHTER-LEVIN, 2005) no desempenho das
tarefas do aprendizado espacial, assim como na exploracdo do labirinto em cruz
(MCCORMICK et al., 2010). Os estudos sobre alteracdes das principais estruturas envolvidas
durante a resposta estressora sdo insuficientes para entender as alteragdes hormonais e

comportamentais observadas. A analise da expressdo da proteina Fos (marcador de atividade
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neuronal) indicou que a resposta maior de machos adolescentes apds contengdo foi restrita ao
PVN, diferente dos adultos em que varias regies sdo ativadas (KELLOGG;
AWATRAMANI; PIEKUT, 1998). Apos estresse imunolégico, a expressdo de Fos no PVN
foi maior em ratos adultos quando comparados com adolescentes (GOBLE et al., 2011). Viau
e colaboradores (2005) observaram, apds 30 minutos de estresse de contencdo, aumento na
expressdo de RNAm para CRH no PVN de ratos com 60 dias comparados aos de 30 dias,
diferentemente da expressdo do RNA heteronuclear para AVP, maior no grupo de 30 dias do
que no grupo de 60 dias.

Como relatado anteriormente, existe uma diversidade grande na literatura sobre as
respostas comportamentais e neuro-hormonais de longa duracdo decorrentes do estresse na
adolescéncia. Para tentar compatibilizar alguns destes modelos animais, nosso laboratério
desenvolveu um protocolo de estresse na adolescéncia inicial para ratos machos e fémeas
Wistar (TRASLAVINA; DE OLIVEIRA; FRANCI, 2014). Foram avaliados os efeitos sobre
a exploracédo do labirinto em cruz e a resposta do eixo HPA na fase adulta, apds aplicacéo de
estresse aos 26 dias de vida. A duracdo e a natureza do estressor foram estudadas em grupos
diferentes. Os estimulos estressores de contencdo, de hipoglicemia ou de infeccdo aguda ou
crénica demonstraram afetar diferentemente o comportamento e a atividade do eixo HPA, em
ratos adultos. Foi demonstrado claramente que existe especificidade nas consequéncias a
longo prazo do estresse aplicado na adolescéncia. Estes eventos sdo mediados pelo sexo, pela
natureza e pela duracdo do estressor. A contencdo e a infecdo produziram as maiores
alteracdes nas variaveis estudadas. Além disso, as fémeas foram mais sensiveis a natureza do
estressor e 0s machos, a duracdo do mesmo. O sistema nervoso simpatico, o sistema
aminérgico central e/ou a alteracdo na sensibilidade da glandula adrenal ao ACTH séo
possiveis mecanismos envolvidos, visto que a atividade dos neur6nios CRH e AVP no PVN
ndo foi modificada. No entanto, as vias e 0s locais especificos responsaveis por estes efeitos

nao foram identificados.

O desenvolvimento de acBes terapéuticas para reverter ou atenuar os efeitos adversos
do estresse na adolescéncia e a identificacdo dos mecanismos neuro-hormonais envolvidos
ainda ndo foram explorados. Neste campo, existem possiveis candidatos que incluem
antidepressivos, ansioliticos, inibidores da sintese de glicocorticoides, antagonistas dos
receptores do CRH, assim como antagonistas dos receptores MR e GR. Dentro destes Gltimos,
dois compostos sobressaem na literatura que envolve o estudo do eixo HPA e o estresse. A

Espironolactona é um antagonista competitivo dos receptores MR. Seu mecanismo envolve



21

diminuicio da bomba Na® K*-ATPase no tdbulo distal, além de possuir efeitos
antiandrogénicos leves (BRUNTON; CHABNER; KNOLLMANN, 2008). Este medicamento
é extensamente usado na area clinica para tratamento de doencas que envolvem ascite,
hipertensdo portal bem como coadjuvante na terapéutica de hirsutismo e acne. Nas Ultimas
décadas, tornou-se uma ferramenta importante no estudo da atividade dos receptores MR e do
controle do eixo HPA, além de possuir efeitos terapéuticos no tratamento de doencas
psicoafectivas, tais como transtorno bipolar (JURUENA et al., 2009; CORNELISSE; JOELS;
SMEETS, 2011). Por outro lado, o composto RU-486 (Mifepristona), compete efetivamente
com a progesterona e os glicocorticoides pela ligagdo com os seus receptores PR e GR,
respectivamente (BRUNTON; CHABNER; KNOLLMANN, 2008). Apo6s sua sintese em
1981, seu principal uso foi para interromper a gravidez, dado seu efeito anti-progesterona. No
entanto, seu uso estendeu-se para o estudo da atividade dos receptores GR no controle da
secrecdo dos glicocorticoides, assim como durante e ap0s a resposta ao estresse (BAULIEU,
1997; MOLDOW et al., 2005). Em ratos Sprague-Dawley, resultados mostram que o bloqueio
de GR durante o estresse impediu o aumento da concentracdo plasmatica basal de
corticosterona nos dias subsequentes a exposicdo inevitdvel ao choque, o0 que sugere a
hipdtese de que a ativacdo desse receptor sob tais condi¢cbes pode ser a circunstancia
necessaria para alteracdo do eixo hipotalamo-hipofise-adrenal (MOLDOW et al., 2005). Alem
disso, existe a possibilidade desse estimulo sobre GR modificar MR ja que esses receptores se
colocalizam como também se heterodimerizam. Dessa forma, o desequilibrio entre ambos
poderia alterar a atividade do eixo HPA (MOLDOW et al., 2005). Apesar do grande uso
destes compostos, verifica-se na literatura cientifica, que ainda ndo foram testados em
modelos que envolvam o bloqueio de receptores depois de finalizado o estimulo estressor.
Neste contexto, novos protocolos poderiam ter um impacto significativo num possivel uso
clinico para prevencao de efeitos de longo prazo, como séo alguns efeitos observados em

adultos, decorrentes de estresse ocorrido na adolescéncia.

2. OBJETIVO GERAL

Considerando que alguns modelos de estresse durante a adolescéncia em animais
provocam alteragdes comportamentais e do eixo HPA a longo prazo (MCCORMICK et al.,

2010); a natureza e a duracdo do estressor sdo fatores determinantes na resposta deste eixo
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(PACAK, 2001); o estresse de contengdo na adolescéncia afeta 0 comportamento e a resposta
estressora de machos e fémeas (TRASLAVINA; DE OLIVEIRA; FRANCI, 2014); a
atividade de eixo HPA é controlada por neurdnios CRH e AVP no PVN e pela secrecdo de
glicocorticoides que agem através dos receptores MR e GR (DE KLOET; JOELS;
HOLSBOER, 2005), o objetivo principal deste projeto foi verificar se alteracGes de respostas
comportamentais e de atividade do eixo HPA, observadas em animais adultos submetidos ao
estresse agudo ou cronico na pré-puberdade, poderiam ser prevenidas pelo bloqueio dos
receptores MR ou GR em sequéncia ao estimulo estressor.

2.1.  Obijetivos especificos

Em fémeas, submetidas ao blogueio dos receptores MR ou GR ap0s estresse de
contencao agudo ou cronico na pré-puberdade (adolescéncia inicial), analisou-se:
- ainstalagdo da puberdade verificada por meio da abertura vaginal;
- a evolucdo ou variacdo do peso corporal no decorrer do protocolo experimental;
Na vida adulta:
- 0 nivel de ansiedade, avaliado pelo teste do labirinto em cruz elevado;
- 0 peso da glandula adrenal e timo
- a identificacdo das fases do ciclo estral;
- a atividade do eixo HPA por meio da secrecdo de Corticosterona e da expressdo CRH e Fos

em neuronios da regido parvocelular do PVN;

3. MATERIAL E METODOS

3.1. Animais

Os procedimentos realizados em animais foram aprovados pela Comisséo de Etica em
Experimentacdo Animal da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto (FMRP-USP), de

acordo com o protocolo n® 125/ 2014.
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Foram utilizadas ratas Wistar com 21 dias de idade e provenientes do Biotério Central
do Campus de Ribeirdo Preto - USP. Mantidas no Biotério do Departamento de Fisiologia da
FMRP-USP, foram alocadas em gaiolas coletivas de acrilico (com dimensdes de 50x32x17
cm e limite de 5 animais por caixa) durante 4 dias para aclimatacdo sob condicGes
padronizadas (ciclo claro/escuro de 12:12 h, no qual as luzes eram ligadas as 06:00 h,
temperatura de 22+1°C e acesso livre a ragdo balanceada e agua).

3.2.  Protocolo experimental

O esquema abaixo (Figura 1) resume o desenho experimental empregado nesse
trabalho.

A
Adole?c'encna [ Contenglio

Dias 21 25 l l 60
Aclimatacio

agudelhporld =
v
- Labirinto
crénicol hpor7d em cruz

—/

.
Apds 1 hora do H
término do estresse

Canula
Tratamento jugulfo
Farmacolégico

Comm-
o

. Dia subsaquanta
[ Espirinolactona cu RU-486 ] 3 operagio

P SR

Conexdo
extensdo de cénula

Perfuséo
¢ ¢
Tempo (min) -60 0 30 20
Coletas Sanguineas 0 15 30 45 60 75 S0

Figura 1. Representacdo esgquematica do protocolo experimental. Grafico A mostra o0s
procedimentos e o tempo no qual as intervencBes foram feitas. Grafico B indica os tempos das
coletas sanguineas e do estresse de contencdo (30 min) no adulto. d (dias)
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Realizou-se 0 acompanhamento do peso corporal, semanalmente, durante todo o
protocolo experimental, ou seja, da chegada dos animais (21 dias de idade) até a idade adulta
(61 dias de idade).

3.3.  Grupos experimentais

Apos aclimatacdo por 4 dias, fémeas pré-puberes foram distribuidas em grupos para a
realizacdo de estresse agudo ou cronico por contengcdo assim como controles, os quais ndo
foram submetidos ao estimulo estressor. Tais grupos foram subdivididos naqueles que
receberam injecdo subcuténea de Espirinolactona, RU-486 ou veiculo (em 1% de Tween 80)
apos 1h de finalizado o estimulo estressor e obedecendo sempre a mesma rotina de horarios
de aplicacdo (entre 9:00 e 10:00 h). Desta forma, foi estabelecido o total de 9 grupos (n=8-15
animais por grupo), descritos a seguir:

- Grupo ndo submetido a estresse que recebeu veiculo;

- Grupo ndo submetido a estresse que recebeu Espironolactona;

- Grupo ndo submetido a estresse que recebeu RU-486;

- Grupo submetido a estresse agudo que recebeu veiculo;

- Grupo submetido a estresse agudo que recebeu Espironolactona;

- Grupo submetido a estresse agudo que recebeu RU-486;

- Grupo submetido a estresse crénico que recebeu veiculo;

- Grupo submetido a estresse cronico que recebeu Espironolactona;

- Grupo submetido a estresse cronico que recebeu RU-486;

3.4.  Procedimentos realizados na pré-puberdade

3.4.1. Estresse de contencao

A partir dos 26 dias de vida, os animais foram submetidos a uma ou sete sessdes de

uma hora diéria de contencao (entre 07:00 e 8:00 h da manhd), na qual foram colocados em
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um tubo plastico cilindrico (15 cm de comprimento x 3 cm de didmetro) com aberturas para

suprimento de ar.

3.4.2. Antagonistas dos receptores MR e GR

Apb6s 1 h de finalizado cada evento de contengdo na pré-puberdade, os animais
receberam injecdo subcutanea de Espirinolactona (Sigma), ou RU-486 (Sigma) em doses de
20mg/kg, volume 2ml/kg, previamente testadas (AVITAL; SEGAL; RICHTER-LEVIN,
2006; SPYRKA; DANIELEWICZ; HESS, 2011). As drogas foram dissolvidas em 1% de
Tween 80. Tém-se descrito na literatura, na dose de 50mg/kg, efeitos centrais para RU-486
assim como a capacidade da Espironolactona em bloquear receptores MR situados no
hipocampo (MOLDOW et al., 2005). Apesar de ter sido observado uma quantidade de apenas
28% da concentracdo plasmatica de RU-486 no cérebro de rato, resultados in vitro quanto ao
efeito desse composto sobre a secrecdo de ACTH mostram que, no sistema nervoso central, as
concentragdes entre 108 e 107 ja se mostram efetivas (HEIKINHEIMO; KEKKONEN,
1993).

3.4.3. Determinacdo da abertura vaginal

A partir dos 30 dias de idade foi realizada diariamente a observacdo da regido

perigenital para detectar a ocorréncia da abertura completa do orificio vaginal.

3.5. Procedimentos realizados durante a vida adulta

Terminados os protocolos de estresse, 0s animais foram mantidos em gaiolas coletivas

até a idade adulta (60 dias apds o nascimento).
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3.5.1. Ciclo Estral

Monitorou-se diariamente o esfregaco vaginal a partir de sete dias antes do término do
protocolo experimental com a finalidade de se identificar a fase do ciclo estral em que os
animais se encontrariam no dia de cada experimento a ser realizado. As ratas foram
distribuidas de forma homogénea em dois grupos, proestro/estro (que apresenta secrecao
elevada de estrogénio) e metaestro/diestro (com concentracdes baixas de estrogénio). Esta
variavel (fase do ciclo estral) foi adicionada a analise estatistica para 0s ensaios de avaliacdo
comportamental, hormonal e citolégica por imuno-histoquimica. Como ndo houve diferenca
estatisticamente significativa entre as fases do ciclo estral, os dados dos animais de ambos
grupos foram unificados e apresentados graficamente. Assim, a analise estatistica e o efeito

geral do estresse e dos tratamentos foram descritos para um Unico conjunto de animais.

3.5.2. Auvaliacdo comportamental

O labirinto em cruz elevado foi utilizado para avaliacdo de ansiedade na idade adulta.
Elevado 50 cm do piso, consiste em dois bracos abertos e dois bragos fechados, cruzados em
angulo reto e conectados por uma area central (PELLOW et al., 1985). Este teste amplamente
validado (CAROBREZ; BERTOGLIO, 2005) consiste em colocar o animal na area central do
labirinto com o focinho posicionado para um dos bracos fechados. Foi realizado o registro por
um periodo de 5 minutos, nos quais o animal pode explorar livremente o ambiente. A partir
disso, foram determinados: frequéncia nos bracos abertos e tempo gasto nos bracos abertos e
fechados, indicadores relacionados com a ansiedade; frequéncia nos bragos fechados e
distancia percorrida, indicadores relacionados com a atividade locomotora. Esta analise foi
realizada por meio da utilizacdo do software X-Plo-Rat (CHAIM, K.T.; SEIXAS, M.A; PISA,
I.T; OLIVEIRA, R.F.; MORATO, S., 2005). Os testes foram executados aos 60 dias de idade

dos animais, no periodo da manhd entre 07:00 e 8:00 h.

3.5.3. Implantacéo de cateter na jugular
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Um dia antes do estresse de contencdo nos animais adultos, uma céanula (Silastic®
Dow Corning Co., didametro interno 0,51 mm, didmetro externo 1,14 mm, Midland, Michigan,
EUA) preenchida com salina heparinizada estéril (150 I1.U./ml) foi inserida pela veia jugular
externa, no atrio direito, de acordo com a técnica descrita por Harms e Ojeda (1974), sob
anestesia com tribromoetanol (1 ml/100g de peso corporal, i.p., em solucdo 2,5%, Sigma-
Aldrich, Milwaukee, WI, EUA). Ap6s o procedimento, administrou-se uma dose profilatica
de pentabidtico (0,1 ml / rato i.m.; Fort Dodge, Campinas, Brasil) além do analgésico
flunixina meglunina (2,5mg/kg, s.c., Banamine®, Schering-Plough, Rio de Janeiro, Brasil). A
partir deste momento, as ratas foram separadas em gaiolas individuais, onde permaneceram

por um periodo préximo a 24 horas.

3.5.4. Estresse de contencao

Na idade adulta, os animais foram submetidos novamente a uma sessdo estresse de
contencdo (TRASLAVINA; DE OLIVEIRA; FRANCI, 2014) a fim de avaliar a resposta do
eixo HPA, por meio de dosagem hormonal plasmatica e da analise de ativacdo neuronal em
areas cerebrais relacionadas ao controle desse eixo. Desta forma, as ratas foram colocadas por
30 minutos em um tubo plastico cilindrico (21cm de comprimento X 6 cm de didmetro) com
orificios para suprimento de ar ao mesmo tempo em que amostras de sangue eram retiradas

periodicamente.

3.5.5. Coleta de amostras de sangue

No dia do experimento uma extensdo de polietileno PE-50 preenchida com salina
estéril contendo heparina (150 I.U./ml) foi conectada ao cateter jugular entre 07:00 e 08:00 h.
Uma hora depois, apds uma coleta basal de sangue, as ratas foram submetidas a contencéo por
30 minutos. Assim, sete amostras sanguineas (0,2 ml cada) foram coletadas pelo cateter

jugular (basal, durante e depois da contencdo, com intervalos de 15 minutos entre elas), com
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reposicéo subsequente do volume com salina. Em seguida, elas foram centrifugadas em 1200
Xg & 4°C por 15 minutos e o plasma separado e armazenado a -20°C até o momento da
dosagem hormonal por radioimunoensaio (RIE).

3.5.6. Coleta de 6rgaos responsivos ao estresse

Ao término da coleta de sangue, as ratas foram anestesiadas com tribromoetanol (1 ml
/ 100g de peso corporal, i.p., solugdo a 2,5%; Sigma-Aldrich, Milwaukee, WI, EUA).
Realizou-se laparotomia para a retirada das adrenais e toracotomia para a retirada do timo a

fim de que tais 0rgéos tivessem seus pesos mensurados.

3.5.7. Imuno-histoquimica

Posteriormente a coleta, efetuou-se o procedimento de perfusdo, por meio da aorta
ascendente, com solucdo salina tamponada com fosfato (PBS, 0,01 M, pH 7,4) durante 10
minutos seguida por solucdo de 4% de paraformaldeido (PFA) em tampéo de fosfato de sddio
(0,1 M, pH 7,4) por 40 minutos. Entéo, os cerebros foram removidos e mantidos na mesma
solucdo de PFA, anteriormente descrita, para fixacdo por um periodo de uma hora. Em
sequida, foram transferidos para uma solucéo de 30% de sacarose em tampéao PB (0,1M, pH
7,4) até a saturacdo do tecido, e subsequentemente congelados em isopentano resfriado e

armazenados a -70 ° C.

Foram realizados, em um criostato a -20° C, cortes coronais de 30 pum do ndcleo
paraventricular do hipotalamo (PVN). As delimitacbes dos nucleos cerebrais de interesse
estdo em conformidade com o atlas estereotaxico (PAXINQOS, G.; WATSON C., 1997). As
secdes foram armazenadas em solucdo anti-congelamento (pH 7,4) a -20 ° C até a realizacdo

da técnica imuno-histoquimica.

Entdo, os cortes foram lavados 3 vezes por 5 minutos em solucdo salina tamponada
com fosfato de potéssio (KPBS, 0,05 M, pH 7,2), mantidos em uma solucdo de H>O> (30%)

durante 30 minutos e, novamente, lavados por 5 vezes com KPBS. Em seguida,
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permaneceram durante 1 hora em solugdo contendo KPBS, 0,3% Triton-X-100 e soro de
ovelha 5%. Foram posteriormente incubados a 4 ° C, durante a noite, com anticorpo
policlonal de coelho anti-fos em 1: 10.000 (sc- 52, especifico para a deteccdo de c-fos; Santa
Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, EUA) diluido na solugdo anteriormente citada. Apés 3
lavagens com KPBS, as sec¢Oes foram incubadas por 1 hora com anticorpo secundario
biotinilado em 1: 600 (Vector Laboratories, Burlingame, CA, EUA). Depois de serem
novamente lavadas 3 vezes por 5 minutos com KPBS, utilizou-se a solugdo AB do Kit ABC
Elite (Vector Laboratories, Burlingame, CA, EUA), ou seja, 50 ul de A e 50 pl de B por 10
ml de KPBS com 0,3% de Triton X-100, na qual foram mantidas durante 1 hora. Logo a
seguir, passaram por duas lavagens de 5 minutos com KPBS e uma, pelo mesmo tempo, com
acetato de sodio (175 mM, pH 7,5). As seccdes passaram pela reacdo com a solucdo de
tetracloridrato de 3, 3'-diaminobenzidina (DAB) reforgcada com niquel (2 mg de DAB e 250
mg de sulfato de niquel (I1), com 3 pl de H202 a 30% a cada 10 ml de acetato de sodio 175
mM), com a finalidade de se adquirir um composto escuro. A reacdo foi interrompida a partir
da lavagem por uma vez durante 5 minutos com acetato de sddio e duas vezes, pelo mesmo
tempo, com KPBS. Posteriormente ao protocolo de FOS, os cortes foram incubados com
anticorpo policlonal de coelho anti-CRH (Peninsula Laboratories, San Carlos, CA, EUA), na
diluicdo 1:10000 durante 48 ha 4 ° C. A partir de entdo, os cortes foram lavados e o protocolo
descrito para a marcacdo de Fos foi seguido, no qual empregou-se 0s anticorpos secundarios
biotinilados apropriados bem como a solucdo AB. Novamente as se¢Ges foram lavadas com
KPBS (2 vezes por 5 minutos) e, na sequéncia, com tampdo Tris-HCI (pH 7,2, 0,6 g de Tris-
HCI a cada 100 ml de agua mili-Q) por mais 5 minutos. As secc¢bes foram transferidas para
uma solucéo contendo DAB seguido da lavagem com tampdo Tris-HCI (1 vez por 5 minutos)
e KPBS (2 vezes por 5 minutos). Em seguida, foram colocadas em laminas gelatinizadas e
aguardou-se sua secagem. Entdo, elas foram limpas em Xxileno e cobertas, por meio da
utilizacdo de Entellan (Merck, Darmstadt, Alemanha), com laminulas. As imagens foram
capturadas utilizando uma camera acoplada ao microscopio DMC 2900 Leica (Leica,
Alemanha) e analisadas com software ImageJ (NIH, Bethesda, MD, EUA). A contagem
neuronal foi realizada a partir de duas sec¢bes por animal e obtendo-se um valor médio. Tal
avaliacdo foi executada por um observador independente e treinado, o qual teve como
referéncia o atlas de Paxinos (PAXINOS; WATSON C., 1997) para as regides cerebrais.

3.5.8. Dosagem hormonal por radioimunoensaio (RIE)
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Foi utilizada uma prévia extracdo com etanol para dosagem de corticosterona. No
radioimunoensaio, empregou-se padrdo e anticorpo especifico, na diluicdo de 1:10000,
adquiridos da Sigma Co. (EUA) e corticosterona triciada proveniente da Amershan (EUA). A
separacdo das fracOes livre e ligada foi realizada com carvao-dextran (0,5/0,05%). O limite
minimo de detecgdo para este hormdnio foi de 0,04 ng / ml e os coeficientes de variag&o intra

e inter-ensaio foram de 5% e 8%, respectivamente.

4, ANALISE DOS DADOS

Todos os dados foram plotados como médias + erros padrdes das médias. Analisou-se
separadamente as variaveis dependentes continuas, concentracdo hormonal e peso, conforme
os seus fatores independentes: duracdo do estresse, tratamento farmacoldgico, dias da
pesagem, ou tempo da coleta sanguinea. Assim, empregou-se 0 modelo linear de efeitos
mistos (fixos e aleatdrios) visto que amostras repetidas foram colhidas de cada individuo. As
variaveis mensuradas no labirinto, o numero de neurbnios estabelecido por imuno-
histoquimica, o peso das adrenais e do timo foram analisados conforme suas co-variaveis
(duracdo do estresse e tratamento farmacologico), pelo modelo linear generalizado. O dia da
abertura vaginal foi avaliado mediante curva de sobrevivéncia (Kaplan-Meier) seguido do
teste Log-Rank. As comparacfes entre as médias foram feitas usando contrastes ortogonais
baseados na distribuicdo t de Student. A adequacdo dos modelos estatisticos foi determinada
mediante grafico de probabilidades dos residuos. Em todas as analises adotou-se o nivel de
significancia de 5%. As analises foram realizadas pelo software SAS 9.1 (SAS, Cary, NC,
EUA), por meio da utilizacdo de ferramentas como Mixed, ANOVA, GLM, TTEST e
LIFETEST.

S. RESULTADOS

5.1.  Peso corporal
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O peso corporal dos animais esta vinculado ao efeito da idade (Fesss = 3284,2;
p<0,0001), o qual se expressa por meio de um aumento no decorrer do desenvolvimento.
Desse modo, se constatou que o ganho de peso ndo foi afetado pelo bloqueio de MR ou GR
durante a fase pré-puberal (F2557 = 0,91; p = 0,404) mas foi modificado pelo estresse (F2557 =
4,44; p = 0,012) durante esse periodo. No entanto, ndo houve a interacao entre essas variaveis,
ou seja, o tratamento farmacoldgico ndo influenciou o efeito do estresse. Isso quer dizer que o
ganho de peso de ratas sujeitas a restricdo cronica na pré-puberdade foi menor que no grupo

veiculo ndo exposto ao estresse e no grupo submetido ao estresse agudo (Figura 2).
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Figura 2. Evolucdo do peso corporal de ratas veiculo ndo submetidas ao estresse ou sujeitas a
contencdo em um (agudo) ou sete (crénico) dias consecutivos, a partir dos 26 dias de vida.
Valores expressos em média £ erro padrdo da média. n=9, (*) p<0,008 (estresse crbénico
comparado ao veiculo), (#) p<0,02 (estresse agudo comparado ao crénico) pelo modelo linear
de efeitos mistos.

5.2. Inicio da puberdade
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A administracdo de Espironolactona ou RU-486 na pré-puberdade ndo alterou o
periodo da abertura vaginal. Porém, o estresse agudo nesse periodo promoveu 0 avango da
instalacdo da puberdade enquanto o estresse crénico causou seu atraso, como verificado pelo
valor do teste estatistico (log-rank de 5,69, com 1 grau de liberdade e o valor p de 0,017)

(Figura 3). Tais efeitos do estresse ndo foram modificados pelo tratamento farmacolégico.
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Figura 3. Curvas de Kaplan-Meier indicam a probabilidade cumulativa da abertura vaginal
de ratas veiculo ndo submetidas ao estresse (n=27) ou sujeitas ao estresse por contencao
agudo (n=24) ou cronico (n=29), a partir dos 26 dias de vida. Valores expressos em média. (*)
p<0,02 (comparado ao veiculo ndo submetido ao estresse).

5.3.  Avaliacdo comportamental

O numero de entradas e tempo gasto nos bracos abertos ndo foram influenciados pelo
tratamento farmacolégico (F292 = 0,83; p = 0,438; F204 = 0,72; p = 0,491, respectivamente),
protocolo de estresse (de modo respectivo, F204 = 0,89; p = 0,417; F2,04 = 0,82; p = 0,442),
aplicados na pré-puberdade, ou mesmo pelo ciclo estral (F195=1,55; p =0,216; F195 = 1,51; p
= 0,222, respectivamente) (Figura 4). Do mesmo modo, 0s demais parametros avaliados no

labirinto em cruz elevado apresentaram semelhanca entre os grupos experimentais (Tabela 1).
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Figura 4. Numero de entradas (a) e tempo gasto nos bracos abertos (b) na execucdo de uma
sessdo de 5 minutos no labirinto em cruz elevado por ratas adultas com 60 dias de idade. As
mesmas, sem estresse ou sujeitas a contencdo em um (agudo) ou sete (crdnico) dias
consecutivos, a partir dos 26 dias de vida, foram tratadas com veiculo, Espironolactona ou
RU-486 na dose de 20mg/kg. O nimero de animais em cada grupo esta indicado entre
parénteses na figura. Valores expressos em media = erro padrdo da média, p>0,05 pelo
modelo linear generalizado.

Tabela 1 — Respostas comportamentais de ratas adultas com 60 dias de idade no teste
labirinto em cruz elevado. A partir dos 26 dias de vida, animais sem estreésse ou sujeitos a
contencdo, em um {agudo) ou sete (cronico) dias consecutivos, foram tratados com veiculo,
Espironolactona ou RU-486 na dose de 20mg’kg.

Veicul ironolactona RU-486
Braco fechado Restnicdo
Sem Aguda  Cronica Sem Aguda  Cronica Sem Aguda Cronica
(15) &) (10) (12) (10) (10) (9) (10) (12)

Entradas 10,109 10,0=1,1 9,5=0,6 10,0£0,8 11,511 8,7=10 9,8£09 10,6=0,5 9,7=0,6

Tempo (s) 227.7=93 186,9£18,3 2223%14,8 213,7=10,2 2239%119 2060174 200.6=124 201,2=7.0 219,0%10.,8

Distancia 6,5=04 5,6£0,7 6,4=04 6,4=03 7,7=0,6 5,904 6,5%0,5 6,7=0,4 6,3=0.3
percorrida (m)

Valores expressos em média * erro padrdo da média, p>0,05 pelo modelo linear generalizado.
O namero de animais em cada grupo esta indicado entre parénteses na tabela.
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5.4.  Peso de 6rgaos responsivos ao estresse

Nem o bloqueio dos receptores MR nem de GR (Fz27s = 0,55; p = 0,579), tampouco o
paradigma de estresse (F2,7s = 1,34; p = 0,268) na pré-puberdade afetou o peso do timo das

ratas quando adultas (Figura 5).
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Figura 5. Peso do timo em ratas adultas (com 61 dias de vida) submetidas ao estresse de
restricdo por 30 minutos. As mesmas, sem estresse ou sujeitas a contengdo em um (agudo) ou
sete (crbnico) dias consecutivos, a partir dos 26 dias de vida, foram tratadas com veiculo,
Espironolactona ou RU-486 na dose de 20mg/kg. O numero de animais em cada grupo esta
indicado entre parénteses na figura. Valores expressos em média + erro padrdo da média,

p>0,05 pelo modelo linear generalizado.

Contudo, verificou-se que o tratamento farmacoldgico na pré-puberdade (F278 = 9,43;
p = 0,0002) influiu no peso das adrenais na fase adulta. Todavia, ndo houve participacdo da
variavel estresse (F27s = 0,4; p = 0,671), empregada na pré-puberdade. A administragdo de
RU-486 causou um aumento do peso dessas glandulas em relacdo ao grupo que recebeu

veiculo ou Espironolactona, apds todos esses animais serem submetidos a contencdo na vida

adulta (Figura 6).
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Figura 6. Peso das adrenais (direita e esquerda) em ratas adultas (com 61 dias de vida)
submetidas ao estresse de restricdo por 30 minutos. As mesmas, sem estresse ou sujeitas a
contencdo em um (agudo) ou sete (crénico) dias consecutivos, a partir dos 26 dias de vida,
foram tratadas com veiculo, Espironolactona ou RU-486 na dose de 20mg/kg. O numero de
animais em cada grupo esta indicado entre parénteses na figura. Valores expressos em media
+ erro padrdo da média. (o) p<0,04 (comparado ao veiculo sem estresse), (B) p<0,01
(comparado ao veiculo com estresse agudo), (8) p<0,01 (comparado ao veiculo com estresse
crénico) pelo modelo linear generalizado.

5.5.  Dosagem hormonal

O perfil de secrecdo de corticosterona em reposta ao estresse de contencdo, aplicado
em todos 0s grupos experimentais na vida adulta, esta apresentado na figura 7 (a - f). As
variaveis ciclo estral (F1,79 = 0,09; p = 0,767) e estresse (F2,7s = 0,63; p = 0,536), empregado
na pré-puberdade, ndo tiveram efeito sobre a concentracdo plasmatica de corticosterona. No
entanto, o tratamento farmacoldgico afetou tal parametro (F2,7s = 6,46; p = 0,003). Constata-se
0 aumento da concentracdo deste horménio na vida adulta em funcdo da administracdo de
RU-486 na pré-puberdade quando comparado ao grupo que recebeu veiculo, fato evidenciado

pelo grafico da area sob a curva (Figura 8).
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Figura 7. Secrecdo de corticosterona em resposta ao estresse por contencdo durante 30
minutos em ratas adultas (com 61 dias de vida). As mesmas, sem estresse ou sujeitas a
contencdo em um (agudo) ou sete (crénico) dias consecutivos, a partir dos 26 dias de vida,
foram tratadas com veiculo, Espironolactona ou RU-486 na dose de 20mg/kg. Valores
expressos em media + erro padrdo da média. n= 8-10, (*) p<0,03 (comparado ao veiculo), (#)
p<0,05 (comparado ao veiculo com estresse agudo), (&) p<0,01 (comparado ao veiculo com
estresse cronico), (B) p<0,01 (comparada a Espironolactona) pelo modelo linear de efeitos
mistos.
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Figura 8. Area sob a curva da secrecdo de corticosterona em resposta ao estresse por
contencdo em ratas adultas (com 61 dias de vida). As mesmas, sem estresse ou sujeitas a
contencdo em um (agudo) ou sete (crénico) dias consecutivos, a partir dos 26 dias de vida,
foram tratadas com veiculo, Espironolactona ou RU-486 na dose de 20mg/kg. O nimero de
animais em cada grupo esta indicado entre parénteses na figura. Valores expressos em media
+ erro padrdo da média. (8) p<0,01 (comparado ao veiculo com estresse crénico) pelo modelo
linear generalizado.

5.6.  Imuno-histoquimica

A ativacdo de Fos em neurdnios do PVN, como resposta a contencdo na vida adulta,
foi alterada pelo estresse (F2,58 = 15,44; p = 0,0001) na pré-puberdade porém ndo houve efeito
da administragdo de Espironolactona ou RU-486 (F2ss = 0,06; p = 0,937). Sua expresséo foi
reduzida nos grupos que sofreram estresse cronico em relagdo aos seus respectivos controles.
No entanto, o estresse agudo nédo alterou a atividade neuronal embora com a presenca de um

dos farmacos houve diminuicdo da ativacdo de Fos comparada aos controles correspondentes
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(figura 9 a). De maneira semelhante, o estresse (F2ss = 3,83; p = 0,028) mas néo o tratamento
farmacolégico (F258 = 1,22; p = 0,303) aplicado na pré-puberdade influiu sobre o nimero de
neurénios CRH que expressaram Fos no PVN como resposta a contengdo na vida adulta.
Houve reducdo nos animais que receberam veiculo ou Espironolactona apds estresse crénico
(figura 9 b).
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Figura 9. Expressdo de Fos (a) e ativacdo de neurdnios CRH (b) no nucleo paraventricular
do hipotadlamo (PVN) de ratas adultas (com 61 dias de vida) em resposta ao estresse por
contencdo durante 30 minutos. As mesmas, sem estresse ou sujeitas a contencdo em um
(agudo) ou sete (cronico) dias consecutivos, a partir dos 26 dias de vida, foram tratadas com
veiculo, Espironolactona ou RU-486 na dose de 20mg/kg. O nimero de animais em cada
grupo esta indicado entre parénteses na figura. Valores expressos em média + erro padrdo da
média, (*) p<0,01 (comparado ao veiculo sem estresse), (#) p<0,05 (comparado ao veiculo
com estresse agudo), (a) p<0,04 (comparado ao grupo Espironolactona sem estresse) (j)
p<0,01 (comparado ao RU-486 sem estresse) pelo modelo linear generalizado.
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Figura 10. Fotomicrografias que ilustram a dupla marcagdo de Fos-CRH em neurdnios da
regido parvocelular medial (PaMP) do PVN. Ratas adultas, sem estresse ou sujeitas a
contengdo em um (agudo) ou sete (cronico) dias consecutivos, a partir dos 26 dias de vida,
foram tratadas com veiculo, Espironolactona ou RU-486 na dose de 20mg/kg. Barra de escala,

100 pm.
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6. DISCUSSAO

Este trabalho é o primeiro a avaliar a influéncia a longo prazo do bloqueio
farmacoldgico dos receptores MR e GR ap06s o estimulo estressor no periodo da adolescéncia.
Propicia um maior entendimento dos mecanismos envolvidos uma vez que mostra a
importancia de MR e GR no estresse agudo durante a pré-puberdade sobre a resposta ao
mesmo evento na vida adulta.

A diminuicdo do ganho de peso em animais submetidos ao estresse cronico na
puberdade corrobora evidéncias, que a regulacdo do peso corporal e da adiposidade envolva a
participacdo do eixo hipotalamo-hip6fise-adrenal (HPA) (BRAY, 1984; HAVEL et al., 1996).
Recentemente foi mostrado que o estresse por imobilizacdo diaria repetida reduziu a ingestao
de alimentos e 0s animais ndo conseguiram recuperar o0 peso normal mesmo com o término do
estresse (BAZHAN; ZELENA, 2013). A possivel participacdo do eixo HPA poderia ocorrer
em diferentes niveis, um deles pela acdo dos corticosteroides. Com a reducdo de insulina no
estresse cronico, os glicocorticoides em concentracdo elevada exercem acdo catabolica,
acarretando disponibilizacéo de lipidios como fonte energética e consequente reducdo em suas
reservas (DALLMAN et al., 2004). No entanto, o presente estudo ndo mostrou a participacao
do bloqueio de MR ou GR sobre a alteragdo do peso corporal. Em modelos experimentais
diferentes, outros autores também observaram resultados semelhantes. Este parametro, em
ratas adultas, ndo foi afetado ao fim da administragdo por 8 semanas com antagonista MR
(Espironolactona) (GOYAL et al.,, 2009). O tratamento com antagonista GR (RU-486)
durante 14 dias também néo teve efeitos sobre a ingestdo alimentar e ganho de peso corporal
em ratas magras e obesas com 35 dias de idade (HAVEL et al., 1996).

Os resultados deste estudo mostraram que 0 estresse agudo antecipou, enguanto o
estresse cronico retardou a instalacdo da puberdade. Os antagonistas MR e GR ndo tiveram
efeito sobre esse evento. O processo de desenvolvimento da puberdade envolve o inicio da
atividade do eixo hipotalamo-hipofisario-gonadal (HPG), por meio do estabelecimento da
secrecdo pulsatil de GnRH pelo hipotalamo, da esteroidogénese gonadal e o consequente
amadurecimento sexual (KINSEY-JONES et al., 2010). A instalacdo da puberdade é afetada
por varios fatores intrinsecos e extrinsecos, tais como desnutricdo, infeccdo, privacdo
emocional e estresse (PARENT et al., 2003; KNOX et al., 2009; KINSEY-JONES et al.,
2010). O CRH, componente do eixo HPA, pode suprimir a liberacdo pulsatil de GnRH em
condicOes de estresse. Em ratas tratadas a partir de 28 dias de idade com CRH, i.c.v., durante

14 dias, demonstrou-se que este exerceu agdo inibitoria sobre a instalacdo da puberdade. O
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tonus reduzido de CRH na MPOA parece estar associado a inducdo do inicio da puberdade, e
possivelmente interfira na sinalizacdo de kisspeptina com seu receptor. O sistema kisspetina é
considerado um elemento-chave para regular a secrecdo de GnRH e para iniciar 0 processo
puberal. O atraso na puberdade provocado pela administracdo central de CRH foi associado a
reducéo significativa na expressdo de RNA mensageiro de kisspeptina na MPOA (KINSEY -
JONES et al., 2010).

Por outro lado, estudos em macacos mostraram que, na presenca de estrogeno, o
estresse pode estimular a liberacdo de LH (PUDER et al., 2000). Em mulheres na pés-
menopausa que tiveram reposicdo de estradiol, o estresse agudo por injecdo de endotoxina ou
infusédo de ACTH promoveu elevacéo da secrecdo de LH (PUDER et al., 2000). Em ambos o0s
grupos, este aumento sé ocorreu quando associado a elevacao de progesterona. Desta forma, o
estresse agudo durante a fase folicular do ciclo menstrual pode antecipar um pico de secrecédo
de LH, e consequentemente afetar a maturacdo dos foliculos e antecipar a ovulagdo. A
ativacdo do eixo HPA promove um aumento da secrecao de progesterona provinda da adrenal,
a qual potencializa a acdo estimuladora do estrogeno sobre a liberacdo de LH (PUDER et al.,
2000). Esse mecanismo parece envolver a ativacdo de neurdnios noradrenérgicos do tronco
cerebral pelo estradiol e progestorona, os quais se projetam para a MPOA (SZAWKA et al.,
2009), éarea rica em neurdnios GnRH (CHARLTON, 2008). A antecipacdo da puberdade no
estresse agudo e o retardo no estresse crénico podem estar vinculados com tais mecanismos
na MPOA envolvendo a relacdo entre sistema noradrenérgico do tronco cerebral e neurdnios
GnRH e CRH e Kisspeptina, respectivamente. Ha escassez de dados na literatura
correlacionando estresse agudo e instalacdo da puberdade. Outros estudos experimentais e
observacOes clinicas sdo necessarios para compreensdo desses mecanismos. A auséncia de
efeitos de antagonistas de GR e MR favorece a hipotese de que na situacdo em questao, a
participacdo do eixo HPA envolva mais um mecanismo central relacionado ao CRH do que a
acdo de glicocorticoides.

As respostas comportamentais na idade adulta, avaliadas neste trabalho pelo teste do
labirinto em cruz elevado, ndo foram alteradas pelo estresse ou tratamento com antagonistas
de GR e MR no periodo pré-puberal. O teste do labirinto em cruz elevado, dentre varias
finalidades, constitui uma ferramenta para avaliacdo do efeito ansiolitico / ansiogénico de
drogas (CAROBREZ; BERTOGLIO, 2005).

Consequéncias diversas e conflitantes sobre do efeito do estresse na adolescéncia
sobre 0 comportamento de ansiedade no animal adulto tém sido descritas na literatura. Dentre
elas, ha relatos de efeitos ansiogénicos (TSOORY; COHEN; RICHTER-LEVIN, 2007;
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WILKIN et al., 2012), ansioliticos (SUO et al., 2013; TRASLAVINA; DE OLIVEIRA;
FRANCI, 2014) ou nulos (PELEG-RAIBSTEIN; FELDON, 2011; LOI et al.,, 2015). Em
trabalho anterior deste grupo de pesquisa foi demonstrado um efeito ansiolitico e dependente
do ciclo estral, que envolve uma interacdo complexa de diversas variaveis (TRASLAVINA;
DE OLIVEIRA; FRANCI, 2014).

Dados concordantes com o atual estudo, sem alteragdo no teste de labirinto em cruz
elevado na idade adulta, foram obtidos em experimento com modelo de estresse por privacao
materna, aos 3 dias de idade, e tratamento com antagonista GR (Mifepristona), entre 0s 26 e
28 dias de vida (LOI et al., 2015).

Nosso estudo parece ser o primeiro a relacionar o bloqueio farmacolégico dos
receptores MR em fémeas na pré-puberdade e a avalia¢cdo do comportamento de ansiedade, na
vida adulta, o que dificulta a comparacdo com outros resultados da literatura. Alguns estudos
em machos mostraram que a Espironolactona impediu a consolidacéo de efeitos ansiogénicos
pela exposicdo de ratos, sem protecdo, a um predador (ADAMEC et al., 2007) ou ao estresse
por contencdo (CALVO; VOLOSIN, 2001).

Os resultados conflitantes obtidos por diversos pesquisadores podem estar
relacionados a um ou mais dos seguintes fatores: tipo e duracdo de exposicdo ao estressor,
intervalo entre o paradigma de estresse, intervencdo farmacologica e realizacdo do teste
comportamental, dose e tempo de tratamento, sexo, idade e manipulacbes prévias dos
animais. A questdo demanda outros estudos para esclarecimento das diferentes respostas e
possiveis mecanismos nelas envolvidos.

Em ratas adultas, foi constatado que o estresse de restricdo e o tratamento com
Espironolactona ou RU-486 durante a adolescéncia ndo alteraram o peso do timo.
Anteriormente, foi mostrado que 10 dias de exposicdo ao estresse de contencao (1 hora por
dia) ou estresse variavel ndo causou qualquer efeito sobre o peso relativo do timo em ratos
adultos (MARIN; CRUZ; PLANETA, 2007). Os autores discutiram que os paradigmas de
estresse utilizados no estudo ndo foram suficientemente intensos ou longos para alterar esse
parametro. Em ratos, com idade entre 28 e 37 dias, 0 estresse por contencdo também nao
alterou o peso relativo do timo. No entanto, o estresse variavel reduziu o peso deste 6rgao em
relacdo ao controle (CRUZ et al., 2012). A associacdo entre o timo e a adrenal foi mostrada
pela primeira vez em um trabalho que apontou uma estimulacdo do crescimento deste 6rgéo
linfoide apds a adrenalectomia bilateral em ratos jovens. Os glicocorticoides poderiam mediar
essa relacdo uma vez que sao responsaveis por diminuir a quantidade de linfocitos e timocitos

por meio do mecanismo de apoptose (KRAML et al., 2003). Contudo, o tratamento por 10
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dias com Espironolactona (50 mg/kg/dia, s.c,) em ratos adultos Lister hooded,
adrenalectomizados e restituidos com 30% de corticosterona, ndo modificou o peso do timo
quando comparado aos grupos veiculo (propilenoglicol) e sham (WONG; HERBERT, 2005).
Por outro lado, a administracdo de RU-486, por um periodo 3 dias, em diferentes grupos de
ratos a partir de 9, 12 ou 14 dias de idade, diminuiu 0 peso deste 6rgdo em comparagao ao
seus respectivos controles. Tal diferenca desapareceu nos grupos que receberam esse
tratamento partir dos 16 ou 23 dias de idade. Os autores sugeriram que a auséncia de
hipertrofia seria causada por um blogueio incompleto dos receptores de glicocorticoides do
timo (KRAML et al., 2003). Ha uma producdo elevada de glicocorticoides neste 6rgdo
linfoide em fetos e neonatos, apesar da concentracdo no plasma ser baixa em ratos com 12
dias de idade. No inicio da vida, isso poderia provocar apoptose dos timocitos. Como o timo
estéd sob regulacédo da glandula adrenal apos o desmame, uma concentragdo plasmatica menor
de glicocorticoides proporcionaria o antagonismo dos sinais de delecao e a sobrevivéncia dos
timocitos (KRAML et al., 2003). Em ratas Zucker magras com 35 dias de idade, RU-486,
durante 14 dias (30 mg/kg/dia, s.c.), também n&o afetou o peso do timo em relacdo ao seu
controle, apesar da diminuicdo deste Orgdo ter sido verificada em ratas obesas no mesmo
trabalho (HAVEL et al., 1996).

A atividade do eixo HPA na idade adulta foi avaliada, pelo presente estudo, por meio
da concentracdo plasmatica de corticosterona, peso das adrenais e ativacdo, mediante estresse,
de neurénios CRH no PVN em animais submetidos a diferentes condi¢des na pré-puberdade.
O eixo HPA envolve a secrecdo dos horménios CRH / vasopressina, produzidos pelo PVN,
que promovem a liberacdo de ACTH pela hipofise, o qual estimula a secrecdo dos
glicocorticoides pelo cortex da adrenal (MCCORMICK et al., 2010). O controle desse sistema
consiste em evitar a reacdo exagerada dos mecanismos de defesa em resposta ao estresse, uma
vez que a exposicdo prolongada as concentracdes elevadas de glicocorticoides tem efeitos
deletérios em varios sistemas do organismo (MCCORMICK; MATHEWS, 2007).

Os resultados deste estudo mostraram que o peso da adrenal e a secrecdo de
corticosterona, desencadeada pelo estresse na fase adulta, ndo foram alterados pelo estresse na
pré-puberdade seguido do tratamento com veiculo ou Espironolactona. Porém, tais parametros
se mostraram aumentados em virtude da administracdo de RU-486.

Van Haarst et al. (1996) apontaram que, em resposta a um novo ambiente vinte e
quatro horas ap6s a administracdo de RU-486, houve aumento das concentracfes de ACTH e
corticosterona no periodo da manhd. Também verificaram aumento do peso da adrenal e da

sensibilidade de suas células, in vitro, ao ACTH ap6s 10 dias de tratamento.
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Quando o RU-486 foi administrado i.c.v. por meio de minibombas Alzet, durante
vérios dias em ratos adultos Wistar, ocorreu um aumento da concentragdo de ACTH durante a
fase vespertina do ciclo circadiano, no primeiro dia de tratamento, o que foi normalizado nos
dias subsequentes. O mesmo aconteceu em relacdo a corticosterona, contudo, a concentracao
deste hormdnio voltou a aumentar no terceiro e quarto dia de tratamento. O conteldo de RNA
mensageiro para CRH na regido paraventricular do hipotdlamo, medidos no quarto dia de
administracdo de RU-486, bem como as propriedades de ligagdo dos receptores de
corticosteroides no hipocampo, hipotalamo e hipofise, apos 10 dias de tratamento, ndo foram
alterados. O aumento da corticosterona dissociado de concentragdes elevadas de ACTH
sugere um aumento da capacidade de resposta da adrenal ao ACTH (VAN HAARST et al.,
1996).

Em experimentos realizados com 10 homens saudaveis, que receberam RU-486
durante oito dias, verificou-se uma acdo anti-glicocorticoide, com aumento das concentracées
circulantes de cortisol. Quatro dias ap0s o final do tratamento, a ativagdo das adrenais estava
normalizada. Porém, a estimulacdo direta da hipofise por CRH exdgeno causou uma resposta
corticotrofica e cortical excessiva. A resposta das adrenais a um composto sintético com
efeito semelhante ao ACTH (Cortrosyn) também foi exacerbada no decorrer do tratamento
(BERTAGNA, 1997).

Apesar das diferencas metodologicas, nossos resultados e os trabalhos citados da
literatura mostraram uma acdo do RU-486 nas adrenais, associada a uma alteracdo de
sensibilidade destas glandulas.

Verificou-se no atual estudo que a ativacao de Fos e Fos/CRH no PVN, foi semelhante
em animais ndo estressados, tratados com veiculo, Espironolactona ou RU-486. Estes grupos
também foram analogos com os animais submetidos a estresse agudo que receberam veiculo.
Portanto, por si, os tratamentos com antagonistas de GR e MR ou 0 estresse agudo, na pré-
puberdade, ndo interferiram na atividade de neurdnios do PVN, em resposta a contencdo na
fase adulta.

As informacGes desencadeadas por estimulos estressores convergem para células
parvocelulares do PVN no hipotalamo e resultam em respostas neuroenddcrinas. Por
conseguinte, ha um rapido aumento em c-fos, ativacdo de genes, e liberacdo dos produtos,
dentre eles o hormdnio CRH, o que proporciona a ativacdo do eixo HPA (LIGHTMAN,
2008). Nossos resultados mostraram que houve reducdo da ativacdo de Fos no PVN, mas ndo
de Fos/CRH, em resposta a contencdo na vida adulta, nos animais que sofreram estresse

agudo, seguido do tratamento com Espironolactona ou RU-486 na puberdade. Portanto, os
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antagonistas de GR ou MR impediram um efeito da corticosterona no estresse agudo na pre-
puberdade e, como consequéncia na vida adulta, um conjunto de neurdnios do PVN foi menos
ativado mediante estresse. N&o ha participacdo de neurdnios CRH, pois a expressdo Fos/CRH
foi semelhante aos animais tratados com veiculo. Além disso, descarta-se que sejam
neurbnios vasopressinérgicos do PVN, os quais se projetam para a eminéncia mediana e
interferem no eixo HPA. Esta subpopulacdo com atividade reduzida ndo esta relacionada a
atividade do eixo HPA mas, provavelmente, a outro componente da resposta de estresse. No
entanto, o tratamento com RU-486 promoveu alteracdes no peso das adrenais e concentragdo
de corticosterona. E provavel que tais respostas sejam devido a efeitos periféricos do
antagonista GR e ndo mediados por alteracdes da atividade de neurdnios do PVN.

Considerando que os receptores MR sdo pouco expressos no PVN do hipotalamo
(REUL; DE KLOET, 1985; COLE et al., 2000), uma hipotese para que ambos antagonistas,
com diferentes mecanismos, tenham exercido o mesmo efeito sobre esse conjunto de
neurdnios, seria uma acdo indireta, mediada por outras regides, como por exemplo o
hipocampo. Essa area apresenta grande expressdao de ambos receptores (REUL; DE KLOET,
1985) e exibe influéncia inibitéria sobre o PVN (DE KLOET et al., 1998). Em conformidade
com o proposto, um estudo com ratos adultos Lister hooded, adrenalectomizados e com
implantes subcutaneos de corticosterona, que receberam Espironolactona ou Mifepristona,
demonstrou que o antagonismo dos receptores MR aumentou a proliferacdo celular no giro
denteado do hipocampo, mesmo efeito alcancado pelo antagonismo dos receptores GR, sob
condicdes de administracao adicional de corticosterona (WONG; HERBERT, 2005).

No presente trabalho, os animais submetidos ao estresse crénico na pré-puberdade
apresentaram menor expressao de Fos e de Fos/CRH em neurénios do PVN, em resposta ao
estresse na fase adulta. Esse efeito ndo foi revertido pelo tratamento com Espironolactona ou
RU-486. O estresse crénico pode promover adaptaces no eixo HPA, entre elas, a
infrarregulacdo da transcricdo génica de CRH, bem como manutencdo na expressao do gene
AVP ou aumento do mesmo, de maneira compensatéria (MA; LEVY; LIGHTMAN, 1997).
Ainda, ha relatos que o estresse cronico seria responsavel por uma habituacéo da expressdo do
gene c-fos no PVN (COLE et al., 2000).

Com estes resultados, demonstramos que o modelo de administracdo de antagonistas
MR e GR, ap0s o estresse agudo na adolescéncia, com o propdésito da diminuicdo dos efeitos

de longa duracgdo, mostrou-se efetivo a nivel central.
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7. CONCLUSAO

O atual estudo mostra a participacdo dos receptores MR e GR, de éreas especificas, na
repercussdo de breves situacdes estressoras, vivenciadas na pré-puberdade, sobre a vida
adulta, contribuindo para a compreensédo destes efeitos.

Visto que 0 modelo de administracdo de antagonistas MR e GR ap0s o estresse agudo
indica diminuicdo dos efeitos de longa duracdo a nivel central, intervencbes preventivas
podem trazer perspectivas positivas no propdésito de atenuar efeitos a longo prazo decorrentes
do estresse na adolescéncia. Contudo, efeitos desejaveis e adversos devem ser ponderados
bem como realizados mais estudos a fim de avaliar a seguranca de tal tratamento
farmacoldgico durante o periodo da adolescéncia, fase de desenvolvimento tdo suscetivel
devido ao processo de maturacdo de varios sistemas (TRASLAVINA; DE OLIVEIRA;
FRANCI, 2014).
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