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RESUMO

MORAES, R. C. Papel da corticosterona na vigéncia do estresse sobre
a funcdo pineal em ratos. 2010. 266f. Tese (Doutorado em Farmacologia) —
Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo, 2010.

A existéncia de uma comunicagao bidirecional entre a glandula pineal e o sistema
imune permitiu a n6s e a outros a sugerir o conceito de Eixo Imune-Pineal.
Neste sentido, a fototransducédo da pineal, pela producéo e liberagdo de melatonina,
€ potenciada pelo horménio corticosterona ou suprimida pela citocina TNF.
A corticosterona é produzida mais intensamente sob estresse, e nesta condicao,
a citocina TNF também pode ser produzida (em nivel plasmatico ou cerebral)
a semelhanga do que ocorre na inflamagao. Assim, o objetivo geral da presente tese é
testar a hipotese que a pineal faz parte integrante da resposta ao estresse, da mesma
forma que esta integrada ao processo inflamatério. Para tal, dois modelos de estresse
de natureza distinta foram escolhidos, contencao e frio, os quais foram aplicados aos
ratos sempre na fase clara do ciclo de luz (ZT9-12) em dois intervalos de tempo,
30 minutos ou 2 horas. Os resultados foram agrupados em quatro partes, sendo:
Parte I: Caracterizacdo dos modelos de estresse, onde ambas modalidades de
estresse nao formaram Ulceras gastricas nem produziram TNF em nivel plasmatico,
apenas aumento pronunciado de corticosterona até os 10 minutos apo6s aplicagcao dos
mesmos. Portanto, a aplicacdo da contengdo como a exposi¢cao ao frio sdo modelos
moderados de estresse. Parte II: Efeitos do estresse sobre a funcionalidade da
glandula pineal in vivo, nesta mostrou-se que somente em duas horas qualquer um dos
estresses aumentou significativamente a produgao pineal de melatonina, sem alterar o
precursor N-acetilserotonina, de forma indiferente ao tipo de estresse. Portanto,
esta modulacdo do estresse somente sobre o conteudo de melatonina da pineal é
implicada por acdo da corticosterona. Parte Ill: Papel da corticosterona sobre a
funcionalidade da glandula pineal in vivo frente ao estresse, tratamento com metirapona
ou com mifepristone aboliram indistintamente os efeitos de ambos os estresses em
aumentar significativamente o conteudo pineal de melatonina, também, tratamento com
talidomida para abolir (eventuais) niveis cerebrais de TNF ndo modificou os efeitos de
ambos os estresses, que poderiam estar sendo diminuidos pela acédo da corticosterona
junto da citocina TNF. Portanto, a modulagdo do estresse via corticosterona sobre a
pineal é confirmada. Parte IV: Papel da estimulacdo alfa-adrenérgica na vigéncia do
estresse sobre a funcionalidade da glandula pineal in vivo, foi visto que tratamento com
fenilefrina ndo modifica os efeitos observados nos estresses aplicados isoladamente.
Portanto, a estimulagdo a-adrenérgica juntamente da (-adrenérgica n&o interfere com
os efeitos da corticosterona (do estresse) sobre a glandula pineal. De posse de nossos
achados, nés podemos concluir que o estresse moderado agudo, independente de sua
natureza, devido a corticosterona, promove modulacdo da glandula pineal na
dependéncia do estado fisiologico da mesma. Esta tese confirma a existéncia de uma
relacdo entre as glandulas adrenais e pineal. Em conjunto, nossos resultados implicam
que a glandula pineal exerce, além de suas classicas fungdes cronobidticas, um papel
de grande sensor do estado geral ao organismo inteiro.

Palavras-chave: Estresse. Corticosterona. TNF. Pineal. Melatonina. Eixo Imune-Pineal.



ABSTRACT

MORAES, R. C. The role of corticosterone in the presence of stress upon
the pineal function in rats. 2010. 266p. PhD. Thesis (Pharmacology) -
Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo, 2010.

The existence of the bidirecional communication between the pineal gland and the
immune system allow to us and others to suggest the Immune-Pineal Axis concept.
In this way, the phototransduction of pineal, by melatonin production and release,
is potentiated by corticosterone hormone or supressed by TNF cytokine.
The corticosterone is produced more intensily upon stress, and in this condition,
the TNF cytokine could be also produced (in plasma or cerebral levels)
as occurs in inflammation. Thus, the general objective of this thesis is
to test the hypothesis that the pineal is a player in stress response, likewise that it is
one player in inflammatory process. For this, two models of stress with different nature
were choosen, restraint and cold, which were applied to the rats always in the photofase
(ZT9-12) in two times, 30 minutes or 2 hours. The results were clustered in four
sections, being: Section |: Caracterization of the stress models, where both types did
not produce gastric ulcers neither TNF levels, but there was enhancement of
corticosterone serum levels up to 10 minutes after application of theses. Therefore,
the restraint application as well as cold exposure are moderate models of stress.
Section II: Effects of stress upon the pineal function in vivo, in this section were shown
that only two hours of anyone stress increased significantly the melatonin production by
the pineal gland, without changes in the precursor N-acetylserotonin, yet theses effects
were undifferentiated to the stress type. Therefore, this modulation of the stress upon
the melatonin pineal content is implicated for the corticosterone action in the gland.
Section llI: Role of corticosterone upon the pineal function in vivo ahead to the stress,
in this section the metyrapone or mifepristone treatment abolish indistinctly the effects of
both stresses in to increase significantly the melatonin pineal content, already the
thalidomide treatment for to abolish (incidental) TNF cerebral levels did not modify the
effects of both stresses, that could be covering by the corticosterone and TNF actions
both together. Therefore, the modulation of stress via corticosterone upon the pineal is
authenticated. Section IV: Role of alpha-adrenergic stimulation in the presence of stress
upon the pineal function in vivo, here was shown that the phenylephrine treatment did
not modify the effects observed in the stresses applied separately. Therefore,
the alpha-adrenergic stimulation together beta-adrenergic stimulation did not interfere
with the corticosterone effects (from stress) wupon the pineal gland.
For the our findings, we can conclude that the acute moderate stress, unattached of its
type, by the corticosterone action, promote modulation of pineal gland on the
dependence of the physiological status of itself. This PhD Thesis confirm the existence
of a network between the adrenal and pineal glands. All together, our results implicate
that the pineal gland performs, beyond of its chronobiotical classical functions, one role
of the great sensor of internal body state to the whole organism.

Key-words: Stress. Corticosterone. TNF. Pineal. Melatonin. Immne-Pineal Axis.
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Ha muitos séculos € conhecida a marcante influéncia da mente sobre a saude
humana (FELTEN, 2000). Em 1936, Hans Selye postula a Sindrome de Adaptacao
Geral, posteriormente, designada simplesmente como estresse (NEYLAN, 1998).
Atualmente, €& reconhecido que o estresse promove uma resposta complexa
coordenada centralmente, envolvendo alteracbes de fungdes autondmicas, enddcrinas,
comportamentais e cognitivas (DAYAS et al.,, 2001), além de imunoldgicas
(BESEDOVSKY e DEL REY, 2000).

O estresse pode ser classificado em duas grandes categorias: (1) estresse fisico
ou “sistémico” e (2) estresse psicologico ou “processivo” (SAWCHENKO et al., 1996).
Um exemplo de modelo de natureza psicoldgica é o estresse por contengao (DAYAS et
al., 2001; SCHIMITZ et al., 2002; MADRIGAL et al., 2003). Ja de natureza fisica, o
estresse pelo frio € um exemplo (ZOELLER et al., 1990; BAFFI e PALKOVITS, 2000).

O estresse por contengdo (CULLINAN et al., 1995; IMAKI et al., 1995; DAYAS et
al.,, 2001; VIAU e SAWCHENKO, 2002) e pelo frio (PACAK e PALKOVITS, 2001)
possuem vias aferentes diferentes, mas de maneira invariavel se direcionam ao nucleo
paraventricular do hipotalamo (PVN), que se projeta para a porgao intermédio lateral
(IML) da medula, mesmo que por diferentes populagbes, ndo s6 alcangando o géanglio
cervical superior, que se comunica com a glandula pineal (SIMONNEAUX e
RIBELAYGA, 2003), mas também chegando ao cértex da adrenal (BUIJS et al., 1999).
Portanto, o PVN faz parte tanto do eixo HPA como do sistema de temporizagao, ou
seja, existe uma via neural comum entre o eixo HPA e a glandula pineal.

A resposta de defesa do organismo tanto com ativagdo do sistema nervoso
autbnomo como do eixo HPA induzem alteragdes do sistema imune (ELENKOV et al.,

1996; ORTEGA et al., 2000; SIGOLA e ZINYAMA, 2000; SANDERS, 2006), resultando
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num interessante modelo para avaliacdo da interagdo neuroimunoenddcrina
(MCEWEN et al., 1997). Neste sentido, foi observado que o estresse pode promover a
producéo da citocina TNF tanto no plasma (LIU et al., 2007) como no sistema nervoso
central (MADRIGAL et al., 2002; MUNHOZ et al., 2004).

Convém destacar que tanto o hormdnio corticosterona (FERREIRA et al., 2005)
como a citocina TNF (FERNANDES et al.,, 2006; PONTES et al.,, 2006) agem na
glandula pineal. Sendo possivel um papel integrador da glandula pineal pela recepgéo
de informagbes de citocinas centrais e periféricas, por ser um dos 0Orgaos
circunventriculares (PEDERSEN et al., 1997; DUVERNOY e RISOLD, 2007). Portanto,
e plausivel pensar que o estresse possa agir sobre a pineal na dependéncia da
reatividade da mesma a substancias (revisto por COUTO-MORAES et al., 2009).

A glandula pineal é tida como um neurotransdutor da informagao fética, visto que
libera seu horménio, melatonina, durante o escuro. De forma sintética, no escuro ocorre
a ativagcao da via simpatica que inerva a glandula pineal. A ativacdo de adrenoceptores
beta promove a ativacédo da via dependente de AMP ciclico, que induz a transcrigao do
gene aril-alquil-N-acetiltransferase (Aa-nat). Esta enzima € considerada chave na
sintese de melatonina, visto que sua atividade é praticamente zero durante o claro e
aumenta em cerca de 100 vezes no escuro. A enzima AA-NAT transforma serotonina
em N-acetilserotonina (NAS), que posteriormente é metilada a melatonina pela enzima
hidroxi-indol-O-metiltransferase (revisto por MARKUS et al., 2003).

Recentemente, mostramos outro caminho de controle da sintese (pineal) de
melatonina pelo fator de transcrigdo nuclear NFkB (FERREIRA et al., 2005). A ativagao
deste fator leva a inibicdo da transcricdo do gene aa-nat, enquanto sua inibicéo

potencia a transcricdo do mesmo gene induzida por P-CREB. Por esse caminho,
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a citocina pro-inflamatoria TNF, que € secretada, sobretudo por macrofagos, na fase
precoce de resposta inflamatéria, promove inibicdo da sintese noturna de melatonina
(PONTES et al., 2006). Diferentemente, condi¢gbes de inflamagéo crénica com aumento
da atividade do eixo HPA e, por consequente, aumento sérico persistente de
corticosterona, cessa a melatonina sintetizada noturnamente apds adrenalectomia
(LOPES et al., 2001). Estes dados indicam que durante a inflamag¢ao ndo ha produgéo
noturna de melatonina; assim, o organismo animal fica “desligado” da variagédo fotica

ambiental.

O objetivo deste trabalho € avaliar o efeito do estresse sobre a atividade da
glandula pineal. Uma das premissas € que a ativagdo do eixo HPA, com um aumento
da quantidade de corticosterona circulante, levaria a um aumento da produgdo de
melatonina, conforme estudos in vitro (FERREIRA et al., 2005) e
in vivo (FERNANDES et al.,, 2009) na dependéncia do estado fisiolégico em que a
glandula pineal encontra-se (FERNANDES, 2009). Por outro lado, se o estimulo
estressante levasse a produgdo da citocina proé-inflamatéria TNF em nivel plasmatico
(LIU et al., 2007) ou em nivel cerebral (MADRIGAL et al., 2002; MUNHOZ et al., 2004),
a producdo de melatonina poderia ser reduzida ou suprimida pela inibicdo da

maquinaria enzimatica (FERNANDES et al., 2006).
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Nesta secao sera apresentada a literatura pertinente para ampla compreensao

do presente trabalho.

2.1 Glandula Pineal

A glandula pineal recebeu este nome pelo seu formato peculiar de pinha, sendo
também chamada de: epifise, epifise cerebral, corpo pineal e, olho pineal. E uma
pequena glandula endodcrina presente em todos os vertebrados, que produz um
importante horménio (melatonina) responsavel pela transdug¢ao da informagao fotica em
informagao quimica, e assim, modulando as fun¢des associadas ao ciclo sono-vigilia e
as quatro estagdes climaticas, ambas relacionadas ao ciclo claro-escuro ambiental.

Dentre todas as glandulas enddcrinas, a glandula pineal é que apresenta menor
numero de artigos em consulta a base de dados PubMed (cerca de 14.200), sendo que
0 numero de artigos em ordem decrescente para este tipo de glandula é: 1° - adrenais
(280.000), 2° - pancreas (128.000), 3° - tiredide (146.000), 4° - hipofise (139.000) e,
5° - paratiredide (44.000); conforme ultimo levantamento feito em 14 de junho do
corrente ano. Desta forma, o niumero de artigos sobre pineal é aproximadamente trés
vezes menor do que para a glandula menos estudada, a paratiredide. Isto é
compreensivel por diferentes razées quando comparada a outras glandulas enddcrinas,
tais como: associagdo com propriedades misticas por longo periodo, reduzido tamanho,
pouca acessibilidade anatémica na maioria dos mamiferos, longo tempo para
descoberta de fungao fisioldgica, dentre outras.

Curiosamente pela sua profunda localizagdo anatémica no cérebro, impar e

central em humanos, ela foi associada por diversos fildsofos e religiosos como tendo

022



Estresse e Funcdo Pineal - Tese de Doutorado - Revisao de Literatura 023

propriedades especiais, uma glandula misteriosa. Além disto, o aproveitamento do
enfoque mistico pela cultura, particularmente a literatura (ndo-técnica) e o cinema, faz
também despertar interesse de leigos. Desta forma, um breve historico de sua

descricao é apresentado a seguir.

2.1.1 Histérico

A primeira descricdo documentada da pineal € datada de aproximadamente
1.500 a.C. na obra Vedas e, referia-se a glandula pineal como “terceiro olho”, também
chamado de “olho interno”, um conceito simbdlico (mistico) bem antigo. A obra Vedas é
um conjunto de quatros textos, escritos em sanscrito, que forma a base do sistema de
escrituras sagradas do Hinduismo. O “terceiro olho” refere-se a uma parte do chakra
(de forma nao literal “centro de forgas”), na verdade o sexto chakra (ajna, “o centro do
comando”) na tradigao hinduista (Kabbalah), estando presente em diversas tradi¢gdes
espiritualistas tanto orientais como ocidentais (SAGAN, 2007), inclusive sendo marcado
por uma pequena joia ou pedra no centro da testa pela cultura indiana. Ainda nesta
linha, a glandula pineal € evocada a ser consultada, com a expressdo: “Consulte sua
glandula pineal”, pelos adeptos ao Discordianismo. O Dicordianismo € uma espécie de
religido criada nos Estados Unidos em 1958, sendo uma modificagcao da filosofia Zen
budista da escola Rinzai, escola japonesa derivada da escola chinesa Linji. “A consulta”
a glandula pineal permite, segundo os adeptos, uma consulta a Deusa Grega Eris (em
latim, Discordia), a Deusa da Desarmonia ou da Discérdia.

Na era Contemporanea, cresce o numero de pessoas que adotam o conceito de

“terceiro olho” em escolas de meditagao e artes, tais como: ioga, meditagcao Zen, caraté
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(certos estilos) e, aiquidd; sendo por muitos até reconhecidamente que ndo se trata de
um orgéo fisico ou material como concebido originalmente (SAGAN, 2007). No mesmo
sentido, Alice Ann Bailey (1880-1949), escritora britanica de religides e afins, escreveu
no seu livro “Um Tratado em Magia Branca” (do inglés, A Treatise on White Magic) que
a glandula pineal poderia ter fungao até mesmo telepatica em individuos especiais.

A glandula pineal apareceu até em obras de ficcdo cientifica e em filmes.
Na obra “Do Além” de 1920 (do inglés, From Beyond) de Howard Phillips Lovecraft
(1890-1937), famoso novelista estadunidense, que escreveu nos géneros do horror e
ficgcdo cientifica, € descrito um cientista (Dr. Crawford Tillinghast) que construiu uma
maquina que estimulava as glandulas pineais de seres humanos de modo a permitir ver
planos de existéncia fora da realidade. Esta obra literaria foi adaptada ao cinema, com
mesmo nome, em 1986 pelo diretor de horror estadunidente Stuart Gordon*. Outra obra
sobre pineal que também foi versada a filme é “Medo Mortal” de 1997 (do inglés, Mortal
Fear), escrita por Greg lles (1960-), alemao de nascimento e estadunidense de criagao,
novelista consagrado em vendas nos Estados Unidos com mais de 10 “best-sellers” dos
15 ja produzidos por ele. Nesta obra, Greg escreve sobre uma série de mortes em que
0 assassino tem especial interesse em coletar a glandula pineal das mulheres
assassinadas acreditando que o “sexto sentido” estava la.

A gléndula pineal ja foi mencionada na literatura, ndo convencional e nao
cientifica, por Georges Bataille (1897-1962), escritor francés, considerado um escritor
de uma literatura de transgressdao, uma obra metaférica por exceléncia. Bataille
escreveu um texto sobre a glandula pineal (The Pineal Eye, 1927-1939), na verdade, a
glandula como a fungao de “terceiro olho”. Neste texto, Bataille se apdia no conceito de

olho-pineal com uma metafora a racionalidade cega do Ocidente, e este 6rgéo

! Trecho pode ser visto em <http://www.youtube.com/watch?v=5tj-dNbBAr8>.
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simbolizaria o excesso e o delirio, conforme analise de Denis Hollier (1989). Para
Japiassu (1976), o conceito olho-pineal € abordado por Bataille como uma criagéo do
oriente que necessitam os cidadaos do ocidente.

A pineal foi usada na filosofia moderna em 1957 pelo filésofo francés Gaston
Bachelard (1884-1962) na sua obra A Poética do Espacgo (do francés, La poétique de
I'espace). Simdes (1999) afirma que: “A fenomenologia bachelardiana da imaginacgéo,
ao contrario, ndo vé as coisas com os olhos”. Entendido isto e indo além, a pineal em
Bachelard (“super-olhos”) € algo desnecessario, simboliza um super-racionalismo
apoiado na imaginagao, a realidade nao é aquela que se apresenta aos olhos, as
imagens devem ser entendidas como modelos de raciocinios.

Outra documentagdo antiga da pineal € do século Ill a.C. por Herdfilos
(Herophilos; 335-280 a.C.), médico grego filiado a Escola Médica de Cos
(Alexandria, Grécia Antiga) que se dedicou a anatomia com consideravel contribuicao
na neuroanatomia, com descricdo da anatomia do cérebro, cerebelo, ventriculos,
meninges e, olho (ENCICLOPEDIA..., 1986). Sendo que nos estudos da anatomia
deste ultimo 6rgao, estabeleceu a diferenga entre nervos motores e sensitivos
(PORTER, 2002). Herdfilos ainda foi quem primeiramente considerou o cérebro como
sede da inteligéncia e ndo o coragao, como proposto por Aristoteles (PORTER, 2002).
Sendo por toda sua obra, considerado “O Pai da Anatomia”.

Contudo, o nome pineal a esta glandula sé ocorreu no século Il ja na era Crista
por Galeno (Claudius Galenus; 131-200), médico grego que atendeu o Imperador
Romano Marco Aurélio, e também, seus outros dois sucessores (ENCICLOPEDIA...,
1986). Ampliou a fungdo do cérebro, feita por Herdfilos, ao considera-lo centro das

sensacgdes e do pensamento (PORTER, 2002). Galeno dedicou-se intensamente aos
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estudos de neuroanatomia, inclusive com a descricéo de sete (dos 12) pares de nervos
cranianos e de 30 (dos 31) pares de nervos espinhais (PORTER, 2002). Denominou a
glandula pineal de konarium (em grego), pelo aspecto semelhante a uma pinha (pineal),
além de ter rebatido a idéia de que a fungdo da mesma era regular a passagem do
espirito (do grego, pneuma). Sua maior contribuigdo foi inaugurar a fisiopatologia, visto
que Galeno estabeleceu o principio de que toda lesdo num érgéo corresponde a uma
alteracdo da funcado e vice-versa (PORTER, 2002). Pelo fato de ser um monoteista,
tendo a visdo do corpo humano como obra divina e os tempos posteriores a sua vida
serem marcados por marcante repressao, perseguicdo e morte aos pensadores por
parte da Igreja Catdlica (o que ficou conhecido como “Era das Trevas”) foi o médico que
deixou sua influéncia por tempo mais prolongado na histéria da civilizagdo ocidental,
cerca de 1500 anos, até a Renascenga (século XIV ao XVII).

Novas descricbes sobre a pineal s6 ocorreram em meados do século XVI, em
1543 no Atlas de Anatomia “A Fabrica do Corpo Humano” (do latim, De Humani
Corporis Fabrica) no livro VII, escrito por Andreas Vesalio (nome original Andreas van
Wesele, nome que assinava em latim Andreae Vesalli; 1514-1564), belga, médico e
professor. Como médico exerceu suas atividades para o Rei Carlos V (1546) e
posteriormente a Corte Espanhola de Filipe Il (1559), filho sucessor. Como professor
exerceu cargos na Universidade de Bolonha e de Padua, sendo que na ultima recebeu
o titulo de doutor (1537) e, onde desenvolveu sua grande obra literaria. “A Fabrica do
Corpo Humano” foi, em grande parte, motivada quando ao dissecar corpos humanos
verificou que diversas descricbes anatdbmicas de Galeno estavam erradas, como por
exemplo, a descricdo da anatomia do figado era apresentada cinco lobos ao invés dos

dois grandes lobos (direito e esquerdo) como nos humanos, esta e outras descrigdes o
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levaram a concluir que se tratava da descricdo em macacos Rhesus (Macaca mulata) e
ndo de seres humanos (ENCICLOPEDIA..., 1986). Contudo, é lembrado
frequentemente somente por seu magnifico Atlas de Anatomia, vale destacar que ele
rompeu com a teoria local ventricular dos processos mentais ao comparar a
organizagao anatébmica dos humanos a outros mamiferos, curiosamente o asno. “A
Fabrica do Corpo Humano” é considerado o melhor Atlas de Anatomia com detalhados
desenhos naturalisticos (ndo artisticos) e ilustragdes da anatomia (KICKHOFEL, 2003),
feitos por Jan Stephen van Kalcar (grande parte) como por Vesalio e, impresso
primorosamente por Johannes Oporinus (mestre-artesdo suico em xilogravura).
Continuidade na descricdo da pineal ocorre no século XVII pelo francés René
Descartes (Renatus Cartesius; 1596-1650), filésofo, fisico e matematico por atuacao e
advogado por formagao, pois nunca exerceu o titulo que obteve da Universidade de
Poitiers (ENCICLOPEDIA..., 1986). Na verdade, o titulo de primeiro fildsofo moderno ja
bastaria para englobar a dimensdo de sua obra, que mais do que vasta, foi
vanguardista em esséncia, em duas de suas obras Discurso sobre o Método de 1637 e
Meditacbes de 1641, ele inaugura um ceticismo metodolégico nunca dantes escrito, o
que veio a ser chamado de “Método Cartesiano”, em suma, pregoava a duvida
(“s6 existe aquilo que pode ser provado”) em quatro regras fundamentais, a saber:
verificar, analisar, sintetizar e enumerar. Com contribuicdo mediocre na Fisica (O
Mundo ou Tratado da Luz, de 1633), apesar de ser somente superado por Isaac
Newton aproximadamente 30 anos depois (em 1663, o Bindmio de Newton), sua
contribuicdo inestimavel foi no campo da Matematica, onde usou a Algebra para
solugbes de problemas da Geometria (antes distintamente separadas) por meio do

Sistema de Coordenadas. Ao estudar a glandula pineal atribui-a a funcdo de
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“terceiro olho”. Sendo que esta atribuicdo n&o se devia a nenhuma comparagdo com a
fotorrecepcdo dos olhos. Acreditava que a pineal coordenava 0s movimentos
musculares ao que se via pelos olhos, pois para ele, os liquidos fluiam entre a glandula
pineal e os ventriculos e dai para os musculos, escrevendo para isto a expressao
espirito animal (do francés, esprits animaux). Ainda, o corpo (a res extensa) encontrava-
se com a alma autdbnoma e nédo material (a res cogitans) na pineal. Escreveu sobre esta
glandula: “Existe uma pequena glandula no cérebro, na qual a alma exercita sua fungéo
mais singularmente do que em todas as outras partes do corpo” (do inglés, There is a
small gland in the brain, in which the soul exercises its function more particularly than in
every other part of the body). Desta maneira, a pineal para Descartes ndo era o centro
da alma, mas o local de sua atividade. De maneira ndo intencional, Descartes fora
quem primeiro atribui relagdo da pineal com ciclo sono-vigilia, pois 0 sono e a vigilia
dependiam (para ele) dos fluxos dos espiritos animais no cérebro regulado pela pineal.
Por isto, o cérebro dos cadaveres apresentava (as hoje denominadas) circunvolugdes
por que estava sem fluxo, murcho (desenhos feitos na obra De Homine, 1662).

Outro relato importante sobre a glandula pineal data do século XVIII,
precisamente em 1769, por Giovanni Battista Morgagni (“Giambattista” apelido dos
italianos, 1682-1771) italiano, fildsofo e médico (ambas concluidas em 1701) pela
Universidade de Bologna (ENCICLOPEDIA..., 1986). Morgagni dedicou-se
intensamente em basear o diagnostico, o prognostico e o tratamento das doengas por
meio de exame minucioso das condi¢gdes anatdbmicas do paciente, com consistentes
relagbes doencga-coragao, doenga-pulmdes e doenga-figado (PORTER, 2002), sendo
por isto considerado “O Pai da Anatomia Patoldgica”. Pela repercussdo de sua obra

Adversaria anatémica (1706; conjunto de trés obras inicialmente) virou professor-
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assistente de medicina tedrica (1712) e catedra de anatomia (1715) na Universidade de
Padua. Foi membro da maior parte das importantes academias de ciéncia da época,
citando-se: Academia Imperial Césaro-Leopoldina - 1708; Sociedade Real da Inglaterra
- 1724, Academia Parisiense de Ciéncias - 1731, Academia de Saint Petersburg - 1735
e, Academia de Berlim - 1754. Sua maior obra mais famosa foi De sedibus et causis
morborum per anatomen indagatis (1761), nela Giovanni descreveu o histérico de vida
de seus pacientes, 0 modo como morreram e 0s achados de necropsia que ele
conduziu nos mesmos. Oito anos depois (1769), Morgagni ao descrever seus achados
de necropsia (achados post-mortem) verificou a presenga de ar na circulagao cerebral e
deduziu que isto era a causa-mortis, a primeira descricdo da Sindrome ou Mal de
Descompressdo (ENCICLOPEDIA..., 1986). Nesta oportunidade, ele fez a curiosa
observagao que a calcificacdo da pineal aparecia mais frequentemente em pacientes
espiritualistas (ENCICLOPEDIA..., 1986).

O proximo relato que se sabe sobre a pineal é de 1884, feito por Richard Owen
(1804-1892) no periodico Quarterly Journal of the Geological Society. Owen, renomado
anatomista, zoologista e paleontélogo britanico, foi quem primeiro sugeriu 0 nome
dinossauro (em grego, lagarto terrivel) em 1841 aos achados fosseis de ossos gigantes
de répteis encontrados no sul da Inglaterra, que posteriormente foram publicados na
sua obra Historia de Reépteis Fosseis Britanicos (do inglés, History of British Fossil
Reptiles) sendo o primeiro volume de 1849. Ele descreveu e nomeou uma série de
dinossauros, como a pregui¢a-gigante (Mylodon, de 1842) e o primeiro ancestral do
cavalo (Toxodon owenii, de 1848). Preparou uma série de catalogos de anatomia
comparativa para o Colégio Real de Cirurgides, o que o elevou ao cargo de Professor

Hunteriano (espécie de Catedra) desta instituigdo, ocupando a posteriori o cargo de
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Superintendente do Depto. de Histéria Natural do Museu Britanico, que se tornou
independente como Museu Britanico de Historia Natural tendo Owen como fundador
(ENCICLOPEDIA..., 1986). No artigo de 1884 sobre o cranio e a denticdo de um réptil
do Periodo Triassico (Tritylodon Ilongeevus), Owen descreve “A short anterior
divarication bounds a small vacuity exposing matrix which has filled the cerebral cavity;
which vacuity is completed anteriorly by a similar divarication of the mid and hind angles
of the frontal bones, the mid suture of which is unobliterated. The above vacuity, v, if
natural, represents a fontanelle, or it may be interpreted as a 'pineal’ or parietal foramen;
it may, however, be due to posthumous injury”. Deste modo, Owen apresenta duvidas
sobre a ocupagao de um espago no cranio do Tritylodon, o qual poderia ser a glandula
pineal, o forame parietal ou até mesmo um artefato post-mortem.

Em 1886, dois pesquisadores Henry Will de Graaf (GRAAF, 1886 apud
SPENCER, 1886% e Walter Baldwin Spencer (1860-1929) publicam de forma
independente (respectivamente nos periddicos: Zoologischer Anzeiger e, Quarterly
Journal of Microscopical Science) a presenga da pineal em lagartos (Lacertilia).

O relato seguinte é de 1887 por Henry Fairfield Osborn (1857-1935), gedlogo e
paleontdlogo estadunidense. Renomado por descobertas paleontolégicas famosas,
fésseis dos dinossauros Tyrannosaurus rex (1905) e Velociraptor (1924). Osborn faz
apontamentos na famosa revista Science (em duas descrigdes, volume IX, numero 208
e 209) sobre as descricbes do artigo de Owens (1884), esclarecendo a duvida que de
fato era a pineal encontrada nestes dinossauros e isto era algo importante. Numa
primeira oportunidade (volume IX, nimero 208), Osborn descreveu: “From the large size
of the parietal foramen in Tritylodon, which greatly exceeds that of any of the recent

lizards in relative diameter, and compares with that of the labyrinthodonts and saurians,

> DE GRAAF, H.W. Zur Anatomie und Entwickelung der Epiphyse bei Amphibieu und Keptilien. Zool.
Anzeig., 29th March, 1886.

030



Estresse e Funcdo Pineal - Tese de Doutorado - Revisao de Literatura

we may safely infer that the primitive Mammalia, of this family at least, had a pineal eye
of some functional size and value”. No numero seguinte da Science (volume IX, numero
209), Osborn apenas se explica que ao comparar com o cranio do Sphenodon a
expressao “relative diameter” deve ser substituida por “actual diameter”, e ainda pontua
que esta descoberta reforca o ancestral reptiliano dos mamiferos. Contudo,
os trabalhos de Henry e William foram ignorados, apesar de relatarem a glandula pineal
em répteis como apresentado anteriormente. Finaliza esta sequéncia de discusséo na
revista Science, George Macloskie (1834-1920), naturalista irlandés radicado nos
Estados Unidos, que apresenta informagdes morfologicas sobre a pineal em lagartos.
Macloskie foi um renomado professor de Biologia da Universidade de Princenton a
partir de 1874, onde desenvolveu estudos sobre insetos e botanica.

No mesmo ano (1887), William Turner (1832-1916), médico anatomista britanico,
que se destacou como Reitor da Universidade de Edimburgo e neurocirurgido, escreveu
a morfologia e a localizagdo anatomica da glandula pineal em morsas e em duas
espécies de focas.

No ano seguinte (1898), Johann Otto Leonhard Heubner (1843-1926), médico
clinico e pediatra alemao, descreve um caso em que a glandula pineal esta envolvida,
mas erra no diagnéstico (HEUBNER, 1898 apud DANDY, 1915°) . Heubner é conhecido
pela dissecagdo e descricdo minuciosa de uma importante artéria cerebral (em 1872)
que se origina da juncado dos segmentos A1 e A2 da artéria cerebral anterior, a qual
recebeu seu sobrenome - artéria de Heubner. Além disto, foi o primeiro médico a
introduzir praticas de assepsia nos hospitais. Descreveu pioneiramente a Endoarterite
Sifilitica Obliterante (“Sindrome de Heubner”), a hoje conhecida Doenga Celiaca
(“serious deficiency of digestion”) e proveu profunda contribuicdo sobre a Meningite

* HEUBNER, J.O.L. Allg. reed. Centr.-Ztg., v. Ixvili, p. 89, 1899.
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Meningocécica. Em 1898, descreveu a puberdade precoce num garoto de quatro e
meio anos de idade com desenvolvimento corporal ligeiramente avancado (compativel
com 8 a 9 anos), isto foi atribuido a tumor da hipéfise. Somente cerca de um ano apds
(1899), Oestreich e Slawyk ao reestudarem o caso encontraram na necropsia um
teratoma de pineal (OESTREICH e SLAWYK, 1899 apud DANDY, 1915%). Desta forma,
uma funcéo enddcrina é dada a pineal somente no final do século XIX. No mesmo ano,
Ogle descreve precocidade sexual num menino de seis anos com caracteristicas
semelhantes ao caso descrito por Heubner, contudo o diagndstico (teratoma de pineal)
foi o mesmo dado por Oestreich e Slawyk (OGLE, 1899 apud DANDY, 1915°).

Ainda em 1898 (dezembro), artigo de Joseph Frank Payne (1840-1910),
descreveu sete diferentes casos médicos, de outros colegas, envolvendo modificagcbes
morfologicas da pineal bastante variaveis e, conclui que os sintomas clinicos no
decorrer da doenga da pineal devam ser causados por compreensao mecanica do que
a mesma promova qualquer modificacdo da fungao fisiolégica. Payne foi um renomado
meédico patologista britanico, que atuou também como escritor da Historia da Medicina.
Em 1874, Payne foi agraciado com o convite para escrever no respeitavel Goulstonian
Lectures, onde escolheu o seguinte tema: “On the origin and relations of new growths”.

Em 1908, Marburg (sem maiores detalhes) escreveu dois artigos sobre tumores
da pineal (MARBURG, 1908 apud KAPPERS, 1979°). Neles, Marburg proveu a
caracterizagcédo da entidade clinica da doenca da pineal com base em 40 casos clinicos
na literatura e um dos seus, assim classificou em trés niveis: hipopinealismo,
hiperpinealismo e apinealismo. O hipopinealismo foi associado a hipertrofia dos genitais

e precocidade sexual e corporal. J&4 o hiperpinealismo foi associado a obesidade.

* OESTREICH, R.; SLAWYK, T. Riesenwuchs und zirbeldriisen-geschwulst. Virchows Arch. f. path. Anat.,
v. CLVII, p. 475, 1899.

5 OGLE, C. Tumor of Pineal Body in a Boy. Tr. Path. Soc. London, v.1, p. 6, 1899.

S MARBURG, O. Die Adipositas cerebralis. Ein Beitrag zur Pathologie der Zirbeldriise, Wien. reed. Wochnschr.,
v. LVIII, p. 2617-, 1908.
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E o apinealismo foi associado a caquexia. Desta forma, a pineal e a hipdfise teriam
efeitos organicos opostos. Ainda, Marburg considerou que a glandula pineal somente
funcionaria nos primeiros anos de vida inibindo o crescimento somatico e sexual, sua
destruicdo parcial por tumores resultariam em hipopinealismo e permitiia o
desenvolvimento destas caracteristicas, o que era corroborado pela auséncia de
anormalidades sexuais em adultos jovens e adultos maduros.

A partir dos artigos de Marburg, outros se sucederam relatando a relagao de
tumores da pineal com precocidade sexual ou somatica junto de obesidade,
respectivamente os artigos de von Frankl-Hochwart  (1909) (VON FRANKL-
HOCHWART, 1909 apud DANDY, 1915’) e Raymond junto de Claude (1910)
(RAYMOND e CLAUDE, 1910 apud DANDY, 1915%).

Em 1910, C.M. Hinds Howell (1877-1960), médico neurologista britanico,
descreveu trés relatos de casos médicos sobre tumores da glandula pineal. Escreveu
curiosamente em sua primeira oragdo do artigo: “Tumours of the pineal body are of
considerable considerable interest both from a clinical and pathological point of view”.
Assim, a caracterizagdo de Marburg estava crescentemente aceita na literatura médica.
Apods confrontar os achados clinicos com os de necropsia, Howell conclui tratar-se de
teratomas da pineal.

Sobre esta evolugdo na descricdo da pineal, Jordan (1912) escreve uma critica
geral no periédico da Sociedade Americana de Microscopia (Transactions of the
American Microscopical Society). Jordan afirma que os estudos sobre a pineal foram
impulsionados em grande parte pelos estudos com a hipofise, e que apesar da pineal
ser estudada em diversas diregbes, chama-la de glandula ainda é prematuro (“In view of
certain contradictory histological and experimental results, it seems premature to speak

" VON FRANKL-HOCHWART, L. Uber diagnose der zirbeldrflsentumoren, Deutsch.Ztschr. f. Nervenh.,
v. XXXVII, p. 455, 1909.

8 RAYMOND, F.;: CLAUDE, H. Les tumeurs de la glande pinéale chez I'enfant. Bull. de I'Acad, de todd. de Paris,
v. LXIII, n. 3, p. 265, 1910.
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of a pineal ‘gland’™). Segue explicando que a auséncia de ductos excretorios, presenca
de profusa vascularizagao e de cistos, justifica como um 6rgéo de secrecgéo interna.

Trabalhos experimentais sobre a pineal s6 ocorreram a partir de 1910, com
pinealectomia total ou parcial no sentido de simular apinealismo ou hipopinealismo,
respectivamente. Assim, Exner e Boese (1910) promoveram a pinealectomia total ou
parcial em caes, porém nao observaram quaisquer diferencas em peso e
desenvolvimento corporal bem como sexual (EXNER e BOESE, 1910 apud DANDY,
1915°%). Ja Foa (1911) ao executar a pinealectomia total de frangos observou
desenvolvimento prematuro das caracteristicas sexuais primarias e secundarias
(FOA, 1911 apud DANDY, 1915'). Sarteschi (1913) observou obesidade, maior
desenvolvimento somatico e genital bem como precocidade sexual em cées jovens
submetidos & pinealectomia (SARTESCHI, 1913 apud DANDY, 1915%%).

Trabalhos experimentais para simularem hiperpinealismo usaram a
suplementagdo com extratos de pineal. Berkely et al. (1913) adicionaram extratos de
pineal de bovinos jovens na alimentacao de filhotes de porquinhos-da-india, coelhos e
gatos, sendo que observaram aumento de 25% no peso corporal destes animais. Em
1914, McCord proveu alimentacdo com extratos de pineal a diversos animais
(porquinho-da-india, frangos e caes), os quais apresentaram aumento de peso também
junto de precocidade da maturidade sexual e das caracteristicas sexuais.
No mesmo ano, Dana e Berkeley injetaram extrato de pineal em 50 criangas e
observaram que elas cresceram menos em altura e peso do que as controle, porém
maturidade mental foi observada.

Em 1915, Walter Edward Dandy (1886-1946), neurocirurgido estadunidense,

descreve minuciosamente o método de pinealectomia em cédes motivado pela alta taxa

9 EXNER, A.; BOESE, J. Ueber experimentelle exstirpation der glandula pinealis. Deutsch. Ztschr. f. Chit.,
v. CVII, p. 182, 1910.

9 FOA, C. Ipertrofia 'dei testicoli e della cresta dopo I'asportazione della ghiandola pineale nel gallo,
Pathologica, v. IV, p. 445, 1911.
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de insucesso (mortalidade pds-cirurgica elevada) alcangado em trabalhos experimentais
com mamiferos, e também, pelo uso de sua técnica de hemoestase por clipe metalico
nas cirurgias de hidrocefalia, a qual poderia aumentar o sucesso da pinealectomia.
Neste extenso artigo (20 paginas), Dandy destaca ja no primeiro paragrafo que a
localizagdo inacessivel da pineal tem desencorajado muitos experimentadores,
posteriormente, destaca que a historia nos estudos de outras glandulas (tiredide,
paratiredide, hipdfise e adrenais) tem contribuido para os recentes esforgcos em mostrar
a importancia desta entre as glandulas enddcrinas. Dandy € considerado o
“Pai da Neurocirurgia”, com contribuicao inestimavel ao tratamento da hidrocefalia (apos
caracterizagao feita por ele), cirurgia para aneurisma cerebral, realizacdo de
aproximadamente mil operagbes por ano nos anos mais atribulados e o
estabelecimento da primeira unidade de tratamento intensivo no Hospital Johns
Hopkins (SHERMAN et al., 2006). O conhecimento sobre a pinealectomia lhe foi util na
pratica médica em 1921, quando realizou a retirada com sucesso de tumores da regiao
da pineal (SHERMAN et al., 2006). No artigo, Dandy obteve sucesso na nova técnica
de pinealectomia em cées jovens e o acompanhamento pés-cirurgico nédo confirmou
nenhum dos achados experimentais antes observados na literatura e aqui
apresentados, o que o fez concluir que “The pineal is apparently not essential to life and
seems to have no influence upon the animal's well being”. Este artigo praticamente
“sepultou” a caracterizagdo da sintomatologia clinica da pineal por Marburg, o que foi
definitivamente feito em 1920 por Sisson e Finney, que demonstraram que
administracdo de extratos secos de pineiais a ratos ndo promoveu quaisquer efeitos
sobre o desenvolvimento somatico bem como sexual e de nenhuma forma precocidade,
inclusive chegaram a afirmar a inexisténcia de principio ativo na glandula.

' SARTESCHI, U., La sindrome epifisaria "macrogenitosomia precoce" attenuta sperimentalmente nei
mammiferi. Pathologica, v. 707, 1913.
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Em 1917, Carey Pratt McCord e Floyd Pierpont Allen observaram que a
alimentacdo com extratos de pineal de bovinos a girinos (larvas de anuros) promoviam
rapido e profundo clareamento da pele destes animais pela forte agregacdo dos
melanossomas dentro dos melandforos dermais. Entdo, eles sugeriram pioneiramente
que a glandula pineal continha uma substancia ativa (na integra: “it contains within itself
na active principle capable of inducing pigment changes independent of and wholly
apart from environmental conditions”). Isto foi fortemente contestado por Henry Laurens
ainda em 1917 (LAURENS, 1917 apud BAGNARA e HADLEY, 1970%).

Em 1918, Nils Holmgren descreve, apos sucessivas analises microscoépicas, a
similaridade entre a retina e a glandula pineal em sapos (HOLMGREN, 1918
apud KELLY e SMITH, 1964'%). No mesmo ano, Shuller é o primeiro a descrever a
calcificagdo da pineal numa radiografia de cranio humana, isto foi um marco para
topografia cerebral e orientou a localizagdo de patologias intracranianas. Somente em
1954, a calcificagdo da pineal é associada ao envelhecimento por Julian |. Kitay. E em
1978, Michael Cohen et al. afirmam que a diminuicdo da fungao pineal (inclusive por
calcificagao) poderia aumentar a ocorréncia de cancer de mama em mulheres, o que foi
naquele mesmo ano debatido em outros artigos sequenciais na revista cientifica The
Lancet.

O papel cromatico da pineal foi extensivamente revisado por uma série de
trabalhos, particularmente em anfibios. Isto abriu possibilidade para especulagdes
sobre o papel fético da pineal associada ou ndo a areas epitalamicas (SCHARRER,
1928; YOUNG, 1935), o que soO foi confirmado por meio de observagbes em
microscopia eletrénica da presenca de elementos fotoreceptivos na pineal de répteis
(“olho parietal’) semelhantes aos dos olhos verdadeiros (ou “laterais”) (EAKIN e

2 LAURENS, H. The reactions of the melanophores of Amblystoma tigrinum larvae to light and darkness.
J. Exp. Zool., v. 23, p. 195-205, 1917.
¥ HOLMGREN, N., Zur Kenntnis der Parietalorgane von Rana temporaria. Arkiv. Zool., n. 24, p. 11, 1918.
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WESTFALL, 1959 e 1960; STEYN, 1959 e 1960). O papel cromatico da pineal sé seria
de fato esclarecido em 1958 pelo médico dermatologista estadunidense Aaron Lerner
(1920-2007) junto de outros quatro colaboradores. Lerner e sua equipe isolaram a
substancia da pineal responsavel pela agregagdao dos melanossomos (a partir de
200.000 pineais de bovinos em quatro anos) e, a chamaram de melatonina.

A partir de 1947, avangca o numero de artigos sobre a glandula pineal. Desta
maneira, apenas alguns artigos a partir deste periodo sao aqui destacados para mostrar
a evolugdo da pesquisas sobre a mesma.

Em 1964, Quay descreve o ritmo circadiano de secregao da melatonina, na qual
a secregao da melatonina é controlada pela variagdo luminosa ambiental, o que ja havia
sido previsto de alguma maneira por ele em 1961. Em 1965, Julius Axelrod junto de
Quay e Baker relatam a sintese da melatonina.

Em 1973, Piechowiak demonstra que a circulagdo sanguinea na pineal é a
segunda maior do organismo perdendo somente para os rins. Em 1983, Redman et al.
mostram que administracdo de melatonina em ratos é capaz de ajustar o ritmo
circadiano enddégeno. E em 1986, Arendt et al. mostram o efeito da administragao de
melatonina em humanos que sofriam de “jet-lag”.

Em 1995, Reppert et al. executam a clonagem de trés receptores para
melatonina (Mel1a, Mel1b e Mel1c) (revisto por REPPERT et al., 1996). No mesmo ano,
a melatonina é proibida para ser consumida livremente na Alemanha, porém nos
Estados Unidos €& estimado que cerca de 50 milhdes de comprimidos foram
comercializados. Em 1997, a comercializacdo da melatonina fica livre de prescricao

médica nos Estados Unidos.
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Cumpre salientar que importantes revisbes recentes em espanhol
(LOPEZ-MINOZ et al., 2010a e 2010b) e em inglés (SIMMONEAUX e RIBELAYGA,
2003) sobre o histérico da glandula ndo contemplam a abordagem aqui feita. Desta

maneira, esta abordagem mesmo que ampla ¢ justificada.

2.1.2 Anatomia da Pineal

A glandula pineal é um 6rgéao peculiar em seu aspecto anatémico mesmo dentro
da classe dos mamiferos com diferencas tanto inter- como intra-espécies. Esta
variablidade ocorre pelas diferencas adaptativas espécie-especificas na funcado pineal
(DAWSON e VAN DEN HEUVEL, 1998).

Em humanos, a pineal ocupa 1-2mm na linha alba (ou branca), sendo um ponto
de referéncia para o plano sagital mediano dentro do cranio. Suas dimensdes em
humanos adultos séo de 5-9 x 1-5 x 3-5 mm (comprimento x largura x espessura), com
peso médio variando de 100-180 mg na dependéncia da idade ou do género (ARENDT,
1995), sendo maior em homens do que mulheres e maiores em adultos do que idosos e
criangas.

O tamanho da glandula pineal é bastante diferente entre as espécies e apresenta
uma relagcdo de tamanho proporcional ao restante do cérebro, em alguns passaros
alcanca cerca de 10% do cérebro em volume. Animais que habitam altas altitudes
(pdlos), como focas, tém pineais maiores que 0s animais que vivem nas areas tropicais
e, 0S mais jovens das areas polares possuem uma pineal bem maior e mais ativa na
produgdo de melatonina (BRYDEN et al., 1986 e 1994). Na mesma direcdo, um amplo

estudo de correlacdo entre espécies animais e suas respectivas localizagdes
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geograficas (correlagdo zoogeografica) mostrou que todas as espécies de lagartos que
nao apresentam glandula pineal estao restritos a viver nas baixas latitudes (tropicos) e,
ao contrario, os que apresentavam tinha distribuicdo mais ampla, ou seja, das baixas a
altas latitudes (RALPH, 1975).

A classificacdo anatdmica da pineal mais amplamente usada é a proposta por
Vollrath (1979), esta se baseia na posi¢cado relativa da pineal a duas estruturas,
diencéfalo e terceiro ventriculo, além do seu formato e tamanho. De acordo com a
classificagao de Vollrath existem trés tipos de pineal, esclarecendo: tipo A, tipo B e, tipo
C. A pineal — tipo A é compacta e arredondada repousando proximalmente na porgao
posterior do diencéfalo, exemplo inclui a dos humanos. A pineal — tipo B € ligeiramente
alongada e estende-se a partir da porgao posterior do diencéfalo até a proximidade da
porcao anterior do cerebelo, exemplo inclui a dos cées. A pineal — tipo C € alongada e
estende-se a partir da por¢cao posterior do diencéfalo até a por¢cao anterior do cerebelo,
por exemplo, a dos roedores.

Alguns cranios fossilizados de vertebrados apresentavam o forame pineal, o que
esta de acordo com achados em animais como a lampréia e tuatara que apresentavam
a pineal como um 6rgao parietal com capacidade fotosensivel (“terceiro olho”)
(SCHWAB e O'CONNOR, 2005). As microestruturas deste 6rgédo sdo homodlogas aos da
cérnea e retina, o que sera visto adiante. Nos mamiferos e outros animais que
perderam o olho parietal, o saco pineal € retido e condensado até formar a glandua
pineal (SCHWAB e O'CONNOR, 2005). Uma curiosa excegao € o passaro Melovatka,
um féssil encontrado na Russia referente ao periodo Cretacelo — 90 milhdes de anos,
0 mesmo possui ambos, olho parietal e glandula pineal (KUROCHKIN et al., 2007).

A glandula pineal pode ser um alvo que integra as informagbes de citocinas
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centrais e periféricas, visto que esta localizada em uma regido especial (6rgéo
circunventriculares), onde a barreira hematoencefalica ndo se apresenta de forma plena
(PEDERSEN et al., 1997; DUVERNOY e RISOLD, 2007). Portanto, & plausivel pensar
que o estresse possa agir sobre a pineal na dependéncia da reatividade da mesma a
substancias (revisto por COUTO-MORAES et al., 2009).

Os orgaos circunventriculares sao estruturas situadas na linha meédia que
circundam terceiro e quarto ventriculos, sendo areas unicas do cérebro a estarem fora
da barreira hemato-encefélica, assim estas areas sao importantes sitios por se
comunicarem quimicamente com o liquor e o cérebro bem como com 6rgaos periféricos
por meio de produtos carreados no sangue. Os 6rgaos circunventriculares incluem:
organum vasculosum da lamina terminal, 6rgao subfornical, glandula pineal, 6rgéo
subcomissural, area postrema e, lobos intermediario e neural da hipofise (neurohipofise

ou hipofise anterior, ou ainda, pituitaria anterior) (DUVERNOY e RISOLD, 2007).

2.1.3 Histologia da Pineal

A pineal, em humanos, é descrita como apresentando um nucleo central
composto de l6bulos (parénquima lobular) cercado de espacos teciduais conectivos e
um cortex (periferia) com uma distribuicdo mais difusa de neurdnios. A superficie
glandular é coberta por uma capsula da pia-mater (SCHWAB e O’'CONNOR, 2005).
Esta glandula é composta principalmente por dois tipos celulares: pinealécitos (maioria)
e astrocitos (BURKITT et al., 1994), porém outros tipos celulares estdo presentes.

O principal tipo celular do parénquima pineal é o pinealdcito (revisdo em KORF,

2000), estes possuem um nucleo proeminente com aspecto granular, com quatro a seis
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processos citoplasmaticos terminando num pediculo proximal a capilares fenestrados,
uma configuragdo caracteristica das glandulas enddcrinas (revisto por BHATNAGAR,
1992). Os pinealdcitos sdo os responsaveis pela produgdo do horménio melatonina,
apresentando todas as enzimas responsaveis para tal (RIBELAYGA et al., 1999), o qual
sera visto em detalhes mais adiante.

Entre os pinealdcitos, células intersticiais estdo presentes e a fungao seria
apenas de suporte (CALVO et al., 1988).

Neuroglia também esta presente, a maioria € de astrocitos fibrosos, seguido de
microglia (PEDERSEN et al., 1993), irregularmente distribuidos e frequentemente
encontrados ao redor dos pinealdcitos e nas extremidades da glandula (VOLLRATH,
1984). Cumpre salientar que, nao existe uma distribuicdo uniforme das células em toda
extensdo da glandula. Isto foi especialmente avaliado nas células da neuroglia, e foi
visto que a microgilia apresenta variavel distribuicdo ao longo de toda a glandula, ou
seja, a propror¢ao volumétrica da mesma esta na dependéncia do segmento histolégico
avaliado, e isto muda no desenvolvimento do animal desde o nascimento (TSAI e
MCNULTY, 1997).

Fagocitos estdo presentes intimamente nos vasos sanguineos da pineal,
portanto, sdo fagdcitos perivasculares, ainda sao células apresentadoras de antigenos
(SATO et al., 1996).

Neurdnios pineais estdo presentes em vertebrados superiores e ausentes em
roedores (revisto por MOLLER e BAERES, 2002).

Células tipo-neurénio peptidérgicos estdo presentes em algumas espécies e
possuem uma fung¢ao regulatéria paracrina (revisto por MOLLER e BAERES, 2002).

Os pinealodcitos dos mamiferos ndo séo sensiveis a luz (diretamente), porém
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mantém muitas caracteristicas de fotorreceptores verdadeiros e modificados
encontrados em peixes, anfibios, répteis e aves, incluindo imunorreatividade para
proteinas especificas de fotorreceptores como: rodopsina, antigeno S e recoverina
(HUANG et al., 1992; KORF et al., 1992).

Depdsitos calcareos, chamados de acervuli ou corpora arenacea ou ainda area
cerebral, sdo uma caracteristica radiografica distinguivel da pineal. Estes dep0sitos
aparecem tanto no parénquima como no espaco intersticial como camadas de
concregdes (apenas em microscopia eletronica) de sais de calcio (fosfato de calcio e
carbonato de calcio) e magnésio (fosfato de magnésio), fosfato de aménio e outros
microelementos (BOCCHI e VALDRE, 1993). Os depésitos de calcio (BACONNIER et
al.,, 2002), fosforo (BACONNIER et al., 2002) e fluor (LUKE, 1997) tém sido
relacionados com o envelhecimento. Sua formagdo se da pela combinacido de um
polipeptideo secretado pelos pineal6citos e o caélcio (inicialmente) acumulado
intersticialmente e intracelularmente (LUKASZYK e REITER, 1975). Estes depdsitos
estdo presentes desde o nascimento, mas sua densidade gradualmente aumenta com a
idade, estabilizando na maturidade (HELMKE e WINKLER, 1986). Estudos radiograficos
tém falhado em mostrar uma correlagéo direta entre o grau de calcificagéo e a fungao
secretéria (ARENDT, 1995). Todavia, a densidade da calcificacdo detectada por
tomografia computatorizada tem sido usada para estimar o tamanho do tecido
funcional, o que tem revelado correlagdo negativa com a idade (KUNZ et al., 1998) e

com disturbios de sono (KUNZ et al., 1999).
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2.1.4 Embriologia da Pineal

A glandula pineal é derivada do neuroectoderma do teto diencefalico (ROSS et
al., 1993) como uma evaginacao da parte posterior do teto do terceiro ventriculo
(DUVERNOY et al., 2000).

Em humanos, o desenvolvimento da pineal se inicia na 8% semana de gestagao,
aparece como uma evaginagao do revestimento ependimario na por¢ao diencefalica do
terceiro ventriculo entre as comissuras habenular e posterior, pela qual mantém um
pediculo (“pineal stalk”) composto de uma lamina rostral e caudal. Desta forma, a pineal
€ cercada pela piamater e esta suspensa no recesso pineal cheio de liquor, diretamente
abaixo do esplénio (DUVERNOY et al., 2000). Ainda em humanos, o crescimento da
pineal em volume ocorre até 1-2 anos de idade e, a partir dai, fica estavel (SCHMIDT et
al., 1995; SUMIDA et al., 1996), porém seu crescimento em peso ocorre gradualmente

a partir da puberdade (TAPP e HUXLEY, 1971 e 1972).

2.1.5 Patologias da Pineal

Cistos gliais e menos frequentemente cistos benignos ependimais sé&o
observados, e podem levar a uma degradagcéo morfologica e funcional do tecido pineal
(TAMAKI et al.,, 1989). Contudo, a alteracdo morfolégica e funcional mais
consistentemente observada é a presenca de pinealoma, ou adenoma pineal, que é
raro tanto em animais como em seres humanos (JONES et al., 2000).

Histologicamente, o pinealoma se apresenta com uma mescla indiscriminada de

grupos de grandes células epitelidides (derivadas dos pineal6citos) com grupos de
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pequenas células (neuroglia), com grande atipia celular (SOLLEVELD et al., 1991),
pode conter pequenos nucleos arredondados que sugerem ser linfocitos (JONES et al.,
2000). Em humanos, apresenta duas formas citolégicas principais. Numa primeira
apresentacdo, as células neoplasicas se assemelham aos pinealécitos e, entdo,
o tumor é chamado de pineocitoma. Noutra apresentacdo, as células neoplasicas
consitem de células primitivas, entdo, € chamado de pineoblastoma. Uma terceira
apresentagdo citoloégica é possivel, consiste de uma combinagdo dos dois tipos
anteriores, assim é chamado de pineocitoma-pineoblastoma misto (JONES et al., 2000).
Todos os tumores da pineal raramente apresentam metastases (KRINKE et al., 2000).
As neoplasias da pineal sdo incomumente descritas em animais, exceto em
estudos de patologia toxicoldgica (animais de laboratério) ou na investigagéo de outras
moléstias do cérebro (animais domésticos) (revisdo por KRINKE et al., 2000). Ja foi
descrito nos seguintes animais nao-experimentais: raposa e cavalo (JONES et al.,

2000).

2.1.6 Vascularizacdo da Pineal

Curiosamente, o fluxo sanguineo (estimado) em pineais de ratos é de
4 mL/min/g, sendo que este fluxo é o segundo maior do organismo animal, menor
somente do que o dos rins (PIECHOWIAK, 1973). Esta particularidade parece ser
verdade para diversos outros mamiferos, visto que é destacavel a rica vascularizagao
da pineal em toda esta classe (VILLEGAS, 2004).

A pineal recebe abundante suprimento sanguineo de ramos das artérias

coroidais posteriores, incluindo os ramos quadrigeminal, talamico, péstero-medial e
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postero-lateral, derivadas das artérias cerebrais que se direcionam pelo aspecto
posterior do mesenceéfalo (REITER, 1981). Retorno venoso se da pelo sino tentorial por
veias de curto trajeto que desembocam em veias cerebrais internas e veias basais de
Rosenthal, as quais formam a grande veia cerebral — veia de Galeno. Artérias e veias
frequentemente entram na pineal por hilos vasculares como vasos pareados. O sistema
capilar interno é extenso e caracterizado por uma rede de grandes capilares sinusoides
nos septos separando os ldbulos localizados no centro da glandula, enquanto a

periferia apresenta poucos e menos calibrosos vasos (DUVERNOY et al., 2000).

2.1.7 Inervacdo da Pineal

Fibras simpaticas e parassimpaticas, bem como do SNC, inervam a glandula
pineal. Apesar de ser uma estrutura do prosencéfalo (forebrain) localizada dentro do
mesencéfalo (midbrain), a pineal se difrencia de outras estruturas cerebrais em receber
relativamente pouca inervacdo aferente do proprio cérebro. As aferéncias mais
importantes séo fibras ndao-mielinicas pds-ganglionares originarias do ganglio cervical
superior (GCS) que formam o nervo bilateral coronario (KAPPERS, 1979), os quais
percorrem rostralmente junto da veia de Galeno antes de entrar a pineal
posteriormente. Outro grupo de aferéncias entra a pineal anteriormente por meio de
pediculos comissurais, com fibras mais numerosas na comissura habenular do que na
posterior, provavelmente originarias do hipotalamo (VOLLRATH, 1984). Um terceiro
grupo de fibras, agora mielinizadas, o trato pineal ventro-lateral tem sido recentemente
descrito como formado na regido pretectal, posterior e lateral da comissura posterior

(SPARKS, 1998).
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A maioria das terminacbes nervosas nao estd em contato direto com os
pinealdcitos, se encontra em espagos perivasculares com proximidade aos processos
dos pinealdcitos. Entretanto, neurotransmissdo por difusdo através do espaco
extracellular é relativamente lenta, e pode n&o dar conta completamente a uma rapida
resposta fisiolégica da pineal a luz. Na verdade, contatos do tipo-sinapse entre fibras
nervosas e pinealdcitos tém sido observados em algumas espécies, inlcuindo primatas
ndo-humanos (ICHIMURA et al., 1986).

Em humanos e outros mamiferos, a inervacdo mais desenvolvida e melhor
estudada é a via simpatica noradrenérgica formada por corpos celulares localizados
dentro do ganglio cervical superior (par) que alcangam a pineal pelo nervo coronario
como ja apresentado. Estes neurdnios pds-ganglionares recebem entrada regulatoria
dos nucleos supraquiasmaticos — SCNs (do inglés, suprachiasmatic nucleus) do
hipotalamo, que por sua vez, recebem entrada direta das células ganglionares da retina
(KAPPERS, 1960 e 1979), via trato retino-hipotalamico, monosinapticamente (MEIJER
e RIETVELD, 1989). Em mamiferos, incluindo os humanos, estas células ganglionares
foram recentemente mostradas em conter um novo fotopigmento, a melanopsina, assim
chamadas por serem primeiramente isoladas dos melanéforos dermais de sapos
(PROVENCIO et al.,, 2000). Estas células ganglionares contendo melanopsina séo
intrinsicamente fotorreceptivas, e apresentam maxima atividade em comprimentos
luminosos de onda-curtos em 484 nm (BERSON, 2003).

Vale salientar que, melanopsina é necessaria para muitas fungdes visuais que
nao formagdo de imagem, algumas destas incluem fotorregulagcdo dos ritmos
circadianos, reflexo pupilar a luz e, supressdo da melatonina ritmica. Todavia, estas

fungdes estdo desreguladas em animais com perda de melanopsina, mas néo estdo
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inteiramente abolidas, o que sugere que estas células ganglionares na origem do trato
retinohipotaldmico (TRH) também recebem e transmitem informacédo fética dos
classicos fotoreceptores, cones e bastonetes (BERSON, 2003).

Neuropeptideo Y (NPY) esta colocalizado com a noradrenalina (NA) nas fibras
simpaticas pos-ganglionares na maioria dos mamiferos, e assim é capaz de modular a
transmissdo noradrenérgica pré- e pos-sinaptica (SIMONNEAUX et al.,, 1994;
MIKKELSEN et al.,, 2000). Da mesma forma, NA e ATP s&o co-liberados em ratos
(BARBOSA et al., 2000).

Existe evidéncia que fibras nervosas centrais entram na pineal humana através
das comissuras habenular e posterior bem como pelo pediculo pineal (KAPPERS,
1960; MOLLER, 1978). Em macacos, estas fibras tém sido mostradas se originarem no
hipotalamo, sistema limbico e estruturas visuais, contendo varios peptideos (substancia
P, vasopressina, oxitocina). Isto sugere que sejam analogas a fibras neurosecretérias
encontradas na hipofise (ICHIMURA, 1992).

Inervacdo parassimpatica da pineal ndo tem sido tdo minuciosamente
investigada, em humanos. Fibras contendo o neurotransmissor parassimpatico primario,
acetilcolina, sdo encontradas em algumas espécies de mamiferos, tais como: vacas
(PHANSUWAN-PUJITO et al., 1991) e ratos (WEIHE et al., 1996), e talvez em macacos
(DAVID e KUMAR, 1978), pois atividade da acetilcolinesterase foi observada.

Existe alguma evidéncia, em mamiferos, que fibras parassimpaticas possam ser
originarias do ganglio pterigopalatino e contém o peptideo intestinal vasoativo — VIP (do
inglés, vasoactive intestinal peptide) (MOLLER, 1992). Em humanos, existe
especulagdo que fibras parassimpaticas oriundas dos ganglios de Marburg e Pastori,

localizados acima e abaixo da veia de Galeno, inervam também a pineal (MOLLGARD e
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MOLLER, 1973; VOLLRATH, 1984; MOLLER, 1992).

Além do NPY, que esta colocalizado com a NA em fibras simpaticas, outros
peptideos tém sido encontrados em fibras nervosas terminando em &reas
perivasculares e intraparenquimais na pineal, tais como: substancia P, vasopressina,
oxitocina e horménio luteinizante (BARRY, 1979; RONNEKLEIV, 1988), porém a origem
destas fibras peptidérgicas é desconhecida. Experimentos, em roedores, tracaram
fiboras VIP-imunorreativas no ganglio pterigopalatino, no CSG e no nucleo
paraventricular do hipotalamo — PVN (do inglés, paraventricular nucleus) (SHIOTANI et
al., 1986; MIKKELSEN e MOLLER, 1988; SASEK e ZIGMOND, 1989). O PVN contém
corpos celulares das fibras vasopressinérgicas e ocitocinérgicas encontradas na pineal.
Ja a substéancia P, pode ser originaria nos nucleos da habénula (LARSEN et al., 1991).
Neuropeptideos podem também ser expressos nas células intrapineais, os quais tém
sido mostrados exibir imunorreatividade para encefalina, em humanos (MOORE e
SIBONY, 1988). Fibras contendo PACAP (do inglés, pituitary adenylate cyclase
activating peptide) como neurotransmissor inervam a glandula pineal e séao

provenientes do ganglio trigeminal (SHIOTANI et al., 1986).

2.1.8 Fisiologia da Pineal

A secrecao de melatonina na circulacdo e no liquor apresenta um ritmo diario,
ocorrendo mais intensamente no escuro, e com isto sinaliza a alternancia entre dia e
noite e as estagdes do ano (revisto por MARKUS et al., 2003). Portanto, a pineal exerce
papel de organizador temporal dos eventos fisiologicos e comportamentais permitindo a

adaptacéo do individuo e da espécie as variagdes temporais ciclicas, ou seja, a pineal é
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um transdutor fotobioldgico (revisto por MARKUS et al., 2003).

A biossintese de melatonina, independente de fotoestimulo ambiental, é
controlada de maneira direta por um oscilador central localizado nos SCNs (zona dorso-
mediana). Por sua vez, a sintese de melatonina que é dependente do ciclo claro-escuro
ambiental é controlada pelo trato retinohipotalamico (TRH), que se projeta da retina aos
SCNs (zona ventro-lateral) (SIMONNEAUX e RIBELAYGA, 2003). Em diversos
vertebrados, a exposi¢cao a luz no periodo noturno pode interromper a reacédo em
cadeia dos eventos enzimaticos da biosintese da melatonina (MOORE et al., 1967).
Portanto, a producao pineal de melatonina é estimulada pela escuridao e inibida pela
luz.

A partir da zona ventro-lateral dos SCNs, neurénios gabaérgicos se comunicam
com neurdnios pré-autonémicos do nucleo paraventricular do hipotalamo (PVN), assim
a luz promove estimulagao destes neurdnios inibitérios e, de modo oposto, a escuridao
libera a inibicdo que sofria o PVN, o qual se comunica com o GCS (SAPER, 2005), em
adi¢cdo, durante o escuro um grupo de neurdnios dos SCNs se encontram ativos
(PERREAU-LENZ et al., 2005). Portanto, a sintese ritmica de melatonina ndo ocorre
exclusivamente pela interrupcdo do efeito inibitério, mas também, pela ativagcao de
efeito estimulatério. Além disto, é indubitavelmente dependente dos SCNs, visto que
lesbes do mesmo abolem a produgao pineal de melatonina (KLEIN e MOORE, 1979).

Sobre condi¢gdes de iluminagdo apenas diurna, este padrdao de secrecdo é
bastante estavel em dias consecutivos dentro da mesma estacdo do ano, sobretudo
aos animais que moram no Hemisfério Norte. A entrada fotica apresenta efeito agudo
supressivo nos niveis notrunos de melatonina (LEWY et al., 1980). Esta supressao é

dose-dependente e varia com as caracteristicas do espectro de luz. Primeiramente com
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base em pesquisas com animais, foi acreditado que somente altos niveis de
intensidade luminosa poderiam exercer efeito inibitorio em humanos. Posteriormente,
outros estudos mostraram que baixos niveis de intensidade luminosa como os
encontrados dentro das residéncias poderiam suprimir a produgao noturna de
melatonina (BRAINARD et al., 2001). Sendo que esta supressdo em humanos, em
geral, ndo é maxima e alcanga niveis proximos a 70% de inibicdo da produgéo
noturna de melatonina quando exposicdo a 3000 Ilux, e inibicdo se inicia
a partir de 200 lux (MCINTYRE et al., 1989).

Entrada gabaérgica dos SCNs alcangam a subdivisdo autondmica parvocelular
do PVN (KALSBEEK et al.,, 2000). Eferéncias do PVN partem pelo complexo
mesencéfalo medial e pela formacgao reticular se projetando a coluna intermédio lateral
(IML) do cordéo espinhal cervical (MOORE, 1996), onde fibras adrenérgicas pré-
ganglionares entdo transmitem ao GCS; fibras adrenérgicas pds-ganglionares do GCS
alcangam a pineal e liberam nodradenalina (BLACKSHAW e SNYDER, 1997).

Os adrenoceptores beta-1 localizados nos pinealécitos quando ativados
desencadeiam sua atividade por meio da proteina G, entdo estimulam a producgao de
adenil ciclase, e iniciam a cascata da via de transdu¢cdo AMPc-proteina quinase A
(PKA) (SUGDEN e KLEIN, 1983). A ativagdo da via AMPc-PKA leva a transcrigdo do
gene aa-nat (da enzima AA-NAT), pela fosforilagdo do fator de transcricdo CREB por
meio do fator P-CREB, pois o promotor do gene aa-nat, em roedores, possui sitios
regulados por P-CREB. De forma interessante, a concentracdo do gene aa-nat, em
pineal de roedores, apresenta ritmo de 24 horas com pico no periodo de escuro,
coincidindo com a neurotransmissdo simpatica para a glandula. Por outro lado,

a enzima HIOMT, apesar de apresentar atividade bastante controlada, possui maior
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envolvimento nas variagdes fotoperiddicas de longo-prazo do que nas diarias de
iluminagdo ambiental (revisto por SIMONNEAUX e RIBELAYGA, 2003).

Os adrenoceptores alfa-1 também presentes nos pinealécitos potenciam a
atividade B-adrenérgica por meio de um aumento pontual na atividade do Ca®" bem
como ativagao da proteina quinase do tipo C (PKC) (SUGDEN et al., 1987; HO et al.,
1987). Também foi observado que estimulagéo sinérgica de adrenoceptores alfa e beta
resultam na elevacao intracelular de AMPc, o qual aumenta a producédo da enzima NAT
(KLEIN, 1985).

No rato, a ativagao do gene repressor precoce de AMPc induzivel (ICER), o qual
negativamente autoregula, € um mecanismo de controle para limitar a produgéo noturna
de melatonina sob condi¢des fisioldgicas normais (STEHLE et al., 1993; TAKAHASHI,
1994). Existem suposi¢bes de um mecanismo regulatorio parassimpatico, baseado na
observagao que os pinealécitos do rato expressam todos os elementos do sistema
glutamatérgico, e que a administracdo de glutamato inibe a atividade da AA-NAT
(MORIYAMA et al., 2000). Além disto, acetilcolina pode disparar exocitose de
microvesiculas mediadas por glutamato, e assim, AMPc-estimulado por NA (YAMADA
et al., 1998).

Recentemente, mostramos outro caminho de controle da sintese (pineal) de
melatonina pelo fator de transcrigdo nuclear NFkB (FERREIRA et al., 2005). A ativacéo
deste fator leva a inibicdo da transcricdo do gene aa-nat, enquanto sua inibicao
potencia a transcricdo do mesmo gene induzida por P-CREB. Por esse caminho,
a citocina pré-inflamatodria TNF, secretada, sobretudo por macrofagos, na fase precoce
de resposta inflamatdria, promove inibicdo da sintese noturna de melatonina (PONTES

et al., 2006). Diferentemente, condicbes de inflamagdo cronica com aumento da
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atividade do eixo HPA e, por consequente, aumento sérico persistente de
corticosterona, cessa a melatonina sintetizada noturnamente apds adrenalectomia
(LOPES et al., 2001). Estes dados indicam que durante a inflamag&o n&o ha produgao
noturna de melatonina; assim, o organismo animal fica “desligado” da variagédo fética
ambiental.

Importante considerar que NFkB é um fator de transcricdo comum a varios tipos
de estimulos, entre eles, a citocina pro-inflamatéria TNF, produtos virais e bacterianos,
mitégenos de linfécitos T e B, estresse oxidativo e muitas outras injurias (KARIN e
BEN-NERIAH, 2000; MEFFERT e BALTIMORE, 2005) tal como estresse (MERCIE et
al., 1998). Recentemente, também vem sendo mostrado que NFkB €& uma via
importante na diferenciacdo neuronal. Na realidade existe, no minimo duas vias de
sinalizagdo NFkB (candnica e ndo candnica) que estdo sob controle de disparadores
especificos e que podem ter alguma forma de conversa cruzada (revisto por BASAK et
al., 2007).

No mesmo sentido, considerando que a via de transcricdo do NFkB é
reconhecidamente relevante para o controle da sintese de melatonina pela glandula
pineal (FERREIRA et al., 2005; FERNANDES et al., 2006); pode-se inferir ser um
importante candidato para mediar as alteracbes que o estresse poderia gerar sobre a
glandula pineal.

Vale lembrar que, a melatonina so6 foi descoberta em 1958 por Lerner e equipe.
Sendo que somente em 1964, Quay descreve o ritmo circadiano de sua secregao.
Na sequéncia, Axelrod et al. (1965) relatam a sintese da melatonina
(em anfibios). Em 1974, Axelrod demonstrou que os pinealdcitos possuiam toda a

maquinaria responsavel pela sintese de melatonina. A cascata bioquimica descrita por
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Axelrod (1974), Klein (1985), Sugden (1989) e por Reiter (1991), podem ser assim
sumarizadas: os pinealécitos captam o aminoacido essencial triptofano da circulagao
sanguinea e por meio de hidroxilagdo pela enzima triptofano-5-hidroxilase o converte a
5-hidroxitriptofano (5-HTP), este por sua vez, é convertido a serotonina por
decarboxilagcao pela enzima 5-HTP-decarboxilase, entdo a serotonina sofre acetilacdo
pela enzima aril-alquil-N-acetil-transferase (AA-NAT nos roedores) ou simplemente
N-acetil-transferase (NAT em humanos) originando o precursor final N-acetilserotonina,
dai este sofre O-metilagdo pela enzima hidroxindol-O-metiltransferase (HIOMT) e,

entao, é finalmente formada a N-acetil-5-metoxitriptamina, ou seja, a melatonina.

2.1.9 Farmacologia da Melatonina

A seguir serdo apresentados brevemente alguns apontamentos da

farmacocinética e farmacodindmica da melatonina.

a) Farmacocinética da Melatonina

A melatonina € uma molécula altamente lipofilica, ou seja, possui alto coeficiente
de particdo oOleo-agua, assim, é poucamente estocada nas células produtoras, apos
formada, ela é prontamente disponibilizada nos capilares (no caso de produgéo pela
pineal), onde mais de 70% se encontra ligada a albumina plasmatica (CARDINALI et al.,
1972).

A meia-vida da melatonina, quando da administragédo intravenosa, é cerca de

30 minutos (MALLO et al.,, 1990), porém o padrao de eliminacao é bifasico com
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meias-vidas de cerca de 3 horas e 45 minutos apos administracdo oral (ARENDT,
1995). A metabolizagdo da melatonina € de primeira-passagem no figado sendo que os
rins também o fazem, sofre hidroxilagdo seguida de conjugacdo a sulfato e
glucuronideo. Hepatopatias (especialmente, cirrose) ou nefropatias (especialmente,
falha renal crbnica) alteram as taxas de depuracao (LANE e MOSS, 1985; VILJOEN et
al., 1992; KUNZ et al., 1999). A eliminagdo da melatonina é principalmente pela urina,
em humanos, onde o seu principal metabdlito, 6-sulfatoxi-melatonina, corresponde até
90% da melatonina (ARENDT, 1995).

A melatonina é detectada no liquor de mamiferos, incluindo primatas, onde sua
concentragao € bem superior aos niveis encontrados no sangue, e também na camera
anterior do olho que possui niveis equivalentes ao sangue possivelmente pela produgéo
pelo corpo ciliar (MARTIN et al., 1992). A melatonina pode ser também encontrada em
diversos fluidos relacionadas a reproducéo, tais como: sémen, liquido amnidético, leite e
foliculos ovarianos pré-ovulatorios (CAGNACCI, 1996). Os niveis detectados de
melatonina no plasma, liquor, saliva e urina sdo eliminados apds pinealectomia,
portanto reflete a produgéo pela glandula pineal (NELSON e DRAZEN, 1999). Contudo,
muitos estudos confirmam a existéncia de sintese de melatonina extra-pineal, como
observado em certos 6rgdos ou estruturas, retina (de aves: SAMPAIO, 2009; de
humanos: TOSINI, 2000), intestino (de humanos: BUBENICK, 2002) e medula 6ssea
(de humanos e roedores - CONTI et al, 2000), e também, em células
imunocompetentes humanas e de roedores (CARRILLO-VICO et al., 2004; MARTINS et
al., 2004; PONTES et al., 2006). Portanto, a melatonina afeta funcgdes fisioldgicas pela
acao local em adigado a sua funcgéo regulatéria central.

Em seres humanos saudaveis, concentragdo plasmatica de melatonina inicia
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aumento com niveis detectaveis (em torno de 5 pg/mL) durante o final da tarde e inicio
da noite, os niveis maximos sao alcangados no meio da noite e decréscimo inicia-se
pouco antes do horario habitual de acordar.

Por radioimunensaio, a produ¢gao média de melatonina em adultos saudaveis foi
estimada em 28,8 ug/dia (LACOSTE e WETTERBERG, 1993 apud PEISE, 2009,
ainda, 39,2 e 14,8 ug/noite foram valores encontrados para homens adultos jovens e
mulheres na fase folicular do ciclo menstrual (GEOFFRIAU et al., 1998). Ja pela
cromatografia gasosa acoplada a espectometroia de massa, valores de 21,6 ug para
mulheres e 35,7 ug para homens, com uma taxa constante de secregéo a noite de 2,8 e
4,6ug/h em mulheres e homens, sendo que nao houve diferengas relacionas a idade
(FOURTILLAN et al., 2001).

Disturbios na produgao pineal de melatonina (sobretudo reducgéo) séo relatados
em diversas doengas psiquiatricas e neuroldégicas como sera abordado mais adiante
nesta secdo. Todavia, alteragbes dos niveis de melatonina podem estar associadas a
uma alteracdo do sistema enddcrino, e assim, serem apenas uma consequéncia de
uma doenga e nao sua patogénese. Neste sentido, sdo destacadas todas as doengas
que afetam a regido hipotalamica, tais como: degeneracdo do tronco encefalico,
paralisia supranuclear progressiva; e também, as que afetam a funcdo adrenérgica,
exemplos incluem: atrofia sistémica multipla, sindrome de Shy-Drager, hipertenséo
ortostatica idiopatica, neuropatia autonémica diabética; estas e outras acabam por
desregular a fungao pineal (revisto por PENEV e ZEE, 1997).

O descréscimo na producéo pineal de melatonina pode ser também observado
em agravos que tenham aumento da pressao intra-craniana, consequentemente do

terceiro ventriculo, assim diminuicdo da circulacdo arterial cerebral, como acontence

 LACOSTE, V.; WETTERBERG, L. Individual variations of rhythms in morning and evening types with special
emphasis on seasonal differences. In. WETTERBERG, L. (Ed.) Light and biological rhythms in man. New York:
Pergamon Press, p. 287-304, 1993.
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apos acidente vascular cerebral — isquémico ou hemorragico — e, ruptura de aneurisma
(PANG et al., 1990; YAMADA et al., 1991; FIORINA et al., 1996).

Niveis ausentes de melatonina foram encontrados, de modo inédito, em mastite
aguda, uma doenga inflamatéria ndo-infecciosa. Detalhando, maes logo apés parto que
apresentaram mastite aguda apresentaram abolicdo dos niveis de melatonina no
colostro (que reflete a produgao pineal) quando os niveis da citocina TNF estavam
presentes e com niveis aumentados, uma correlagéo inversa significativa (PONTES et
al., 2006).

A exposicdo a campos eletromagnéticos sdo reconhecidamente capazes em
afetar a atividade da pineal dos ratos, porém este efeito na producao de melatonina da
pineal humana é inexistente (SELMAOUI et al.,, 1996). Um interferente a producao
pineal humana de melatonina € o exercicio fisico (MONTELEONE et al., 1990;
BUXTON et al., 1997). Outro interferente, em humanos, sdo as mudangas posturais, as
quais decaem as concentragcbes de melatonina tanto salivares como plasmaticas
quando de decubito passa-se a posi¢cao ereta, e vice-versa (DEACON e ARENDT,
1994; KRAUCHI et al., 1997).

Diante das diversas possiblidades de reducdo e até mesmo abolicdo da
producéo pineal de melatonina e de todas as propriedades da melatonina, estudo
recente verificou a viabilidade da utilizacdo da melatonina, por meio de parametros
farmacocinéticos, a pacientes criticos alocados em unidades de terapia intensiva, e
verificaram que a suplementagao de 3 mg mantém niveis farmacologicos de melatonina
até 10 horas apds a administracdo oral, o que pode ser util pelas propriedades
antioxidantes e soporiferas da mesma (MISTRALETTI et al., 2010).

A quantidade de melatonina produzida em individuos saudaveis € bastante
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estavel, ou seja, as oscilagbes de uma noite a outra sdo pequenas (LUSHINGTON et
al., 1996). Contudo, fatores como tempo, duracéo e quantidade da produgéo noturna de
melatonina mostram diferengas individuais marcantes (ARENDT et al.,, 1979;
BERGIANNAKI et al., 1995). Salientado que produgdo pineal de melatonina é

independente do estado sono-vigilia (MORRIS et al., 1990; VON TREUER et al., 1996).

b) Farmacodinamica da Melatonina

A melatonina atua intracelularmente sem a necessidade de receptores, e
também, por uma série de receptores (de membrana e intracelulares) que foram
classificados e reclassificados conforme a espécie e as caracteristicas funcionais dos
mesmos, para maiores detalhes consultar revisdo por Jockers et al. (2008).

Dois subtipos de receptores para melatonina foram identificados em humanos,
a saber: Mely; (chamado atualmente de MT1) e Mely, (chamado atualmente de MT2),
sendo que os mesmos possuem afinidades diferentes a melatonina (picomolar ou
nanomolar, respectivamente) e localizagdo cromossdmica diferente (4935 ou 11921-22,
respectivamente) (REPPERT et al., 1995).

Os receptores de melatonina acoplados a membrana plasmatica sao
encontrados em muitos érgaos/tecidos/células periféricos.

O RNAm para MT1 foi detectado no nucleo supraquiasmatico, o qual controla a
produgao ritmica de melatonina pela pineal como ja explanado (REPPERT et al., 1988;
WEAVER e REPPERT, 1996). Ambos receptores (MT1 e MT2) foram encontrados no
cerebelo (AL-GHOUL et al., 1998) e na retina (bastonete, células amacrinas horizontais

e ganglionares) (REPPERT et al.,1995; SCHER et al., 2002).
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Fora do sistema nervoso central, receptores de melatonina (em humanos) foram
encontrados em células imunocompetentes (ja relatado), células epiteliais prostaticas
(ZISAPEL et al.,, 1998), células da granulosa em foliculos pré-ovulatorios
(YIE et al., 1995), espermatozéides (VAN VUUREN et al., 1992), na camada mucosa e
submucosa do célon (POON et al., 1996) e, em plaquetas (VACAS et al. 1992).
Salienta-se que a expressao de genes para tais receptores dentro do sistema imune
(6rgaos linféides e células imunes) se mostra espécie-especifica e orgao-especifica
(SKWARLO-SONTA, 2002).

Receptores para melatonina estdo amplamente distribuidos no feto humano
(THOMAS et al., 1998), sendo que os pinealdcitos do feto sdo capazes de sintetizar
melatonina ja por volta da 26® semana de gestacdo. Todavia, os niveis de melatonina
nao exibem variagdo circadiana e responsividade a luz nos primeiros 2—-3 meses de
vida pés-natal (KENNAWAY et al.,, 1998). O estabelecimento de ritmicidade na
producdo de melatonina esta associado a mudangas no controle termoregulatério dos
neonatos (WURTMAN et al., 1991).

Mesmo na auséncia de receptores, a alta difusibilidade da melatonina permite
que ela exerga efeitos sistémicos em grande parte em nivel celular, com modulagao de
fungdes do citoesqueleto (como mitdticas) por meio da ligagdo com calmodulina
(BENITEZ-KING, 1993; FJAERLI et al., 1999), bem como sua acao antioxidante a mais
consistentemente descrita apds a agao cronobiética (HARDELAND e FUHRBERG,

1996; CUZZOCREA e REITER, 2001).
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2.1.10 Papeis Biolégicos da Melatonina

A glandula pineal exerce seus efeitos sob a fisiologia dos mamiferos por uma
variedade de fungbes, a saber: fototransdutora, reguladora paracrina (cérebro) e
endocrina (outros orgaos). Enquanto o papel fisiolégico da melatonina € bem mais
amplo. Além da classica agdo cronobiotica da melatonina, essa indolamina exerce
outros importantes efeitos, como agéo antioxidante (HARDELAND e FUHRBERG, 1996;
CUZZOCREA e REITER, 2001), agao antiapoptética (SRINIVASAN et al., 2005),
sincronizagao do ciclo de parasitas em sua relagdo com o hospedeiro (HOTTA et al.,
2000), efeito antiinflamatoério (LOPES et al., 1997), expressao da ritmicidade sazonal
(ARENDT, 1995), modulagdo de ritmos circadianos (ARENDT, 1995), regulacédo do
sono (LAVIE, 1997), modulacdo da reproducdo (BINKLEY, 1988), regulacao
cardiovascular (VEERMAN et al., 1995), regulacdo do sistema imune (SKWARLO-
SONTA, 2002) e, muitas outras. Associagao dos niveis de melatonina a desordens
psiquiatricas, como depressdo sazonal, e também, neuroldgicas, como Alzheimer e
Parkinson, tém sido ampliadas mais recentemente.

A regulagdo do sono é uma das fungbes da melatonina mais amplamente
investigadas e a regulacédo do sistema imune é uma das areas que mais cresce e teve
especial interesse no desenvolvimento e na confecgdo desta tese.

A seguir serdo apresentados brevemente alguns papeis biolégicos da melatonina

relacionados ao contexto da presente tese.
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a) Controle dos Ciclos Sazonais

Na maioria dos vertebrados, variagdes sazonais na duracao do fotoperiodo, ou
seja, comprimento do dia leva a mudangas opostas na duragédo da produg¢do noturna de
melatonina. Desta forma, a duragdo da secre¢cao de melatonina exprime a informagao
sobre o comprimento do dia aos organismos animais, a qual em muitas espécies serve
para regular as variagdes sazonais na reproducdo, no metabolismo e no
comportamento (ARENDT, 1995).

Na sociedade atual ha o uso indiscriminado da luz artificial, que de modo
extensivo “protege” os seres humanos das mudangas sazonais no comprimento do dia.
Entretanto, a glandula pineal humana ainda tem capacidade de responder a duragao do
fotoperiodo, embora o significado functional de tal mecanismo seja incerto (revisto por
WEHR et al., 1995).

Individuos que vivem em altas latitudes do hemisfério norte exibem alongamento
do pico noturno de melatonina durante as noites de inverno (LACOSTE e
WETTERBERG, 1993). De forma semelhante, encurtamento artificial do fotoperiodo
natural de verdo (noites curtas) promove também alongamento do pico noturno de
melatonina (VONDRASOVA et al.,, 1997 e 1999), ja prolongamento artificial (noites

longas) é seguido de alongamento do pico noturno de melatonina (WEHR, 1991).

b) Controle dos Ritmos Circadianos

A informacao que a melatonina age como um sincronizador do ritmo circadiano

endoégeno em mamiferos se da quase que exclusivamente por trabalhos fazendo ciclo

060



Estresse e Funcdo Pineal - Tese de Doutorado - Revisao de Literatura

sono-atividade (actogramas) sob diferentes condi¢des em roedores (ARMSTRONG,
1989). Evidéncia que a melatonina em humanos apresenta papel de regulador
circadiano se da por estudos com deslocamento de fase de ritmos circadianos (tais
como: temperatura, secregao de melatonina e tempo de sono) apés administracéo de
melatonina (LEWY et al., 1992). Neste sentido, o deslocamento de fase depende do
horario do dia em que foi administrada a melatonina, assim ocorre atraso de fase
seguido da administracdo matutina e avango de fase seguido a administragcédo
vespertina (LEWY et al.,, 1992). De posse deste conhecimento, a administracdo de
melatonina tem sido usada com sucesso para facilitar o reajuste apés deslocamento de
fase agudo associado a “jet lag” e turno de trabalho (ARENDT et al., 1997). Contudo,
existem apreciaveis controvérsias sobre os efeitos da melatonina neste caso, sendo
muitas vezes implicado efeito ndo como regulador circadiano e sim como soporifico

(indutor do sono).

c) Envolvimento em Desordens Psiquiatricas e Neuroldgicas

Existe consideravel numero de estudos que mostram niveis alterados de
melatonina em muitas desordens psiquiatricas e neuroldgicas. Estudos em roedores
sugerem que a glandula pineal pode influenciar as ag¢des de diversas drogas,
recreacionais como cocaina (UZ et al., 2003) e terapéuticas como o antidepressivo
fluoxetina (UZ et al., 2004). Além disto, a melatonina € implicada em proteger contra
neurodegeneracao (REITER, 1998).

Alteracées nos niveis de melatonina tém sido observadas em importantes

doengas psiquiatricas, como depressao, estresse, ansiedade, anorexia nervosa e
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esquizofrenia, assim serdo brevemente discutidas a seguir.

A presenca de baixos niveis noturnos de melatonina junto da depressao é
bastante controverso na literatura, muitos estudos tém encontrado esta associagao
(revisto por BROWN, 1995). Todavia, outros estudos ndao encontraram esta associagao
(WALDHAUSER et al., 1993). A depressdo sazonal comumemente observada em
pacientes do Hemisfério Norte tém encontrado mais fortemente esta associacdo de
baixos niveis noturnos de melatonina e aparecimento dos sintomas da depressao
(PARTONEN, 1998). De modo oposto, tratamento da depressédo n&o sazonal com
inibidores da monoamina oxidase (MAQO) aumenta os nives de melatonina por aumentar
a atividade da enzima NAT (LEWIS et al., 1990), o que ja foi observado em roedores
quando tratados com inibidores seletivos da MAO-A (OXENKRUG et al. 1985), o que
sera apropriadamente debatido na sec¢ao de discussao desta tese.

Ja tratamento dos sintomas da ansiedade com alprazolam (analogo da
1,4-benzodiazepina) abole a produgcdo de melatonina, isto foi atribuido a agéo sobre
receptores para benzodiazepinicos presentes na pineal (LOWESTEIN et al., 1984;
MCINTYRE et al., 1993). Contudo, os niveis de cortisol foram também suprimidos e,
cortisol (como corticosterona) possui efeitos positivos sobre a produgao pineal de
melatonina, inclusive niveis elevados de melatonina sdo observados em mulheres com
estresse induzido (BERGA e YEN, 1988) e apds exercicio fisico (BERGIANNAKI et al.,
1995).

Os niveis noturnos de melatonina junto da anorexia nervosa sao também
vairaveis, podendo estar elevados ou normais na dependéncia da perda relativa de
peso e das deficiéncias nutricionais agudas (BROWN, 1996).

Os ritmos biolégicos encontram-se patologicamente alterados na esquizofrenia,
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incluindo o ritmo de melatonina, a hipétese levantada foi que isto pode estar
relacionado a degeneracéo induzida pelo estresse crénico ao eixo HPA (FERRIER et
al., 1982). Pacientes esquizofrénicos com ou sem tratamento medicamentoso
apresentam robusto aumento do pico noturno de melatonina (MONTELEONE et al.,
1997).

Alteragdes nos ritmos bioldgicos, inclusive o do ritmo de melatonina, tém sido
observado em importantes doengas neurodegenerativas, como Alzheimer e Parkinson,
assim seréo brevemente discutidas a seguir.

Existem algumas evidéncias do envolvimento da melatonina da pineal na
progressdao da deméncia senil, particularmente Alzheimer, e provaveis papéis
terapéuticos da reposi¢cao de melatonina (revisto por PAPPOLLA et al., 2000). Os niveis
de melatonina apresentam-se anormais em pacientes acometidos por Alzheimer
quando se compara com idosos saudaveis, havendo diminuicdo da secrecéo total
(LIU et al., 1999) e até aumento da variabilidade dos tempos de pico com presencga de
picos diurnos (OHASHI et al., 1999). A evidéncia mais forte para o tratamento com
melatonina de pacientes acometidos por Alzheimer é a diminuicdo da formacao de
folhas B-paralelas e, consequentemente, da agregacao de fibrilas amildides in vitro
(SKRIBANEK et al., 2001).

A participagcdo da melatonina na sindrome de Parkinson foi recentemente
implicada de forma mais convincente por ADI et al. (2010), eles mostraram por estudos
post-mortem em seres humanos que tanto os receptores MT1 quanto MT2 encontram-
se significativamente diminuidos na amigdala e na substancia nigra, regides
reconhecidamente envolvidas nesta sindrome. Contudo, esta “down-expression” dos

receptores para melatonina ndo é sabida de estar envolvida na patogénese ou ser
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apenas uma consequéncia das alteragdes na comunicagao neuronal.

d) Papel Antioxidante

A acdo antioxidante da melatonina € a mais consistentemente descrita, tanto em
processos inflamatorios agudos e crénicos (revisto por CUZZOCREA e REITER, 2001)
como em doengas neurodegenerativas (revisto por REITER et al., 1998) até mesmo em
seres unicelulares (HARDELAND et al.,1995 e 1996). Tem sido demonstrado que esta
indolamina apresenta poder antioxidante maior que manitol (REITER et al., 1986),
vitamina E (REITER et al., 1995) e, glutationa (REITER, 1998a e 1998b).

O papel antioxidante da melatonina se deve as caracteristicas lipofilicas
anteriormente apresentadas e a atividade sobre diversas enzimas intracelulares. Uma
das atividades sobre enzimas mais importantes, € sobre a enzima quinona redutase,
a qual promove a redugdo de glutationa dissulfeto para glutationa sulfidrila, esta
reconhecidamente um importante antioxidante celular. Esta enzima foi categorizada
como receptor para melatonina tipo 3, MT3. Portanto, os efeitos antioxidantes da
melatonina poderiam ser desempenhados somente por este mecanismo. Contudo,
existem outros mecanismos que explicam este efeito. Um deles seria a melatonina se
ligar a calmodulina, proteina regulatéria de diversos eventos intracelulares em
vertebrados, e também, a proteinas nucleares como os receptores retindides Z (RZRa e
RZRB) (STEINHILBER et al., 1995). Além disto, melatonina bem como seus metabdlitos
estimulam diversas outras enzimas antioxidantes, a saber: glutationa peroxidase (GPx),
glutationa redutase (GRd), catalase (CAT), superoxido dismutase (SOD) e

glutamilcisteina sintase (revisto por REITER et al., 2007). De forma complementar,
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melatonina e seus metabdlitos inibem a enzima (pro-oxidante) sintase de 6xido nitrico

(NOS) (revisto por REITER et al., 2007).

e) Papel sobre o Sistema Imune

A regulacao do sistema imune pela melatonina é uma das areas que mais cresce
conforme destacado anteriormente.

A existéncia de uma comunicagdo bidirecional entre a glandula pineal e o
sistema imune, com a participagdo do sistema enddcrino, particularmente a glandula
adrenal, como sera visto adiante (se¢&o 2.3.1), permitiu a nos (MARKUS et al., 2007) e

a outros (SKARWALO-SONTA et al., 2003) sugerir o conceito de Eixo Imune-Pineal.

2.2 Estresse

Em seu habitat, os animais estdo amiude expostos a situacdes potencialmente
prejudiciais a sobrevivéncia, por exemplo, encontros com outros animais dominantes da
mesma espécie, predadores e desastres naturais (queimadas, alagamentos, etc.).
A capacidade de superar situagcdes ameacadoras € imperativa para sobrevivéncia do
animal, e por ultimo, para a continuidade da espécie. Esta capacidade somente existe
por causa de uma elaborada comunicagao bidirecional entre cérebro e corpo, a qual
durante as adversidades a integridade da vida permite a adaptacédo imediata bem como
tardia do organismo por mecanismos neuroendocrinos distintos. A adaptagao imediata
constitui uma reacao de alarme, ja a tardia constitui o estresse.

O estresse foi inicialmente denominado como Sindrome de Adaptacdo Geral,

posteriormente, designado por este simplificado nome. E uma resposta com
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mecanismos basicos bastante similares e conservados tanto em invertebrados como
vertebrados, que ao final, acaba por produzir mais intensamente um importante
hormdnio (corticosterona/cortisol) responsavel por uma série de fungdes fisioldgicas
sobre o metabolismo e o sistema imune, consequentemente, a inflamacgao.

Como anteriormente visto, a glandula adrenal € a glandula endocrina que
apresenta maior numero de artigos em consulta a base de dados PubMed (cerca de
280.000); conforme ultimo levantamento feito em 14 de junho do corrente ano. Contudo,
ao consultar estresse surgem aproximadamente 416.000 artigos, sendo que se referem
a uma série de eventos nao relacionados diretamente a esta resposta fisioldgica com
hiperproducdo e secregdao de glicocorticoides (corticosterona/cortisol) e de
catecolaminas (adrenalina e noradrenalina). Entao, o termo estresse mesmo dentro da
literatura especializada foi banalizado, ha um infindavel numero de associagbes com o
termo, tais como: estresse oxidativo, estresse glicémico, estresse osmotico, estresse
ortostatico e tantos outros. Utilizacdo do termo sem associagéo pela literatura médica
também aparece, nestes casos, estresse é usado como sindnimo a: injuria, doenga,
cansago prolongado e até mesmo preocupacgédo; inclusive tal sinonimia consta em
dicionarios médicos. No sentido de elucidar, apresentar-se-a definicdo de estresse
segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), que inclui o estresse como um
agravo a saude dentro do Codigo Internacional de Doencas (CID) (WHO, 2007).
O estresse esta inserido no CID (10? edi¢gdo) no capitulo V na grande categoria de
Desordens mentais e comportamentais (FO0-F99) dentro da categoria de Desordens
neurdticas, relacionadas ao estresse e somatoformas (F40-F48), num ultimo recorte
tém-se Reagbes ao estresse severo e desordens de ajuste (F43), onde estresse agudo,

pos-traumatico e crénico com suas diferentes manifestacbes se encaixam, com
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diversas sub-categorias de acordo com a severidade ou manifestacado relatada, isto

pode ser melhor visualizado na tabela a seguir (Tabela 1).

Tabela 1 - Categorias e sub-categorias do estresse segundo CID-OMS.

Categorias (c6digo)

Sub-Categorias (sub-codigos)

Reagao ao estresse agudo (F43.0)

Desordem por estresse pos-traumatico (F43.1)
Desordens de ajuste (F43.2)

devido a presenca de mudanca de vida ou evento
estressante de vida

Outras reagdes ao estresse severo (F43.8)
Reacgao nido-especificada ao estresse severo (F43.9)

fraco (F43.00)
moderado (F43.01)
severo (F43.02)
Sem sub-categoria
Reacéao depressiva breve (F43.20)

Reac&o depressiva prolongada
(F43.21)

Reagéo mista de ansiedade e
depresséo (F43.22)

Com disturbio predominante de outras
emocdes (F43.23)

Com disturbio predominante de
comportamento (F43.24)

Com disturbio misto de emocgoes e
comportamento (F43.25)

Com outros sintomas predominantes
especificados (F43.28)

Sem sub-categoria
Sem sub-categoria

Antes da definicdo de estresse pela OMS se faz necessario a compreensao

desta categoria em que o mesmo esta inserido, assim Reagdes ao estresse severo e

desordens de ajuste (F43) € apresentado por diferenciar-se de outras reagdes que

incluem desordens indentificaveis na base ndo somente dos sintomas e curso da

doenga, mas também da existéncia de um ou outro das seguintes influéncias:

um evento da vida extremamente estressante produzindo uma reagdo de estresse

aguda, ou uma mudanga de vida relevante levando a circunstancias continuamente

desagradaveis que resultam numa desordem de ajuste. Desta forma, € necessario um

dos dois causantes acima descritos para que o agravo seja incluso nesta categoria.
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Agora, a definicdo de estresse pela OMS dentro do CID (10? edigdo) pode ser
apropriadamente apresentada. Estresse agudo (F43.0) é definido pela OMS como uma
desordem transitéria que se desenvolve num individuo sem qualquer outra desordem
mental aparente em resposta a estresse fisico e mental excepcionais, 0s quais
usualmente terminam dentro de horas ou dias. Complementarmente, o estresse agudo
recebe trés sub-categorias relativas a magnitude do mesmo, assim sendo, classificam-o
em: fraco (F43.00), moderado (F43.01) e, severo (F43.02). E salientado que,
a vulnerabilidade individual e a capacidade de superagao tém relevante papel na
ocorréncia e severidade das reagdes ao estresse agudo. Os sintomas sao agrupados
em dois grupos, os mentais e os fisicos. E relatado que, os sintomas mentais aparecem
tipicamente misturados e mudam a realidade, estes incluem um estado inicial de
confusdo com alguma compreensao consciente com reducédo de atengao, inabilidade
de compreender estimulos e desorientacdo. Os sinais fisicos relatados sao sinais
autondmicos de ansiedade do panico, tais como: taquicardia, sudorese e vermelhidao.
Além disto, os sintomas tanto mentais como fisicos frequentemente duram horas, mas
podem persistir por dois a trés dias; em casos de persisténcia dos mesmos em tempo
superior uma mudancga no diagnéstico deve ser considerada. Mas, a compreenséao de
estresse dentro da fisiologia € consideravelmente diferente desta adotada pela
medicina e sera devidamente explanada nesta tese.

O termo estresse aparece também noutras areas que ndo biomédicas, tais como:
Economia (estresse econdmico), Engenharia (estresse estrutural), Sociologia (estresse
econbmico, estresse cultural), Zootecnia (estresse produtivo, estresse de transig¢ao),
Jornalismo (estresse politico) e outras areas. Isto dificulta sensivelmente um discurso

objetivo sobre o assunto.
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Entendemos que o estresse foi apenas uma ferramenta para acessar uma
possivel modulagdo hormonal sobre a glandula pineal, e assim, ampliar o entendimento
do conceito de Eixo Imune-Pineal, mas de qualquer forma, sera apresentado adiante

uma Revisao de Literatura para o mesmo.

2.2.1 Breve Historico e Definicdo do Estresse

A influéncia da mente sobre o estado de higidez dos individuos bem como sobre
sua susceptibilidade e sua capacidade de recuperagdo a estados patologicos é
conhecida de longa data (FELTEN, 2000). Na Antiguidade, essa interagdo corpo-mente
foi bem evidenciada por Aristoteles (384-322 a.C.); ele ensinava que psique e corpo
agiam complementarmente (ENCICLOPEDIA..., 1986). Assim, alteracdes da psique
eram promotoras de mudangas no corpo, e vice-versa. Ja na era Cristad, Galeno
(129-200 d.C.) observou que mulheres melancdlicas eram mais susceptiveis ao
desenvolvimento de tumores de mama que “mulheres de sangue quente” (DUNN,
1988). No século XX, Hans Hugo Bruno Selye (1907-1982), nominado cientificamente
como Hans Selye, fez importante sistematizacado e definicdo destes conhecimentos
permitindo que estes passassem do campo descritivo para o campo conceitual. A partir
de experimentos realizados com ratos expostos agudamente a “agentes danosos” néo
especificos (frio, injuria cirurgica, choque espinhal, exercicio muscular excessivo,
intoxicagdes com doses subletais de diversas drogas), Seyle (1936) observou que os
mesmos ocasionavam uma reagao organica geral e a definiu Sindrome de Adaptacao
Geral. Esta se caracterizava basicamente por aumento no peso das adrenais, atrofia

timica, esplénica e linféide, além da presenca de ulceras gastricas; tal denominacéo foi,
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posteriormente, designada simplesmente como estresse (NEYLAN, 1998).

A partir do trabalho pioneiro de Selye (1936) a compreensdo do estresse foi
fundamentalmente melhorada, tendo surgido pelo menos dois conceitos basicos.
Um primeiro conceito € o de que a resposta organica geral a estressores € adaptativa,
ou seja, representa uma tentativa do organismo em adaptar-se a uma nova situagéo
ambiental ou organica. O segundo conceito decorrente € o de que a resposta
independe do estimulo, ou seja, é estereotipada.

Decorridos 74 anos do conceito de estresse formulado por Hans Selye, vé-se
atualmente conforme ja apontando um uso indiscriminado do termo estresse sem
qualquer ligagdo como mecanismo fisiologico do organismo animal. Desta forma,
surgiram mais modernamente diferentes definicbes no sentido de resgatar o conceito
original de Selye. Uma definicao importante de estresse é feito por Chrousos (1998),
nela estresse é definido como “um estado do animal de homeostase ameacgada”
(do inglés, “an animal’s state of threatened homeostasis”), completa ainda a definigao
ao afirmar que estressores sdo ameacas a homeostase e a contrapartida para
restablecimento da homeostase s&o respostas adaptativas. De acordo com as
definicbes de Seyle e Chrousos, um estimulo torna-se um estressor se, e somente se,
ameaca a homeostase do animal, e portanto, o eixo HPA é ativado. Contudo, pistas
ambientais de predador, como fezes e odores, podem também ativar o eixo HPA, e
portanto, existe estresse quando a sobrevivéncia do individuo esta ameacada. Isto ja
sugere a discriminagado de dois tipos de estresse. Vale salientar que, circunstancias de
perigo nao tao evidentes, cujos sinais de adverténcia nado estio claros, ha o surgimento
de ansiedade e ndo ha necessariamente o desenvolvimento de estresse (FONSECA,

2005).
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Outra confusdo muito comum é a nao distingdo da resposta adaptativa imediata
e tardia, enquandrando ambas como estresse. A adaptagcdo imediata em que o
organismo animal é prontamente defendido da ameaca constitui uma reagao de alarme.
Ja na adaptagdo tardia, o organismo animal elabora um quadro de respostas
secundarias, isto constitui o estresse. Estas adaptacbes possuem mecanismos
neuroenddcrinos diferentes. Estes dois mecanismos neuroenddcrinos s&o: o sistema
simpato-adrenomedular (SAS) e eixo hipotalamo-hipofise-adrenal (HPA) (CHROUSOS,
1998; LAPIZ et al., 2000; MCEWEN, 2000). Cumpre salientar que, a agao desses dois
componentes € amplamente integrada e hierarquizada.

Ha necessidade de ficar claro o “método de escolha” do organismo em produzir
uma reacao de alarme ou produzir estresse, assim maiores explanacdes serao feitas
adiante. Em encontros aversivos, animais mostram uma reagao de alarme, a qual inclui
respostas comportamentais imediatas e inespecificas (por exemplo, susto) seguido de
respostas comportamentais especificas (por exemplo, luta e fuga). Paralelamente, uma
variedade de parametros fisioldgicos € modificada, tais como: pressao sanguinea,
frequéncia cardiaca, os quais em conjunto com as respostas comportamentais
preparam os animais para o controle bem sucedido da ameacga por uma estratégia de
superacdo ativa. As reagbes de alarme estdo primariamente ligadas ao SAS.
Em contraste, quando situagdes ou encontros ndo podem ser controlados por luta ou
fuga, animais mostram uma estratégia de superacdo dita passiva, a qual esta
fundamentalmente associada ao eixo HPA (CHROUSOS e GOLD, 1992; CHROUSOQOS,
1998; KOOLHASS et al., 1999). Dito isto, o eixo HPA (de outra forma) funcionaria como
um mecanismo de controle da homeostase de longo prazo e, SAS seria uma resposta a

sobrevivéncia com alteracédo temporaria do padrao homeostatico.

071



Estresse e Funcdo Pineal - Tese de Doutorado - Revisao de Literatura

Vale apontar que, importantes pesquisadores acerca do estresse (KORTE et al.,
2005) propéem uma visdo darwiniana, ampla e complexa do estresse, em que a
resposta adaptativa do organismo é altamente dependente da genética individual,
existindo tragos de ancestrais preservados (obviamente nos genes) estabelecendo uma
distribuicdo dentro da populagao de individuos quanto a possiblidade de luta ou fuga
(agressao) em dois grupos: (1) mais propensos a agressao - Hawks e, (2) outros menos
propensos a agressao (Dolves). Na visao destes pesquisadores, estes dois tipos de
personalidade (Hawks e Dolves) dariam uma linha de raciocinio para entender como
alguns individuos produzem adaptagao em maior ou menor intensidade ativando o eixo
HPA, ou seja, produzindo estresse, ja outros sob a mesma circunstancia produziriam
tdo somente uma reagdo de alarme. Vao além, ao atribuir que esta divisdo ajuda a
entender os efeitos benéicos e deletérios produzidos pelo estresse no organismo
animal.

De maneira geral, a resposta ao estresse apresenta como objetivos principais:
coordenagdo e adaptagdo organicas a mudangas do meio interno (organismo) ou
externo (ambiente) (MCEWEN, 1998). Desse modo, percebe-se, de forma até mesmo
intuitiva, que a resposta ao estresse tem importante papel na sobrevivéncia dos
animais. Assim, os mecanismos basicos de resposta ao estresse sao muito similares e
foram bem conservados na escala evolutiva, desde invertebrados a vertebrados
superiores (OTTAVIANI et al., 1994).

Atualmente, é de amplo reconhecimento que o estresse promove uma resposta
complexa coordenada centralmente, envolvendo alteragdes de fungdes autondmicas,
enddcrinas, comportamentais e cognitivas (DAYAS et al., 2001), além de imunoldgicas

(BESEDOVSKY e DEL REY, 2000).
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2.2.2 Tipos de Estresse

O estresse pode ser classificado em duas grandes categorias: (1) estresse fisico
ou “sistémico” e, (2) estresse psicoldgico ou “processivo” (SAWCHENKO et al., 1996),
0s quais apresentam circuitarias diferentes (LI et al., 1996; HERMAN e CULLINAN,
1997; DAYAS et al., 2001), inclusive com perfis de ativagcédo transcricional diferentes
dentro do PVN (REYES et al., 2003). Todavia, alguns preferem categorizar
simplesmente como estresse fisico e estresse emocional (PIJLMAN e REE, 2002),
0 que recebe criticas por ser uma categorizagdo antropomorfa ao atribuir sentimentos
aos animais. Outra classificagao sugere a classificagdo do estresse em ameagas reais e
preditivas (HERMAN et al., 2003), o que nao deixa de ser a primeira categorizagéo
apresentada com outra denominacédo. A categorizagdo mais usada € a sugerida por
Sawchenko et al. (1996).

A classificagao do estresse em duas categorias (“sistémicos” e “processivos”)
nao assumem que os estressores dentro da mesma categoria usem circuitarias
idénticas de resposta (HERMAN e CULLINAN, 1997).

Os estresses fisicos (ou sistémicos) representam desafios verdadeiros a
homeostase, eles sdo secundarios a estimulos que alteram o estado fisiologico.
Exemplos incluem: dor visceral (estimulagdo de nociceptores), dor somatica
(estimulagdo de nociceptores), inflamagao (sinalizagdo por mediadores quimicos),
hemorragia (estimulagdo de baroceptores), desidratagcdo (estimulagdo de
osmoceptores).

Os estresses processivos (ou psicologicos) sao causados por estimulos que

promovem ameagca imediata ou futura ao organismo, eles levam a uma ativagéo do eixo
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HPA na auséncia de qualquer desafio fisiologico. Exemplos incluem: ambiente aversivo
(antecipagao ou reconhecimento de predadores ou sinais de predadores), conflito social
(disputa de hierarquia social).

Vale afirmar que, a ocorréncia destes estressores no ambiente natural acaba por
apresentar aspectos de ambas as categorias. Todavia, as condi¢cdes laboratoriais
proporcionam uma segregacao bastante boa das mesmas.

Existe outra categorizagdo do estresse que n&o exclui as duas categorias
anteriormente apresentadas, e sim, as trata de modo indiferente. A primeira
categorizagao proposta por Swachenko et al., (1996) leva em consideragao a natureza
do estressor, ja a segunda a ser apresentada baseia-se na resposta do estressado.

Como visto, independente da definicdo, o estresse leva a respostas adaptativas
frente a ameagas a homeostase ou a sobrevivéncia, as quais incluem inexoravelmente
a ativacdo do eixo HPA, como resultado ocorre aumento da produgao e secrecado de
corticosterona, responsavel por orquestrar uma variedade de outras respostas
adaptativas. Caso estas respostas adaptativas sejam suficientes em restabelecer a
homeostase, o estado de homeostase perturbado (ou a resposta ao estresse) é
chamada de euestresse (do inglés, eustress), onde o prefixo grego eu indica efeito
benéfico ao animal (CHROUSOS e GOLD, 1992; CHROUSOS, 1998). Caracteristicas
importantes do euestresse ndo sao somente uma ativacdo suficiente, mas também,
uma finalizagdo severamente controlada da resposta ao estresse apos o cessamento
de um estressor especifico de modo a restabelecer a homeostase. De modo oposto,
hipo ou hiperativacao crénica do eixo HPA é compreendida como um estado de ma
adaptacgdo, entdo o termo disestresse (do inglés, disstress) é usado, onde o prefixo

grego dis indica prejuizo ao organismo animal (CHROUSOS e GOLD, 1992;
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CHROUSOS, 1998).

A possbilidade do estressor em causar euestresse ou disestresse depende da
qualidade e intensidade do mesmo bem como de fatores do individuo afetado, como
genética, historia de vida e estagio ontogenético. Estes fatores em conjunto determinam
como o estressor é percebido e interpretado pelo individuo, o que é sensivelmente
diferente nos animais experimentais.

Como visto, euestresse e disestresse sdo modos de resposta do organismo
frente ao estresse, mesmo dependendo (em parte) do tipo de estresse, entender como
classificagdo naéo é conveniente (DHABHAR e MCEWEN, 1997). Assim, o uso da
categorizacdo em estresses fisicos (ou sistémicos) e estresses psicologicos (ou
processivos) é de uso corrente.

Nos estresses ditos “sistémicos”, o0s neurbnios catecolaminérgicos
comprovadamente promovem a secrecao pronunciada de substancias do eixo HPA em
casos de hemorragia, hipotensdo e problemas respiratorios (PLOTSKY et al., 1989),
além de nos casos de desafios imunes, como injecdo de LPS (ELENKOV et al., 1992).
Esses efeitos excitatérios das catecolaminas sobre o eixo HPA s&o mediados
principalmente pelos adrenoceptores alfa presentes no PVN (PLOTSKY et al., 1989).
Por outro lado, nos estresses ditos “processivos”, como contengao/imobilizagdo, os
estimulos sao recebidos pelo eixo HPA por meio de fibras provenientes do sistema
limbico; entdo, dependem de comparacdo com uma experiéncia prévia, ou seja,
caracterizagao do estressor como ameaga ou ndo (HERMAN e CULLINAN, 1997).
Salienta-se que, tanto estresse “sistémico” como “processivo” sdo recebidos no PVN,
o centro regulador do eixo HPA. Partindo do PVN, a resposta ao estresse é

praticamente indistinta, isto é, varia somente a magnitude da resposta, que depende do
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estressor. Portanto, pode-se afirmar que o cérebro classifica os diferentes tipos de
estressores (DAYAS et al., 2001).

Um modelo de estresse de natureza psicoldgica que destaca-se pelo seu amplo
uso na literatura é a contengdo (DAYAS et al., 2001; SCHIMITZ et al.,, 2002;
MADRIGAL et al., 2003). Neste modelo, os roedores (em grande parte, os ratos) sao
submetidos a uma restricdo de locomogédo e alguma movimentagdo corporal maior,
como levantar e fazer grooming.. Muitas vezes, este modelo € amplamente usado como
sinbnimo de imobilizagdo, esta ultima abordagem impossibilita 0 animal de quaisquer
movimentagdes, apenas movimentos das vértebras cervicais, usando-se ataduras e/ou
fitas adesivas ao redor do corpo. A neurocircuitaria do estresse por contencédo é bem
caracterizada na literatura (CULLINAN et al., 1995; IMAKI et al., 1995; DAYAS et al.,
2001; VIAU e SAWCHENKO, 2002). Este tipo de estresse é primariamente processado
em regides limbicas, incluindo hipocampo, amigdala e cértex pré-frontal (HERMAN et
al., 2003).

Ja um modelo de estresse de natureza fisica é o frio (ZOELLER et al., 1990;
BAFFI e PALKOVITS, 2000). Neste modelo, os animais sao expostos ao frio de
diferentes maneiras, desde imersao em agua gelada até manutengcdo em camara fria ou
em sala aclimatizada. A neurocircuitaria do estresse pelo frio € também caracterizada
na literatura (PACAK e PALKOVITS, 2001). Este tipo de estresse € reconhecido pelo
cérebro pelas vias somaticas, viscerais ou circunventriculares que diretamente ativam
centros hipotalamicos (HERMAN et al., 2003).

Apesar de como apresentado anteriormente que, as aferéncias
(“inputs”) de ambos os tipos de estresse (contencdo e frio) sdo diferentes,

vale lembrar que a eferéncia (“output”) € comum, o hormdnio
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corticosterona (HERMAN e CULLINAN, 1997).

2.2.3 Eixo HPA

O horménio corticosterona é produzido pelas glandulas adrenais tanto de
maneira ritmica (fisiolégica) como em resposta a um estimulo injuriante (estresse) como
veremos adiante.

Os componentes neuroanatdmicos envolvidos na resposta ao estresse sao
fundamentalmente os do eixo HPA, ja que como anteriormente visto, o SAS esta
substancialmente mais relacionado a reagao de alarme (LAPIZ et al., 2000; MCEWEN,
2000). Como sera visto adiante, a adrenal esta envolvida nos dois componentes, pois
a cortex da adrenal secreta glicocorticoides pela estimulagado do eixo HPA e a medula
da adrenal, que atua como um grande ganglio simpatico, secreta adrenalina e
noradrenalina por ativacédo do sistema nervoso simpatico.

Em relacdo ao eixo HPA, esse &€ composto por trés estruturas, a saber:
(a) hipotalamo, (b) hipéfise e (c) adrenal. O hipotalamo exerce sua agao na produgao de
corticosterona por meio de uma porgdo especifica, o nucleo paraventricular (PVN),
sobretudo a massa parvocelular, a qual contém neurdnios secretores do fator liberador
de corticotrofinas — CRF (do inglés, corticotropin releasing factor). Por sua vez, a
estrutura hipofisaria envolvida com a produgao de corticosterona é a adenohipéfise ou
hipéfise anterior; especificamente, as células basofilicas, que ao serem ativadas pelo
CRF (ligagcao ao receptor CRF4), secretam o horménio adrenocorticotropico — ACTH
(do inglés, adrenocorticotropic hormone) para a circulagdo. Para revisdo ampla sobre

hipotalamo consultar Swanson (1987). A ultima estrutura componente do eixo HPA é a
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glandula adrenal, particularmente o cortex e especificamente a zona fasciculada, que é
a responsavel pela produgéo dos glicocorticoides, apds estimulacdo por ACTH (ligagéo
ao receptor MC2R), sejam eles: corticosterona ou cortisol na depedéncia da espécie,
como sera devidamente apontado em topico especifico desta tese.

Explanagao, mesmo que breve, do SAS é justificada. Em relagdo ao SAS, trés
estruturas participam da resposta ao estresse, sdo elas: (a) adrenal, (b) fibras
simpaticas e (c) fibras parassimpaticas. A glandula adrenal, particularmente a medula,
participa liberando principalmente as catecolaminas adrenalina e noradrenalina, além
de encefalinas e peptideos opidides. Ja as fibras simpaticas sdo aquelas que inervam a
medula da adrenal e a regido periarteriolar da polpa branca do bago bem como
aferéncias que se projetam diretamente em neurbnios do PVN. Nesse sistema,
a secregao de catecolaminas representa um “mecanismo de aviso” de injuria ou
ameacga ao organismo e, por ultimo, a secrecdo de corticosterona (ou cortisol)
representa um mecanismo de adaptagao a persisténcia da injuria ou ameacga. Cumpre
relatar que, a existéncia dessas fibras no timo bem antes do desenvolvimento das
fungdes imunes desse 6rgao, sugere um papel mais critico do SAS no desenvolvimento
timico do que na sua relagédo com o estresse (FRIEDMAN e IRWIN, 1997). Ja as fibras
parassimpaticas, estas sao fundamentalmente as fibras do nervo vago.

A corticosterona néao resultante do estresse (estimulo exdégeno) e sim de uma
ativacao endogena do eixo HPA é controlada pelos nucleos supraquiasmaticos — SCNs
(do inglés, suprachiasmatic nucleus), ou seja, pelo relogio biolégico central dos
mamiferos (revisto por ANTLE e SILVER, 2005; SAPER, et al., 2005; KALSBEEK et al.,
2006). Portanto, a corticosterona apresenta um ritmo de produgédo e liberagdo. Existem

diferentes subpopulagdes neuronais nos SCNs, as quais se projetam para regides
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neuronais diferentes e produzem neurotransmissores especificos com acrofases
proprias e distintas. Lembrando que ZTO0 (do inglés, zeitgeber time) é definido como
sendo o inicio da fase clara do ciclo de luz. Deste modo, ao menos quatro subdivisdes
dos SCNs sdo conhecidas em relagcdo as suas diferentes acrofases. Uma primeira
subpopulagdo com acrofase em ZT2, que produz vasopressina (VP) e
acido y-aminobutirico (GABA), os quais inibem a producdo de glicose hepatica e
corticosterona da adrenal. J& uma segunda subpopulagdo com acrofase em ZT6,
produz GABA e inibe a producdo diurna de melatonina. Uma terceira subpopulagao
com acrofase em ZT10, cujos neurotransmissores sdo desconhecidos, ativa o eixo HPA
levando a produgdo de corticosterona antes do despertar em ratos. Uma quarta
subpopulagdo com acrofase em ZT18 atua positivamente no sentido da glandula pineal
promovendo o pico noturno de melatonina (revisto por KALBEEK et al., 2006). Grande
parte dos feixes de projecdo dos SCNs é para o nucleo paraventricular (PVN), sendo
que o PVN se projeta para a porgao intermédio lateral (IML) da medula, mesmo que por
diferentes populagdes, ndo sé alcangando o ganglio cervical superior, que se comunica
com a glandula pineal (SIMONNEAUX e RIBELAYGA, 2003), mas também chegando
ao cortex da adrenal (BUIJS et al., 1999), em ultima instancia, os SCNs controlam a
secrecao de corticosterona também por uma via neural direta e, ndo somente pela via
classica neuroenddcrina (sistema porta-hipofisario). O funcionamento da maquinaria
celular dos SCNs (relégios bioldgicos, transcriptomas e enzimas) envolvido nesta
ritmicidade da producgao de corticosterona foi excepcionalmente revisado por Dickmeis
(2009), como a abordagem molecular ndo foi objeto desta tese recomenda-se a leitura

para informagdes pormenorizadas.
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Sobre o controle da producdo de corticosterona pela via neural direta, esta
ocorre ndo somente pela projegcdo do PVN a IML como descrito anteriormente, mas
tambeém, por eferéncia direta dos SCNs sobre a zona subparaventricular ventral (vSPZ)
e deste para nucleo dorsomedial (DMH), que juntamente aos estimulos provenientes do
Nucleo Arqueado (ARC) atuam sobre o PVN medial modulando a liberagdo de CRF na
hipofise, por sua vez, a de ACTH (SAPER et al., 2005).

Vale acrescentar que, a liberagao de corticosterona de maneira ritmica depende
ao menos de dois neurotransmissores; vasopressina que liberada no hipotalamo dorso-
medial (DMH) inibe a atividade do eixo HPA durante a fragao inicial da fase de claro, e
outro transmissor, ainda desconhecido, que estimula a atividade do eixo a partir da
metade da fase de claro até o inicio da fase de escuro (KALSBEEK e BUIJS, 2002).
Os transmissores VIP, GRP e Neuromedina U foram testados como candidatos a
neurotransmissor estimulatério da produgao de corticosterona, porém nenhum deles foi
confirmado (KALBEEK, 2006).

Apos apresentacdo dos mecanismos de controle de ativagdo endogena
(sem estimulo exdgeno) do eixo HPA, restam os mecanismos de controle da ativagao
exogena (pelo estresse) do eixo HPA. Estes ultimos sdo bem menos conhecidos do que
0s primeiros, mas uma maquinaria paralela é alvo de investigacdo. Neste sentido,
o PVN destaca-se em receber “inputs” centrais e, a partir dele, ativar o eixo HPA de
modo independente aos SCNs.

O PVN tem papel central em mediar respostas hipotalamicas ao estresse,
comportamento alimentar (tanto “de comer” como “de beber”), participando numa
variedade de respostas autondmicas (SWANSON e MOGENSON, 1981;

SAWCHENCKO et al., 1996; SAWCHENKO, 1998; ELMQUIST et al., 1999). O PVN
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possui duas sub-populagbes celulares, a saber: magnocelular e parvocelular
(ARMSTRONG et al.,, 1980; SWANSON e KUYPER, 1980). A sub-populacéo
magnocelular é responsavel pela produgdo e liberagcdo de oxitocina (OXT)
(SAWCHENKO et al.,, 1996). Ja a sub-populacdo parvocelular € responsavel pela
producéo e liberacdo de CRF de forma mais representativa, e também, de vasopressina
— VP ou arginina-vasopressina - AVP (do inglés, vasopressin ou arginina-vasopressin)
(SAWCHENKO et al., 1984). Na verdade, a porgao parvocelular tem co-expressao de
CRF e outros seis neuropeptideos além da vasopressina, citando: encefalina,
neurotensina, agiontensina Il, peptideo intestinal vasoativo (VIP), peptideo histidina-
isoleucina (PHI) e colecistoquinina (CCK) (SWANSON et al., 1983 e 1986).

Muitos estudos demonstram que diferentes tipos de estresses causam um
aumento significativo dos niveis sanguineos de OXT, mas ndo modificam os de VP
(LANG et al. 1983; GIBBS, 1984; KASTING, 1988). Desta forma, tém-se sugerido que a
OXT secretada dos neurdnios magnocelulares do PVN € um horménio do estresse, ao
menos em ratos (JEZOVA et al., 1993), com irrelevancia para a fisiologia do eixo HPA
sem a presenga do estresse sendo somente produzido nos estresses fisicos (WOTJAK
et al., 1996; WOTJAK et al., 1998; ENGELMANN et al., 1999) do que nos processivos
(EIBL-EIBESFELDT, 1952).

Vale ressaltar que, a oxitocina (OXT) bem como a vasopressina (VP) proveniente
do nucleo supraoptico (SON) desempenham quase exclusivamente fungdes gerais de
organizagdo da vida como equilibrio hidro-eletrolitico na auséncia de estresse, em
machos (revisto por CUNNINGHAM e SAWCHENKO, 1991). Contudo, quando estresse
se faz presente VP e OXT exercem efeitos duais sobre o eixo HPA, inibicdo da

secrecao de ACTH quando liberados nos dendritos e somata de neurénios do SON e
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PVN e, opostamente, estimulacédo da secre¢cao de ACTH quando liberados dos axdnios
e terminais axonais (revisto por ENGELMANN et al., 2004). Portanto, VP e OXT
acabam por representar mecanismos adicionais de controle do eixo HPA, os quais
variam conforme magnitude/intensidade do estresse além de duragdo do mesmo. Deste
modo, em estresse agudo VP e OXT exercem controle inibitorio adicional sob o eixo
HPA de modo a retornar a homeostase, ja em estresse cronico ou agudo severo estes
acabam por exercerem um controle estimulatério sob o eixo HPA de modo a manter a
producéo de corticosterona, mesmo com efeitos de retroalimentagédo negativo do ACTH
e da propria corticosterona.

Importante lembrar que, corticosterona € produzida pelas glandulas adrenais
apo6s estimulacdo por ACTH proveniente da adeno-hipéfise, o qual foi por sua vez
estimulada pelo CRF (classicamente) proveniente do hipotalamo (PVN). Portanto,
conhecer quem controla a secrecdo de ACTH significa, em grande parte, entender
como a corticosterona € controlada. O controle da secre¢cdo de ACTH é pesquisado
desde a década de 50 do século passado (revisto por KLAVDIEVA, 1996). Inicialmente,
foi implicado que o sistema neurohipofisario-hipotalamico controlava a secrecdo de
ACTH via liberagdo de VP dos neurénios magnocelulares (MCCANN e BROBECK,
1954; MARTINI e MONPURGO, 1955). Ja na década de 70, ficou constatado que VP
era também expressa em outros tipos celulares dentro do hipotalamo, destacando
neurdnios parvocelulares do PVN que secretavam VP diretamente no sistema porta-
hipofisario ao nivel da eminéncia média. Adicionalmente, ficou comprovado que
neurdnios parvocelulares do também sintetizavam CRF (VALE et al., 1981), o qual ja se
sabia ha mais de 50 anos ser um potente ACTH-secratogogo (GUILLEMIN e

ROSENBERG,1955; SAFFRAN et al., 1955). Atualmente, é aceito que VP e CRF agem
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sinergicamente a estimular a producdo de ACTH pelas células corticotropicas da
hipofise anterior (revisto por ANTONI, 1993).

A administracdo de CRF libera o horménio adrenocorticotropico — ACTH, além
de angiotensina Il, noradrenalina, adrenalina e, VP (VALE et al., 1981 e 1983).
A liberacdo de vasopressina, apods administracdo de CRF, foi posteriormente
corroborada por diversos autores (BUGNON et al.,, 1983; TRAMU et al., 1983;
SAWCHENKO et al., 1984; RAUX-DEWAY e GIRARD, 1985). Além disto, foi verificada
aumento de vasopressina apos adrenalectomia (WOLFSON et al. 1985), o que sugere
uma alga de retroalimentagao negativa por corticosterona.

Na dependéncia da natureza, intensidade, duracdo e frequéncia do estressor,
o eixo HPA pode apresentar habituacdo, onde a secrecdo de ACTH encontra-se
diminuida (GROVES e THOMPSON, 1970), ou ainda, sensibilizagdo com secregéo
aumentada de ACTH (PITMAN et al., 1990). Os mecanismos neuronais envolvidos na
plasticidade do eixo HPA nao estdo completamente compreendidos. Adicionalmente,
ambos CRF e VP produzidos no PVN sdo co-liberados, quando sobre estresse,
estimulando sinergicamente a produgao e a liberacdo de ACTH da hipdfise anterior ou
adeno-hipdfise (GILLIES et al., 1982; RIVIER et al., 1984; OWENS e NEMEROFF,
1991; ANTONI, 1993).

A manutencio de niveis adequados de resposta do eixo HPA durante estresse
crobnico é importante para a sobrevivéncia. O nivel de resposta da hipofise
corticotrépica-responsiva (células basofilicas) € determinado pela regulagao diferencial
de reguladores hipotalamicos (CRF e VP) e sensibilidade a retroalimentagdo negativa
por glicocorticoide (AGUILERA, 1994). Modelos de estresse crénico mostram aumento

da taxa de secregdao CRF:VP como fator mais importante na manutengdo da

083



Estresse e Funcdo Pineal - Tese de Doutorado - Revisao de Literatura

capacidade secretoria da hipofise, visto que a sensibilidade a retroalimentagcéo negativa
por glicocorticoide esta diminuida, somente as variagdes dos niveis de receptores para
vasopressina estdo em paralelo com a responsividade da hipofise ao ACTH, o que
constitui importante mecanismo de adaptacéo ao estresse cronico (AGUILERA, 1994).
Desde meados da década de 90, tem-se encontrado em modelos de estresse
cronico relativa consisténcia na mudancga na relacdo CRF:VP, que pode ser explicado
pelos niveis distintos de vasopressina mais intimamente relacionado com os niveis de
ACTH do que com os de CRF, sugerindo um papel dindmico da vasopressina na
atividade do eixo HPA durante estresse. Em estudos com pacientes humanos com
depressao, foi verificado aumento dos niveis de vasopressina nestes pacientes (SCOTT
e DINAN, 1998). Em outro estudo com humanos, onde existia hiperatividade do eixo
HPA, n&o foi encontrada associacao entre niveis elevados de vasopressina e anorexia
nervosa (CONNAN et al, 2007). A possivel contribuicdo da vasopressina na
hiperatividade deste eixo, em sinergia com CRF, é relativamente escassa na literatura.
Ratos adrenalectomizados, com reposigédo de corticosterona em agua de bebida
por cinco dias, foram submetidos ao estresse de conteng¢do por trinta minutos, e foi
verificado aumento dos niveis elevados de ACTH com aumento dos hnRNA tanto de
CRF como de VP no PVN em comparagao aos animais falso-operados. Sendo que nao
existia corticosterona circulante no momento do desafio (estresse por contencéo), o
impacto diferencial da reposi¢cao de corticosterona na expressédo génica do PVN pode
refletir dependéncia diferencial desta expressao na presencga prévia deste horménio,
podendo agir outros ACTH-secretagogos, como vasopressina (PACE et al., 2009).
Noutro estudo, ratos submetidos ao estresse crénico (modelo de contengéo por

20 minutos durante 14 dias repetidos) foi associada com aumento da co-expressao de
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CRF e VP na eminéncia média e, somente aumento de VP, mas ndo de CRH na
hipéfise. Pontua-se que neste estudo nao foram encontradas diferencas dos niveis
séricos de corticosterona (MERALI et al., 2009).

De forma semelhante aos estressores, as citocinas IL-1b e TNF aumentam a
atividade do eixo HPA, e também, o “turnover” monoaminérgico em sitios hipotalamicos
e extra-hipotaldamicos. Apods administracdo de TNF, foi observada co-expressao
aumentada de CRF e VP na eminéncia média, com pico 7 a 14 dias ap6s tratamento,
a qual foi associada com sensibilizagao prévia a corticosterona (ANISMAN et al., 2003).
Lembrar que a eminéncia média faz parte dos 6rgaos circunventriculares (OCV), assim
o conteudo quimico nela produzido (ou nela chegado) pode alcangar a glandula pineal,
que também faz parte dos OCV (DUVERNOY e RISOLD, 2007).

Estudo com modelo de estresse inflamatorio ou nociceptivo (artrite reumatoide)
verificou aumento da expressao de VP no hipotdlamo quando da estabilizagdo do
processo inflamatorio. Além disto, as concentragdes plasmaticas de VP, ACTH, OXT e
corticosterona encontravam-se aumentadas aos 15 e 22 dias pds-indu¢do do processo.
Estes resultados sugerem que as concentragdes aumentadas de ACTH e corticosterona
em ratos com estresse por inflamagao foram induzidas por VP de origem hipotalamica
(SUZUKI et al., 2009).

Conforme extensivamente relatado a resposta ao estresse esta centrada
principalmente na atividade do eixo HPA. Adicionalmente, o funcionamento do eixo
HPA esta submetido ao controle de outras porgcdes do cérebro, que ndo somente
hipotalamo e hipdfise, incluindo-se ainda hipocampo, amigdala (nucleos: central, medial
e cortical) e, outros sitios limbicos.

Em especial ao hipocampo, sabe-se que é uma area de regulagéo importante no
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processo de resposta, porém é afetado diretamente pelo estresse (HEUSER e
LAMMERS, 2003). Essa porgcéo neural possui altas densidades de receptores para
glicocorticoides (GR), assim modulando a liberagdo desses hormdnios por meio de
efeitos inibitérios sobre o eixo HPA (HERMAN e CULLINAN, 1997). Além disso,
0 hipocampo esta associado com diversos aspectos do aprendizado e da memoria
(MORGADO, 2005) bem como com aspectos cognitivos da resposta ao estresse
(MCEWEN e SAPOLSKY, 1995). Dessa maneira, aumentos agudos dos niveis de
glicocorticoides e também de catecolaminas faciltam a formacdo da memoria
relacionada a estimulos considerados emocionais (ROOZENDAAL, 2000).
Corroborando, é reconhecido na literatura que a manutencéo alta e prolongada de
horménios relacionados ao estresse, sobretudo glicocorticéides, promove prejuizo
significativo das fung¢des cognitivas (LUPIEN e MCEWEN, 1997).

De maneira semelhante ao hipocampo, a amigdala também possui altas
densidades de GRs, porém esta mais envolvida na regulagdo do medo e da ansiedade
(KORTE, 2001). Além disso, a amigdala € conhecida por rapidas respostas
comportamentais e cardiovasculares ao estresse (DAVIS, 1992).

Por ultimo, o sistema limbico conecta amigdala e hipocampo com regides
hipotaldmicas e do tronco cerebral, assim controlando fungdes homeostaticas
(HERMAN e CULLINAN, 1997).

De forma controversa, o envolvimento de outros componentes neuroanatémicos,
tais como: locus coeruleus (noradrenérgico) e nucleos da raphe (serotoninérgico) bem
como outros sistemas neurotransmissores, tais como: acetilcolinérgicos e
glutamatérgicos, ainda nao estdo consensualmente implicados na resposta

a qualquer tipo de estresse, ou seja, uns sO estdo aceitos como envolvidos
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na resposta a tipos especificos de estresse (HERMAN e CULLINAN, 1997).

2.2.4 Sintese da Corticosterona

Os dois principais glicocorticéides enddégenos sao a corticosterona e o cortisol.
A corticosterona é produzida pelos roedores em geral (ratos, camundongos, hamsters,
coelhos, lebres, esquilos, capivara) e pelas aves (aparentemente toda a classe). Ja o
cortisol é produzido pelos canideos (caes e familiares selvagens), felideos (gatos e
familiares selvagens), suideos (suinos e familiares selvagens), equideos (cavalos e
familiares selvagens) e primatas, incluindo o ser humano (GREENSPAN e GARDNER,
2004). Pelo fato deste estudo apresentar como espécie experimental o rato,
consequentemente, as quantificagdes feitas para avaliar o estresse partirem do mesmo,
corticosterona foi a substancia aqui usada, por tudo, o uso do termo corticosterona sera
preferencialmente usado.

Somente em 1946, as acdes da corticosterona, ainda nao isolada, sao descritas
na literatura como “salt active and sugar active adrenal steroids” (SELYE, 1946).
No mesmo ano, Selye e Jensen sugeriram a adogéo dos termos “mineralocorticoid and
glucocorticoid”, respectivamente. Isto levou por anos, a atribuicdo de funcédo dos
mineralocorticoides unica e exclusivamente no equilibrio hidro-eletrolitico, e dos
glicocorticoides sob o metabolismo de agucares. Na verdade, ambos agem no equilibrio
hidro-eletrolitico e no metabolismo de acucares, porém os mineralocorticéides mais
intensamente no primeiro e os glicocorticéides no segundo.

A sintese da corticosterona (C,1H3004) se inicia a partir do colesterol, proveniente

em torno de 60 a 80 % da converséo do LDL (do inglés, Low-Density Lipoprotein), o mal
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dito “colesterol ruim” (GREENSPAN e GARDNER, 2004). O colesterol € hidroxilado a
20a0OH-colesterol pela enzima 20a-hidroxilase, a seguir, outra hidroxilagdo pela
22-hidroxilase produz 20,22-(OH),-colesterol, o qual é convertido a pregnenolona pela
enzima 20,22-desmolase (DRAZNER, 1987). A conversao do colesterol a pregnenolona
€ a etapa limitante da biossintese, sendo assim, dependente da acdo do ACTH que
promove a conversdo acelerada (GOWER, 1979 apud DRAZNER, 1987%).
A pregnenolona € convertida a progesterona pelas enzimas 3Bol-dehidrogensae e
A%* |somerase, progesterona € hidroxilada a 17-OH-progesterona pela enzima
17a-hidroxilase, formando 11-deoxicortisol pela enzima 21-hidroxilase e, por fim,
corticosterona pela agao da enzima 11B-hidroxilase (DRAZNER, 1987). Todas as
reagcdes ocorrem dentro do reticulo endoplasmatico liso, exceto a ultima que ocorre na
mitocondria.

Cumpre lembrar que, estados de hipocolesterolemia promovem diminuicdo geral
na sintese de horménios esteroidais, inclusive os glicocorticoides (GREENSPAN e

GARDNER, 2004).

2.2.5 Farmacologia da Corticosterona

A seguir serdo apresentados brevemente alguns apontamentos da

farmacocinética e farmacodinadmica da corticosterona.

5> GOWER, D.B. Steroid hormones. London: Croom Helm, 1979.
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a) Farmacocinética da Corticosterona

A corticosterona é secretada e distribuida ao organismo animal em cerca de 90%
ligado as proteinas plasmaticas, sendo 75% a uma proteina carreadora especifica,
a CBG (do inglés, corticosteroid-binding globulin) e o restante (15%) a albumina, sendo
10% na forma livre, ou seja, sem ligagado as proteinas plasmaticas (GREENSPAN e
GARDNER, 2004). Isto tem trés implicagbes essenciais. Primeira, uma hipoproteinemia
modifica a meia-vida plasmatica da corticosterona, consequentemente, seus efeitos
biolégicos, o que poderia ser ampliado para situagbes de estresse. Segunda, reposi¢cao
de albumina ou suplementacdo protéica ndo apresenta efeitos imediatos. Terceira,
os niveis de CBG podem estar aumentados (estrogeno aumentado, hipertiroidismo,
diabetes) ou diminuidos (hipotiroidismo, hipoproteinemia global, algumas inflamacgoes),
0 que prejudica a resposta fisioldégica a corticosterona nas concentragdes ritmicas ou
mesmo estressantes.

Mais de 80 % da corticosterona sofre biotransformagao hepatica, estas envolvem
principalmente reducdes (reacoes de fase |) e conjugagdes (reagdes de fase II)
(GREENSPAN e GARDNER, 2004). A conjugagao dos principais metabdlitos das
reacoes de fase | ainda pouco hidrofilicos, os tetrahidrocorticéides, se da de duas
formas, a saber: (1) conjugacdo com UDP-acido glicurbnico originando
tetrahidrocortisolglicuronideo, o que determina a excrecdo por via biliar e,
(2) conjugagdao com sulfato originando tetrahidrocortisolsulfato, o que determina a
excre¢do pela via renal (MOSTL et al., 2005). Esta conjugagdo diferencial,
e consequentemente excregcdo, ocorre em diferentes proporgbes de acordo com a

espécie animal, assim os caes eliminam aproximadamente 77% dos metabdlitos via
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urina e 23% via fezes, ja os gatos na proporgdo de 18:82, os equinos em 59:41,
as ovelhas em 72:28, os coelhos em 92:08, os suinos na propor¢ao de 93:07 (PALME
et al., 1996; TESKEY-GERSTL et al., 2000; SCHATZ e PALME, 2001), sendo a
proporcdo de eliminacdo para os seres humanos bem proxima dos suinos
(GREENSPAN e GARDNER, 2004).

Vale salientar que, hipertiroidismo aumenta tanto a biotransformacdo como a
excrecdo de forma geral, e assim dos glicocorticéides também, sendo que o

hipotiroidismo apresenta efeitos opostos (GREENSPAN e GARDNER, 2004).

b) Farmacodinamica da Corticosterona

Existem dois tipos de receptores para os horménios esteroidais produzidos pelas
adrenais (corticosterdides), os Receptores para Mineralocorticéides (MRs) e os
Receptores para Glicocorticoides (GRs). Opostamente a terminologia, os
glicocorticoides ligam-se a ambos os tipos de receptores e ndo exclusivamente aos
GRs como sugerido. Os MRs estdo localizados em estruturas limbicas e, eles
apresentam afinidade a corticosterona cerca de dez vezes maior (Kp=0,5 nM) que os
GRs (Kp=5,0 nM), porém a distribuicdo destes ultimos é ubiqua no organismo animal
(DE KLOET et al., 1998). Por isto, as fungdes dos mesmos sdo diferentes, assim a
funcdo dos MRs é chamada de “feedback proativo” ja que exerce efeitos em
concentragdes basais de corticosterona, enquanto a dos GRs é chamada de “feedback
reativo” pelo fato de exercer seus efeitos somente quando excesso de corticosterona
existe, como nos casos de estresse (DE KLOET et al., 1998).

Inicialmente, dois subtipos de receptores (a e ) foram identificados para cada
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um dos receptores. Atualmente, sao reconhecidos trés subtipos para os GRs, a saber:
GR-a, GR-3 e GR-P, sendo que somente GR-a liga-se aos glicocorticéides (REVOLLO
e CIDLOWSKI, 2009). Os GRs sao receptores citosélicos (ndo-membrana) constituidos
por um complexo protéico principal, o receptor propriamente dito (GR)
associado comumente a trés outros complexos protéicos, a saber: proteinas de
choque térmico (do inglés, heat shock proteins — HSP) 70 e 90, além de
imunofilina (HARDMAN et al., 2001).

Existem duas formas de acdo dos GRs, a saber: (1) por mecanismos gendmicos
e, (2) por mecanismos de interagao proteina-proteina; sendo que o primeiro mecanismo
pode funcionar de duas maneiras, (1a) por ativagcdo ou (1b) por repressao
transcricionais, também chamadas de transativacado e transrepressao, respectivamente
(VAN DER LAAN e MEIJER, 2008).

O mecanismo classico de acao da corticosterona (e dos glicocorticoides) é a
transativacdo. Esta pode ser descrita passo-a-passo da seguinte maneira:
(1) diante das células-alvo, corticosterona € dissociada da proteina carreadora CBG
(maior fragdo) entrando na célula como cortisona (forma inativa); (2) dentro da célula,
cortisona sofre acdo da enzima 11BHSD2 (do inglés, 11B-hydroxysteroid
dehydrogenase 2), presente em certos tipos celulares como células epiteliais do tubulo
renal, que impede sua acdo sobre MRs; (3) cortisona é convertida a cortisol (forma
ativa) pela enzima 113HSD1 (do inglés, 11B-hydroxysteroid dehydrogenase 1), assim
podendo agir sobre GR; (4) apds cortisol liga-se ao GR localizado no citoplasma, entao
€ formado um complexo glicorticéide-receptor; (5) este complexo transloca-se ao
nucleo, onde se liga a elementos responsivos aos glicorticoides — GRE (do inglés,

glucocorticoid response elements) na regiao promotora de genes-alvos (variaveis
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conforme o tipo celular), o que resulta na regulacédo da expressao génica (ODERMATT
e GUMY, 2008). Exemplos deste mecanismo de agao incluem: (1) formacdo de Ik-B,
o qual é responsavel pela ativagdo da cascata de sinalizagdo do NF-kB; (2) formacéao
de MKP-1, o qual bloqueia a ativagao (dentre outros) de p38, o que resulta na menor
traducéao de citocinas pro-inflamatérias (revisto por SMOAK e CIDLOWSKI, 2004).

Outro mecanismo de agao da corticosterona, também dos outros glicocorticoides,
€ a transrepressdo, mecanismo oposto a transativacdo. Neste mecanismo,
o glicocorticéide também forma um complexo com o receptor, porém este ndo se liga
aos GRE e sim a outros fatores de transcricdo inibindo-os de realizar a transcricao
(revisto por NEWTON e HOLDEN, 2007). Exemplos deste mecanismo de agao incluem:
(1) interagdo com o fator de trancricao AP-1, o qual é responsavel pela formagéo de
colagenase, IL-2 e COX; (2) interacdo com o fator de trancricdo NF-KB, o qual é
responsavel pela formagéo da citocina IL-1 e da enzima PLA2 (revisto por SMOAK e
CIDLOWSKI, 2004).

Os exemplos anteriormente demonstrados deixam claro que os glicocorticoides
agem tanto por transativagdo como por transrepressdo, o que acaba por modularem
genes-alvos e n&o-alvos relacionados ao sistema imune e outros sistemas. Portanto,
isto € um mecanismo pleoitrépico indesejavel por resultar em efeitos ndo exclusivos ao
sistema imune, mas também, sobre as fungdes metabdlicas e até mesmo pulmonares.
Deste modo, glicocorticoides sintéticos capazes de reprimir apenas genes do sistema
imune sao extensivamente investigados. Neste sentido, foi demonstrado em
camundongos geneticamente modificados com GR incapaz de ligar-se ao DNA
(GRY™/A™) que estes ainda eram responsivos (me menor grau) aos efeitos

anti-inflamatorios dos glicocorticéides, enquanto a atelectasia observada em knockouts
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(GRT) n&o ocorria, assim demonstrando que os efeitos gendmicos n&o sé&o
fundamentais para a sobrevivéncia (REICHARDT et al., 1998).

O mecanismo dos glicocorticoides, tal como a corticosterona, por meio da
interacdo proteina-proteina foi somente recentemente demonstrado (CROXTALL et al,
2002). Este mecanismo € o responsavel por uma série de efeitos rapidos dos
glicocorticoides, pois € independente da regulagao da transcricdo génica. Um exemplo
deste mecanismo € a inibicdo rapida, por certos glicocorticoides, da producdo da
prostaglandina PGE2, que é revertido pelo antagonista mifepristone e ndo é afetado por
inibidores de sintese protéica, assim mecanismos gendmicos sao descartados

(REVOLLO e CIDLOWSKI, 2009).

2.2.6 Papeis Biol6gicos da Corticosterona

A corticosterona apresenta inumeros efeitos sob a fisiologia dos mamiferos, os
quais podem ser agrupados em trés grandes categorias, a saber: sobre o
desenvolvimento, sobre o metabolismo e sobre o sistema imune.

Os efeitos sobre o metabolismo sdo os mais remotamente estudados e
correspondem a grande parte dos artigos especializados, ja sobre o desenvolvimento o
numero € pouco mais que dez por cento dos artigos sobre corticosterona, enquanto,
os efeitos da corticosterona sobre o sistema imune alberga o menor nimero de estudos
com crescimento pronunciado nas duas ultimas décadas, por ter relacdo com a
presente tese, esta ultima categoria de efeitos da corticosterona recebeu especial
interesse no desenvolvimento e na confecgao desta tese.

A seguir serdo apresentados brevemente alguns papéis biolégicos da
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corticosterona relacionados ao contexto da presente tese.

a) Sobre o Metabolismo

Pelo fato dos receptores do tipo GR estarem ubiquamente distribuidos,
a corticosterona age em praticamente todos os 6rgados do organismo animal.

Efeitos da corticosterona sobre o cérebro incluem: alteragdes de humor,
cognicao, padroes de sono e percepgao sensorial. Sobre 0ssos, citam-se diminuigéo da
atividade dos osteoblastos e aumento da atividade dos osteoclastos, portanto, perda de
massa 6ssea. Sobre a pele, diminuigdo da deposi¢ao de colageno, podendo resultar em
flacidez e alopecia. Sobre o trato grastintestinal, diminuicdo da absorcéo intestinal de
calcio, antagonizando os efeitos da vitamina D, o que pode levar a calciuria e
hiperparatiroidismo secundario. Sobre o equlibrio hidro-eletrolitico, a corticosterona
apresenta efeito mineralocorticéide maior do que os glicocorticoides sintéticos, estes
sdo retencao de sodio e perda de potassio. Como visto a corticosterona age sobre o
cérebro, os o0ssos, a pele, o trato grastintestinal e os rins (revisto por NUSSEY e
WHITEHEAD, 2001). Além disto, a corticosterona age sobre o metabolismo de
agucares, proteinas e lipidios conforme sera apresentado adiante (GREENSPAN e
GARDNER, 2004).

Sobre o metabolismo dos agucares, a corticosterona promove a formacédo de
glicose a partir de aminoacidos (gliconeogénese). Sobre o metabolismo das proteinas,
a corticosterona possui dois efeitos, em doses fisiologicas apresenta efeito catabdlico,
ja em doses farmacologicas possui efeito catabdlico. Sobre o metabolismo dos lipideos,

os efeitos sdo também duais, agudamente promovem lipdlise e, cronicamente
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promovem redistribuicdo da gordura.

b) Sobre o Sistema Imune

Antecipadamente a descrigdo dos efeitos dos glicocorticoides sobre o sistema
imune, ndo se pode esquecer que esta comunicagao é bidirecional (WRONA, 2006) e,
que obviamente, o préprio sistema imune se auto-regula (JANEWAY e MEDZHITOV,
2002). Sobre os efeitos dos glicocorticoides sobre o sistema imune, vale o apontamento
de Barnes (2006) que afirma a regulagdo da imunidade também é uma questdo de
integracdo da resposta aos glicocorticéides dentro de uma diversidade enorme de
fatores regulatérios, incluindo multiplos mediadores e células.

Nos tempos atuais, € amplamente reconhecido que diversos estimulos
provenientes do SNC, incluindo estresse, sdo capazes de modular uma resposta imune
(STERNENBERG, 1997; WEBSTER et al.,, 2002), com participagdo relevante do
sistema enddcrino (ROWAT, 1998). Neste sentido, o sistema endécrino, em especial o
eixo HPA, é um dos principais responsaveis por varios elos de ligagdo entre os
sistemas imune e nervoso (LICINIO e FROST, 2000). Somado a isso, sistema nervoso
autbnomo (BLALOCK, 1989) e também medicamentos de acdo central, como
benzodiazepinicos (MASSOCO e PALERMO-NETO, 2003) e haloperidol (LOURENCO
et al., 2005) interferem com a resposta imune.

De modo inoportuno, a resposta ao estresse pode ser exacerbada, sobretudo
pela hipersecrecao de glicocorticoides (HERMAN e CULLINAN, 1997), o que representa
consideravel ameaga a manutengcdo da homeostase. Nesse sentido, a regulagao

inapropriada da resposta ao estresse foi implicada na patogénese de diversos agravos

095



Estresse e Funcdo Pineal - Tese de Doutorado - Revisao de Literatura

a saude humana, como asma e hipertensdo (MCEWEN e STELLAR, 1993), depresséao
e outras desordens psicolégicas (TAGAY et al., 2005) e, até mesmo com a doenca de
Alzheimer (LANDFIELD et al., 1991). Diversas constatacbes similares, descritas em
anos anteriores, levaram os pesquisadores Dinarello e Savage (1989) a denominarem a
causa de certas doengas como de etiologia neuroimunoldgica.

A literatura cientifica aponta forte relagcao do estresse com alteragdes do sistema
imune, muitas das quais prejudiciais, ja outras poucas benéficas. E preciso diferenciar
claramente os efeitos dos glicocorticoides exdgenos administrados ao organismo
daqueles provenientes dos glicocorticoides endoégenos produzidos pelo organismo.
De forma ampla, o estresse esta erroneamente (ou simplificadamente) relacionado a
imunossupressao. Todavia, a imunossupressdao s6 € uma verdade nos casos de
estresse crénico ou agudo de alta severidade em que os mecanismos adaptativos séo
cessados e uma ma-adaptacao fisiolégica ocorre; de modo oposto, o estresse agudo
quando de baixa severidade promove imunoestimulacdo (DHABHAR e MCEWEN,
1997). Além disto, as respostas em quaisquer dos sentidos depende fundamentalmente
do parédmetro avaliado do sistema imune, o0 que em grande parte dos artigos é restrita
nao permitindo uma conclusdo forte em nenhum sentido. Lembrar que,
imunossupressado predispde o organismo a infecgdes, mas diminui as chances de
desenvolvimento de doengas auto-imunes (ou ameniza quando ja presentes);
diferentemente, imunoestimulagcdo previne o desenvolvimento de infecgdes, porém
aumenta as chances de doengas auto-imunes se desenvolverem (ou agrava quando ja
presentes).

Existem diferencas, recentemente, apontadas entre a resposta ao estresse

cronico pela periferia e o sistema nervoso central. Neste sentido, o estresse crénico por

096



Estresse e Funcdo Pineal - Tese de Doutorado - Revisao de Literatura

apresentar concentragdes persistentemente elevadas de corticosterona acaba por
desempenhar uma acgao anti-inflamatéria massiva na periferia, porém a corticosterona
agindo centralmente libera glutamato (excitotoxicidade), o qual, dentre outras agdes,
promove aumento da ativagdo da enzima TACE (do inglés, tumour necrosis factor
converting enzyme), assim TNF é formado, este acaba por ativar a via de sinalizagao do
NF-KB, como consequente, ativacdo de COX-2 e iNOS, o que promove formagao de
espécies reativas de oxigénio e de nitrogénio, que uma vez acumuladas levam a
alteracéo da funcionalidade da barreria hematoencefalica e, portanto, permitindo danos
centrais oriundos da periferia (revisto por MUNHOZ et al., 2008; SORRELS et al.,
2009).

Estudos conduzidos a respeito dos efeitos do estresse na hipersensibilidade
tardia demonstraram que um estresse agudo aumenta a resposta de hipersensibilidade
(DHABHAR et al., 2000). De forma adversa, a aplicagdo de um estresse crénico, por 3 a
5 semanas, promoveu supressdo da resposta de hipersensibilidade (DHABHAR e
MCEWEN, 1999).

Ressalta-se que a controvérsia encontrada na literatura acerca do tema esta
implicada principalmente pelos diferentes tipos de estresse (fisico ou psicoldgico, ou
ainda ambos) e duracao do estresse (agudo ou crdnico), além da importancia do tipo de
resposta imune avaliada. Dessa forma, Herman e Cullinan (1997) salientam que fatores
relacionados ao estresse, como: severidade, duragdo e tipo, além da resposta
comportamental dos animais ao estressor sao fatores determinantes na magnitude e na
qualidade das mudancgas celulares avaliadas. Entretanto, Palermo-Neto et al. (2003)
observaram uma maior contribuigdo do conflito cognitivo promovido pelo estresse do

que o tipo de estresse (fisico ou psicoldgico), visto que observaram em ratos expostos a
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um estresse fisico inescapavel, choque nas patas, apresentava os mesmos efeitos
imunossupressores que um estresse psicologico (testemunhar outro animal ser exposto
ao choque). Diferentemente, ratos expostos a um estresse fisico escapavel, choque nas
patas, ndo apresentavam nenhuma alteracdo comportamental e nem imune inata
(atividade de macrofagos peritoneais). Portanto, aquele estudo (PALERMO-NETO et
al., 2003) reforca o pensamento de que a habilidade em controlar ou escapar da
situacao estressante € um fator critico tanto para respostas comportamentais como
imunes ao estresse, o0 que é também abordado em Korte et al. (2005).

Primeiramente, mudancgas prejudiciais imunes dos animais ou dos humanos
quando submetidos ao estresse foram implicadas as agbes dos glicocorticoides.
De forma concordante, altas doses de glicocorticoides possuem efeito imunossupressor
(FELSZEGHY et al., 1996). Todavia, importante estudo conduzido por Kass et al. (1991)
mostraram que corticosterona exdgena tinha papel significativo na recuperacado de
infeccdes experimentais em animais adrenalectomizados. Anteriormente, Keller et al.
(1983) observaram que a imunossupressdo em resposta ao estresse era fato em
animais tanto intactos como adrenalectomizados. Assim, a participagdo de outros
fatores, além da ativacdo do eixo HPA, foi confirmada no tocante a alteragcdo imune.
Posteriormente, verificou-se que a supressao da proliferacdo de linfocitos em resposta
ao estresse € independente da liberacdo de horménios hipofisarios e estaria
relacionada aos sistemas catecolaminérgicos centrais bem como periféricos (KELLER
et al., 1988). Nesta mesma diregao, Friedman e Irwin (1997) afirmaram que o sistema
nervoso autbnomo simpatico participaria de forma relevante na resposta ao estresse e
também na modulagao da atividade imune.

Um mecanismo de modulagdo do sistema imune, por corticosterona, ocorreria
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por meio de efeitos sobre o balango Th1/Th2 (BLOTTA et al., 1997; DeKRUYFF et al.,
1998). Para melhor compreensdo dessa afirmacdo serdo a seguir recordados
rapidamente alguns conceitos sobre o] sistema imune. Primeiro,
as respostas imunes sao reguladas por células apresentadoras de antigenos
(mondcitos/macréfagos, células dendriticas e outros fagoécitos) as quais séao
componentes da resposta dita inata e, também por linfécitos das subclasses Th1 e Th2,
esses compdem a resposta dita adquirida. Basicamente, a diferengca dessas duas
subpopulagdes de linfocitos € o perfil de citocinas que liberam (ELENKOV et al., 2004).

A subpopulacdo de linfécitos Th1 é secretora de certas citocinas, como IL-12,
IFN-y e TNF; essas citocinas atuam como promotores da atividade imune celular.
Ja a subpopulagao de linfocitos Th2 libera, entre outras citocinas, IL-4, 9, 10 e 13, que
por sua vez, estimulam a atividade imunidade humoral (LEDERER et al., 1996;
MOSMANN e SAD, 1996). Pontua-se que as principais citocinas influenciadoras da
diferenciagdo dos linfécitos para padrdao Th1 ou Th2 séo IL-12 e TNF, produtos de
células do sistema imune inato; tanto IL-12 como TNF estimulam a diferenciagcao para
padrao Th1, o que resulta em incremento da resposta imune celular (TRINCHIERI e
SCOTT, 1995).

Cumpre salientar, respostas Th1 e Th2 sdo mutuamente inibitérias. Por exemplo,
a secrecgao de IL-12 e IFN-y promove inibicdo de respostas do tipo Th2, ja IL-4 e IL-10
inibem respostas Th1. Esse fendbmeno de equilibrio Th1/Th2 foi denominado como
efeito de “prato de balanga” (LEDERER et al., 1996; MOSMANN e SAD, 1996).

Pensando no efeito “prato de balanga”, o estresse via secregéo de glicocorticoide
atuaria favorecendo principalmente respostas do tipo Th2 (IWAKABE et al., 1998). Pois,

a corticosterona atua sobre mondcitos, macréfagos e células dendriticas, inibindo a
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producéo de IL-12, TNF e IFN-y, consequentemente, a diferenciacao dos linfocitos em
Th1. Assim, citocinas Th1 cessariam a inibicdo daquelas citocinas importantes para
resposta Th2, ou seja, o "prato da balanc¢a” penderia para a diferenciacdo dos linfécitos
em Th2 (BLOTTA et al., 1997; DEKRUYFF et al., 1998). Com isso, ocorre diminuigao da
resposta imune celular e aumento concomitante da resposta imune humoral, o que
permitiria compreender o aumento induzido por estresse da susceptibilidade as alergias
e as doengas auto-imunes mediadas por anticorpos (ELENKOV et al., 2004).

Em relagdo ao incremento da resposta imune humoral em aumentar a
susceptibilidade as alergias (ELENKOV et al., 2004), diversos trabalhos relataram que
esse desequilibrio Th1 para Th2 foi capaz de tornar individuos (experimentais) mais
susceptiveis a determinados tipos de alergias (BASSO et al.,, 2001 e 2003;
COSTA-PINTO et al., 2005).

Em relagédo ao incremento da resposta imune humoral promovido pelo estresse
no sentido de aumentar a susceptibilidade as doencas auto-imunes (ELENKOV et al.,
2004), ja havia ha tempos demonstrada por trabalho pioneiro de Solomon e Amkraut
(1981), que correlacionaram a histéria de vida e a personalidade de pacientes com
artrite reumatoide com o risco dessa doenga auto-imune para parentes dos mesmos; os
resultados, sinteticamente, foram que diversos familiares dos pacientes eram positivos
para o fator reumatodide, porém sem desenvolvimento da doenca aqueles com baixa
pontuacao de ansiedade, depressao, ou alienagéo.

Nesse momento, pelas diversas observacdes sobre estresse e sistema imune
pode-se concluir com seguranga que aumento ou diminuicdo da resposta imune
depende fundamentalmente do parametro analisado. Neste sentido, na avaliagdo da

resposta imune humoral (mediada por anticorpos), a exposi¢cao ao estresse tende a
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aumentar esta resposta, pelo desequilibrio no sentido da resposta do tipo Th2
(ELENKOV et al., 2004). Em adigéo, na avaliagdo da resposta imune celular, o estresse
tende a diminuir esta resposta, novamente pelo desequilibrio no sentido da resposta do
tipo Th2 (ELENKOQV et al., 2004). Portanto, o estresse altera a imunocompeténcia, pois
0 equilibrio de respostas Th1/Th2 é altamente necessario para uma resposta imune
adequada (KIDD, 2003).

A inibicdo da transcricdo de inumeras citocinas pelos glicocorticoides, como
interleucinas: 1, 5, 6, 8 e 13; TNF e fator estimulante de colénia (GM-CSF), é bem
reconhecida pela literatura cientifica (GUYRE et al., 1988). Contudo, glicocorticéides
interferem por meio de outros mecanismos além do dito anteriormente, a saber:
diminuicdo de receptores para IL-4 (SO et al, 2002), diminuicdo da
migracao/quimiotaxia de eosindfilos (SUGIMOTO et al., 2003) e de neutrdfilos (VAN
OVERVELD et al., 2003), aumento dos niveis plasmaticos de ACTH e IL-6 (ZHOU et al.,
1993), aumento dos niveis séricos de IL-6 e IFN-y (CAO e LAWRENCE, 2002). Além
disso, diversas substancias produzidas pelo sistema nervoso, como neuropeptideos,
peptideo intestinal vasoativo (VIP), endorfinas, encefalinas, tireotrofina, prolactina,
hormdnio do crescimento e tantas outras também tém atividade sobre o sistema imune
(BLALOCK, 1989; MADDEN e FELTEN, 1995).

As respostas do sistema imune a reagdo de alarme, via sistema nervoso
autbnomo simpatico, também foram bem demonstradas por Sigola e Zinyama (2000).
Neste importante trabalho, eles mostraram que a adrenalina inibe a produgdo de éxido
nitrico por macréfagos peritoneais estimulados com LPS. Outro importante estudo
revelou que a incubagcdo de macrofagos peritoneais com noradrenalina aumentou a

fagocitose destas células (ORTEGA et al., 2000). Estudo in vivo conduzido por Sanders
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(1998) mostrou que a liberacdo de noradrenalina ou adrenalina por axénios ativava a
proliferacdo e até mesmo a producdo de citocinas por células T. Interessante
observagao do mesmo autor foi a de que, células T helper 1 que induzem imunidade do
tipo Th1 expressam adrenoceptores beta-2; ja células T helper 2 induzem
preferencialmente imunidade do tipo Th2 ndo expressam receptores adrenoceptores
beta-2. Além disso, adrenalina, noradrenalina e dexametasona inibem a produgao de
IL-12 e aumentam a producéo de IL-10 por macréfagos (ELENKOV et al., 1996).

Atualmente, forte relevancia tem sido fornecida também aos estudos que
correlacionam estresse e crescimento tumoral. A relagdo entre estresse psicologico
(social) e tumor foi bem demonstrada por Strange et al. (2000); eles mostraram que
camundongos machos quando submetidos a estresse social e inoculados com um
tumor andrégeno responsivo (AR SC115) apresentavam menor sobrevida. Em outro
importante trabalho, Palermo-Neto et al. (2001) observaram, entre outras coisas, que
estresse pré-natal determinava aumento do crescimento do Tumor de Ehrlich tanto na
forma solida como ascitica. Adicionalmente, Palermo-Neto et al. (2003) relataram
alteragbes comportamentais e imunoldgicas produzidas por estresse tanto fisico como
psicolégico em camundongos adultos.

E altamente relevante destacar que a relacdo entre sistema nervoso e sistema
imune (sistema neuroimune) é bidirecional, ou seja, o sistema imune pode alterar o
funcionamento do sistema nervoso, o que ja foi amplamente revisto (HOPKINS e
ROTHWELL, 1995; ROTHWELL e HOPKINS, 1995; BESEDOVSKY e DEL REY, 1996;
CONNOR et al., 1998; MULLER e ACKENHEIL, 1998). Nesse sentido, vale lembrar a
importante observagdo feita por Blalock (1984, 1994, 2005) de que o sistema

imunolégico funcionaria como um sistema sensorial complementar, amplo/difuso e
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dindmico, e em constante adaptagdo que capacitaria o SNC a receber estimulos e
mensagens que seriam, de outro modo, imperceptiveis, pelas vias sensoriais classicas.
Entretanto, ndo existe um amplo consenso na literatura sobre as vias pelas quais o
sistema imune sinalizaria para o sistema nervoso (DUNN, 2002).

Em relacdo as vias sinalizadoras do sistema imune para o sistema nervoso,
Dunn (2002), em revisdo, aponta trés mecanismos principais de acado dos mediadores
do sistema imune: (1°) acéo direta em locais de barreira hematoencefalica permeavel,
como nos 6rgaos circunventriculares (endotélio fenestrado ao invés de continuo);
(2°) acao indireta por meio das aferéncias periféricas do sistema nervoso (sobretudo
nas terminagdes do nervo vago); (3°) agao direta em locais de interface entre sistema
imune e nervoso, sem necessidade da transferéncia direta do mediador para dentro do
ultimo (por exemplo, ligagcédo de citocinas a receptores endoteliais na microvasculatura
cerebral gerando mensageiros lipidicos, como prostandides). O mecanismo,
amplamente, aceito na literatura € a acao indireta dos mediadores do sistema imune via
estimulagdo de terminagbes vagais, que levam a respostas comportamentais
(BRET-DIBAT et al.,, 1995) e até mesmo a febre (WATKINS et al., 1995). Outros
estudos realizando vagotomia subdiafragmatica (n&o-hepatica) mostraram a eficacia da
mesma na prevencgao da reducdo dos niveis noradrenalina hipotalamica e na ativagao
do eixo HPA (FLESHNER et al., 1995).

Consensualmente, os efeitos gerais da corticosterona sado anti-inflamatérios por
mecanismos gendmicos e nao-gendmicos, conforme explicado anteriormente. Merecem
especial atencdo também os efeitos da corticosterona sobre os diferentes componentes
do processo inflamatério, assim os efeitos sobre as células serdo apontados a seguir

(revisto por KACSOH, 2000). Nesta oportunidade serdo aqui também retratados os
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efeitos da corticosterona sobre os eritrécitos e as plaquetas, os quais nado sao
considerados classicamente como células do sistema imune.

Sobre os eritrécitos, a corticosterona promove aumento dos niveis de
hemoglobina e das hemacias circulantes (policitemia). Sobre os neutrofilos, promove
aumento na circulagdo sanguinea. De forma oposta, promove diminuicdo dos
eosinofilos circulantes. Ja sobre os basoéfilos e mastdcitos, os efeitos da corticosterona
in vivo sdo ausentes. Sobre os mondcitos, a corticosterona promove tanto diminuigcao
do numero como na diferenciagdo dos mesmos a macréfagos, assim diminui a
apresentacdo de antigeno e a produgao das interleucinas 1 e 6 bem como TNF,
portanto, diminui a montagem da resposta inflamatéria. Diretamente sobre os
macrofagos ja formados, a corticosterona diminui a expressao dos receptors Fc, o que
diminui a fagocitose de células ja opsonizadas. Sobre os linfécitos, a corticosterona
diminui o numero destas células circulantes de forma mais proeminente em células do
tipo B do que T, assim diminuia reposta imune humoral. Sobre as plaquetas, ha
diminui¢cdo da agregacao plaquetaria. Cumpre salientar que, a atrofia timica relacionado
ao desenvolvimento animal esta sob influéncia da corticosterona, podendo ser
acelerada em animais em desenvolvimento sob tratamento com glicocorticéides
exdégenos (KACSOH, 2000).

Em virtude de todas as observacgdes anteriores, o estresse como modalidade de
alteracdo do estado psicolégico considerado normal constitui uma importante
ferramenta para a avaliacdo das interagdes corpo-mente bem como das possiveis

interacdes dos componentes neurais entre si.
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2.3 Eixo Imune-Pineal

Desde 1966 é sabido que pinealectomia de ratos neonatos leva a alteragao da
arquitetura timica (CSABA et al., 1966), o que foi consistentemente corroborado
20 anos depois (MAESTRONI et al., 1986). Varios trabalhos se seguiram a esses
mostrando acgdes da melatonina sobre a resposta imune, em sua quase plenitude,
utilizaram-se doses farmacolégicas da mesma. Nos ultimos anos, foi demonstrado que
a melatonina pode ser sintetizada também por células imunocompetentes no decorrer
de um processo inflamatério, o que implica em alta concentracao local desta indolamina
(CARRILLO-VICO et al., 2004; MARTINS et al., 2004; PONTES et al., 2006).

Cumpre salientar que, para diversos autores, a acao antioxidante seria uma
funcdo primordial diretamente relacionada a modulagao de células imunocompetentes
(REITER e MAESTRONI, 1999).

Revisdo de Markus et al. (2007) apresenta que a fototransdugao da pineal, pela
producao e liberacdo de melatonina, € potenciada ou suprimida na dependéncia do tipo
de modulador da inflamacéo. De forma especifica, a acdo do horménio corticosterona
(anti-inflamatorio) ou da citocina TNF (pro-inflamatéria) modula a fungéo da glandula
pineal.

Sobre os efeitos da corticosterona, na presengca deste horménio ocorre a
potenciacdo da producdo de melatonina verificada em diferentes situacbes
experimentais, a saber: glandulas em cultura (FERREIRA et al., 2005), situagcbes de
estresse (COUTO-MORAES et al.,, 2009) e, perfusdao direta deste horménio sob a
glandula pineal (FERNANDES et al., 2009). A respeito do mecanismo de acéo,

corticosterona age por meio de receptores para glicocorticéide (GR), e também, pela via
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de transcricdo do NFxB (FERREIRA et al., 2005), aumentando a transcricdo
do gene da enzima AA-NAT, que é uma enzima da via biossintética de
melatonina (FERNANDES et al., 2006 e 2009).

Sobre os efeitos do TNF, existe uma correlagdo inversa entre os niveis desta
citocina no leite e os niveis de melatonina no sangue em parturientes com mastite
aguda, inclusive células imunocompetentes passando a produzir melatonina localmente
(PONTES et al., 2006). Sabe-se que o bloqueio da sintese de melatonina é mediado
pela ativacdo do fator de transcricdo NFkB que inibe a transcrigdo do gene da enzima
AA-NAT (FERREIRA et al., 2005; FERNANDES et al., 2006). Lembrar que esse fator de
transcricdo possui papel central nas respostas inflamatérias (MEFFERT e BALTIMORE,
2005).

Estudos sobre respostas inflamatodrias tanto crénicas (LOPES et al., 1997 e
2001) como aguda (PONTES et al., 2006 e 2007), e também, sobre mecanismos
vasculares relevantes para a resposta inflamatéria (LOTUFO et al., 2001 e 2006)
sugerem que a produgdo central (pineal) de melatonina € abolida na fase pro-
inflamatdria, passando esta indolamina a ser produzida por células imunocompetentes
(CARRILLO-VICO et al., 2004; MARTINS et al., 2004; PONTES et al., 2006) e retorna
na fase anti-inflamatéria (MARKUS et al., 2007; COUTO-MORAES et al. 2009;
FERNANDES et al., 2009).

Em suma, mediadores da inflamagao (citocinas e glicocorticéides) modulam a
funcdo pineal por promover supressdo (citocina pro-inflamatéria) ou potenciagao
(glicocorticoide) da sintese noturna de melatonina (MARKUS et al., 2007; COUTO-

MORAES et al. 2009).

106



Estresse e Funcdo Pineal - Tese de Doutorado - Revisao de Literatura

Interessante verificar consisténcia no papel da glandula pineal na modulagédo do
sistema imune, e vice-versa, pois esta glandula € um alvo de citocinas centrais e
periféricas, visto que esta localizada numa regiao especial - 6rgdos circunventriculares,
assim podendo interagir com moléculas presentes tanto do sangue como do liquor
(DUVERNOY e RISOLD, 2007).

Cumpre salientar que, a modulacdo oposta da biossintese central/endécrina
(pineal) da melatonina pela citocina (pré-inflamatéria) TNF (FERNANDES et al., 2006) e
pelo hormdnio (anti-inflamatério) corticosterona (FERREIRA et al, 2005;
COUTO-MORAES et al., 2009) reforga fortemente a existéncia de um Eixo Imune-
Pineal (MARKUS et al., 2007).

Achados obtidos com camundongos submetidos a inflamagéao crénica reforcam a
idéia que o tdbnus aumentado de liberacdo do hormdnio da coértex da adrenal é de
crucial importancia na manutencao do pico noturno de melatonina, pois o0 edema de
pata induzido pelo bacilo BCG-Calmette-Guérin mostra variag&o ciclica diaria, a qual é
abolida sob condi¢gdes de luz constante ou pinealectomia (LOPES et al., 1997) e
adrenalectomia (cirurgica ou farmacolégica por metirapona) (LOPES et al., 2001),
ambas condi¢cdes podendo ser revertidas pela administracdo de melatonina.

Couto-Moraes et al. (2009) confirmam a existéncia de interacdo entre glandula
adrenal e glandula pineal. Esta comunicagédo permite ampliar o entendimento acerca da
glandula pineal, que agora pode ser vista como um importante sensor e efetor em
estados de injuria, seja inflamagao ou estresse.

Ndo se pode esquecer de reforcar que, fontes extra-pineais que sintetizam
melatonina num padréo constitutivo (mucosa intestinal, BUBENICK, 2002) ou induzido

(células imunocompetentes, CARRILLO-VICO et al.,, 2004; MARTINS et al., 2004;
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PONTES et al., 2006) ndo contribuem para o ritmo circadiano de melatonina. Estas
fontes séo responsaveis unicamente por produzir melatonina em regides especificas e,
portanto, responsavel pelo papel local (MARKUS et al., 2007).

Receptores de melatonina acoplados a membrana plasmatica sdo encontrados
em muitos orgaos/tecidos/células periféricos, incluindo por exemplo, 6rgaos linféides e
células imunes (SKWARLO-SONTA, 2002). Salienta-se que a expressao de genes para
tais receptores dentro do sistema imune se mostra espécie-especifica e orgao-
especifica (SKWARLO-SONTA, 2002).

Foi demonstrado que mudancas diurnas e sazonais na fungdo imune ocorrem
por meio de mudangas de amplitude e concentracdo da producdo de melatonina pela
glandula pineal (NELSON e DRAZEN, 1999; MOLINERO et al. 2000; MOORE e
SIOPES, 2000; HALDAR et al., 2001).

Niveis reduzidos ou ausentes de melatonina refletem em diminuigcdo de 6rgaos
linféides tanto de mamiferos (timo de roedores - CSABA et al., 1966; CSABA e
BARATH, 1975; MAESTRONI et al., 1986) como de aves (bago e bursa de Fabricio de
galinhas, JANKOVIC et al. 1994). De modo oposto, administragdo de melatonina reflete
em aumento de orgaos/tecidos linfoides de roedores, tanto timo (HALDAR e SINGH,
2001) como baco (BRAINARD et al., 1988). De forma semelhante, fungdo imune
mediada por célula € aumentada pelo tratamento com melatonina (DEMAS e NELSON,
1998). Inversamente, pinealectomia diminui esta funcédo (HALDAR e SINGH, 2001).

Outros trabalhos mostraram que tratamento com melatonina eleva tanto a
resposta imune celular como humoral em codornas (MOORE e SIOPES, 2000).
Adicionalmente, melatonina tém sido reportada em induzir diretamente a proliferacao de

mononucleares do sangue periférico humano (PBMCs) in vitro (KUHLWEIN e IRWIN,
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2001). Todavia, os achados sobre a sintese de IFN-y por PBMCs sao contraditorios,
sendo reportado: inibigdo (DI STEFANO e PAULESU, 1994), estimulacdo (GARCIA-
MAURINO et al., 2000), ou nenhum efeito (KUHLWEIN e IRWIN, 2001).

Células imunocompetentes de roedores (MAESTRONI et al.,, 1987 e 1988) e
galinhas (MAJEWSKI et al., 2005) dependem, ao menos em parte, de resposta
opoidérgica para responder ao estimulo exdgeno apos tratamento com melatonina.
O mecanismo que poderia explicar tal achado seriam as acdes hematopoiéticas da
melatonina (MAESTRONI, 1999). Lembrando que agao antiinflamatéria da melatonina
em ratos é reportada na literatura (CUZZOCREA et al., 1998).

Estudos de Maestroni et al. (1987 e 1988) tém mostrado que a supresséo da
mletonina endégena (em camundongos) resulta em diminui¢do da atividade do bago e
do timo bem como a resposta primaria de anticorpos a antigenos
T-dependentes, o que é revertido pela administracdo de melatonina. Além disto, a
administracdo crénica de melatonina aumenta a atividade das células T-auxiliares e a
produgado da citocina IL-2 (CAROLEO et al., 1992) e suprime a expressao génica da
5-lipoxigenase em linfécitos humanos (STEINHILBER et al., 1995). Melatonina
endogena é implicada em regular a produgdo da citocina IL-1 por PBMCs
(GARCIA-MAURINO et al., 1998).

Revisdo de Poon e Pang (1996) sugerem alguns mecanismos de agao da
melatonina sobre o sistema immune, os quais incluem estimulagdo da producado de
peptideos opidides por linfécitos T-auxiliares ativados e de certas citocinas (como IL-2 e
IFN-y) bem como inibigdo da agao imunossupressiva dos coritocosteroides.

Pelo fato da melatonina ser uma molécula pequena com alto coeficiente de

particdo 6leo-agua, assim podendo penetrar facilmente nas membranas celulares, é
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preconizado seu papel de poderoso antioxidante aos diversos tecidos, incluindo o
sistema imune (revisto por REITER e MAESTRONI, 1999). Desta forma, a melatonina
teria uma ampla fungdo organica ja que atuaria sem a mediagcdo de receptores.
Contudo, existe a presencga de receptores para melatonina no sistema imune.

A primeira demonstracédo da presenca de receptores para melatonina no sistema
imune foi feita por Niels (1989) no bago de hamsters. Posteriormente, foi verificado
também nos orgdos linféides de outros roedores (YU et al, 1991;
LOPEZ-GONZALEZ et al., 1993a) e até mesmo em aves (YU et al., 1991) bem como
em algumas células imunocompetentes humanas, linfocitos (LOPEZ-GONZALEZ et al.,
1992), neutrdfilos (LOPEZ-GONZALEZ et al.,, 1993b) e mondcitos (BARJAVEL et al.,
1998), e também, macrofagos peritoneiais de camundongos (GARCIA-PERGANEDA et
al., 1999).

A melatonina tem sido consistentemente proposta também para tratamento
anticancer (MILLER et al., 2006). Estudos em animais tém evidenciado duas
propriedades oncostaticas da melatonina, diminuicdo da geragdo e da progressao de
tumores (revisto por PAWLIKOWSKI et al., 2002), especialmente em tumores hormédnio-
dependentes como os reprodutivos (HILL et al., 1992; HRUSHESKY e BLASK, 2004.).
Pinealectomia em roedores acelera o crescimento de certos tumores, 0 que pode ser
reduzido pela administracdo de melatonina (revisto por NELSON e DRAZEN, 1999).

A melatonina atua intracelularmente sem a necessidade de receptores, e
também, por uma série de receptores (de membrana e intracelulares) que foram
classificados e reclassificados conforme a espécie e as caracteristicas funcionais dos
mesmos, para maiores detalhes consultar revisdo por Jockers et al. (2008).

As diferentes vias de transducdo do sinal ativadas por melatonina sdo amplamente
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desconhecidas, embora saibam que existe um decréscimo dos niveis de cAMP, apos
elevacdo por tratamento prévio com forskolin em células imunes de mamiferos
(GARCIA-PERGANEDA et al., 1997 e 1999), isto é prevenido com a pré-incubagéo com
toxina pertussis 0 que indica mediacdo por proteina Gi. A observacdo que existe
aumento da concentragcdo de cGMP em mondécitos humanos seguido do tratamento
com melatonina sugere envolvimento de outros segundos mensageiros (SANDLER et
al., 1975).

A expressao de receptores de citocinas nos pinealécitos ainda carece, contudo,
por tudo ja demonstrado, a presenca dos mesmos pode ser deduzida por uma série de
estudos in vitro usando diferentes ligantes, tais como: IFN-y (WITHYACHUMNARNKUL
et al. 1991), IL-1 (MUCHA et al., 1994) e TNF (FERNANDES et al., 2006). Portanto,
existem acbes diretas nos pinealdcitos, por meio de citocinas e outros fatores
imunoldgicos, os quais poderiam modular a fungdo pineal por agdes indiretas nas
células gliais da pineal. Como suporte para tal afirmacéo, a presenca de receptores
para citocinas nas células gliais do SNC ja foi mostrada em meados da década de 80
do século passado (SANETO et al., 1986; SANETO et al., 1987). Além disto, tém sido
observados que as ag¢des de diversas citocinas (como: IFN-y e IL-1B) na fungao pineal
in vitro sao mediadas pela microglia (TSAl e MCNULTY, 1999; TSAI et al., 2001a e
2001b), diferentemente do que observado por outros mediadores como TNF que
exercem efeitos por agdes diretas nos pinealécitos (FERNANDES et al., 2006).
Entretanto, as moléculas envolvidas nesta comunicagdo glia-pinealdcito ainda
permanecem desconhecidas.

Atualmente, € aceito que a glandula pineal por meio da sintese ritmica de

melatonina influencia a fungdo do sistema imune (SKWARLO-SONTA, 2002), e
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também, o desenvolvimento, a diferenciacdo e a funcdo de orgaos/tecidos linféides
(MAESTRONI, 1998; REITER et al., 2000). O inverso também é verdadeiro como
mostrado anteriormente neste texto. Portanto, ambos s&o reciprocamente modulados,
ou seja, existe uma comunicagao bidirecional. Desta forma, a melatonina pode ser
compreendida como um imunomodulador.

Sobre o papel de imunomodulador da melatonina, Maestroni (2000) tem proposto
um duplo papel da melatonina como imunomodulador: (1) imunomodulador rapido —
onde ela promove a ativagdo do sistema immune apdés um desafio imunolégico agudo
(essencialmente, infecgdo bacteriana ou viral) pela potenciagdo da atividade celular da
populagdgo Th1, da fungcdo dos macréfagos e da produgdo de citocinas; (2)
imumodulador lento — onde a melatonina “zera” no longo-prazo o sistema imune pelos
efeitos na hematopoiese e a taxa mitética de timécitos.

Por tudo visto, fica claro a existéncia de uma comunicacgao bidirecional entre a
glandula pineal e o sistema imune, com a participagdo do sistema enddcrino,
particularmente a glandula adrenal. Desta forma, € um campo de investigagao proficuo.
A melatonina agora pode ser melhor entendida como um fator imunoregulador no
desenvolvimento e maturagao do sistema imune e na progressdo da resposta imune.
Do outro lado, o sistema imune parece regular reciprocamente a fungao da glandula
pineal, principalmente via citocinas produzidas por células imunes ativadas, porém os

mecanismos envolvidos nesta diregcdo sdo amplamente desconhecidos.
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A seguir serao descritos os objetivos de maneira ampla e detalhadamente.

3.1 Objetivo Geral

O objetivo geral da presente tese é testar a hipdtese que a pineal faz parte
integrante da resposta ao estresse, da mesma forma que esta integrada no processo

inflamatorio.

3.2 Objetivos Especificos

> Caracterizar os modelos experimentais de estresse por contengao;

> Caracterizar o modelo experimental de estresse pelo frio;

> Avaliar os efeitos do estresse por contengcdo sobre a glandula pineal in vivo
por meio da determinacao da producdo de N-acetilserotonina e melatonina;

> Avaliar os efeitos do estresse pelo frio sobre a glandula pineal in vivo
por meio da determinacao da produg¢ao de N-acetilserotonina e melatonina;

> Avaliar os efeitos do estresse mediante inibicdo farmacoldgica da sintese de
corticosterona ou bloqueio farmacoldgico da agcéo da corticosterona sobre a glandula
pineal in vivo por meio da determinacéo da produgédo de melatonina;

> Avaliar os efeitos do estresse mediante inibicdo da sintese da citocina TNF sobre a
glandula pineal in vivo por meio da determinag&o da produgédo de melatonina;

> Avaliar o papel da estimulagdo alfa-adrenérgica na presenga ou nao de cada
modalidade de estresse sobre a glandula pineal in vivo por meio da determinagao

da producéo de melatonina.
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Nesta secéo serdo detalhados, de modo especificado, os materiais e métodos

constantes deste trabalho de pesquisa.

4.1 Animais

Foram utilizados ratos machos adultos da linhagem Wistar comprados do biotério
do Departamento de Patologia (VPT) da Faculdade de Medicina Veterinaria (FMVZ) -
Universidade de Sao Paulo (USP), por meio de cruzamentos sucessivos. Os animais

foram alojados em gaiolas de polipropileno (40 cm X 50 cm X 20 cm) mantidas em sala

com temperatura e umidade controladas (20 + 2 °C, 70 = 5%, respectivamente) e com
ciclo de luz artificial acionado por timer (06h00 as 18h00). Ragdo (Nuvilab CR1® -
Nuvital Nutrientes S.A.) e agua (filtrada em porcelana) foram fornecidas ad libitum
durante todo procedimento experimental. Todos os procedimentos seguiram as
recomendacdes e o0s principios éticos de experimentagcdo animal da Comissdo de
Bioética da FMVZ-USP, a qual aprovou o presente projeto cientifico sob Protocolo
N° 1113/2007, com aprovagdo conseguinte da Comissdo de Etica em Experimentacéo
Animal do ICB-USP e da Comissdo de Etica em Uso de Animais Vertebrados em
Experimentagdo do IB-USP (Protocolo N° 043/2007). Atualizagdes do projeto foram

devidamente comunicadas as comissodes de ética.
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4.2 Drogas, Reagentes e Solucbes

Foram utilizadas as seguintes drogas, reagentes e solugdes em ordem
alfabética, para os diversos procedimentos realizados, citando:
> dlcool etilico absoluto (Synth®; Labsynth - Produtos para Laboratérios Ltda.,
Diadema, Sao Paulo, Brasil);
> cloreto de sédio (Synth®; Labsynth - Produtos para Laboratérios Ltda., Diadema, Sao
Paulo, Brasil);
> conjunto diagndstico comercial para quantificagdo da citocina TNF
(Rat TNF-a ELISA, eBioscience®, San Diego, Califérnia, Estados Unidos da América);
> conjunto diagndstico comercial para quantificagdo do horménio corticosterona
(ImmnuChem '?°| Corticosterone RIA, MP Biomedicals®, Solon, Ohio, Estados Unidos
da América);
> dimetil sulféxido (Merck®; Darmstadt, Hessen, Alemanha);
> excipiente (talco farmacéutico - Talco USP Plus®; Xilolite S.A., Sao Paulo, Sdo0 Paulo,
Brasil);
> fenilefrina (Nome Quimico-lUPAC: 3-[(1R)-1-hydroxy-2-(methylamino)ethyl]phenol,
Sigma—Aldrich®, Saint Louis, Missouri, Estados Unidos da América);
> gas He (White Martins®; Osasco, Sao Paulo, Brasil);
> heparina sodica (Liquemine®, F. Hoffmann-La Roche Ltda., Basiléia, Suiga);
> metirapona (Nome Quimico-lUPAC: 2-methyl-1,2-dipyridin-3-yl-propan-1-one, Sigma—
Aldrich®, Saint Louis, Missouri, Estados Unidos da América);

> mifepristone (Nome Quimico-lUPAC: 11B-[p-(Dimethylamino)phenyl]-17p3-hydroxy-17-
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(1-propynyl)estra-4,9-dien-3-one, Sigma-Aldrich®, Saint Louis, Missouri, Estados
Unidos da América);

> polietilenoglicol (Nome Quimico-lUPAC: poly(oxyethylene), Synth®; Labsynth -
Produtos para Laboratorios Ltda., Diadema, Sao Paulo, Brasil);

> sabado neutro inodoro (Biokill Clean®;Lumazil IndUstria e Comércio Ltda., Séo Paulo,
Sao Paulo, Brasil);

> talidomida (FUNED Talidomida®; Fundacdo Ezequiel Dias, Belo Horizonte, Minas

Gerais, Brasil).

4.3 Objetos e Vidrarias

Foram utilizados os seguintes objetos e vidrarias, em ordem alfabética, para os
diversos procedimentos realizados, citando:
> agulha hipodérmica (BD-Precision Glide®; 0,55 x 20 — 24G%);
> bastéo de vidro;
> bateria para “timer”;
> bebedouro de policarbonato;
> cadinho de porcelana;
> caixa de cotonetes;
> canetas para retroprojetor;
> cassete plastico;
> estante para microtubos de plastico;

> estante para tubos de ensaio de plastico;
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> estante para tubos plasticos do tipo Falcon;

> fita adesiva marrom;

> forma de plastico para alocacao de estante para tubos;

> frasco ambar com tampa de rosca (capacidade de 50 mL);

> gaiola de polipropileno para camundongos (Elo’s; dimensdes: 30 x 20 x 13 cm);
> gaiola de polipropileno para ratos (Elo’s; dimensdes: 40 x 50 x 20 cm);

> lamina de vidro (26 x 76 x 0,01 cm);

> [aminula;

> microtubo plastico de armazenamento (capacidade de 1,5 mL);

> papel absorvente;

> papel filtro;

> papel tipo Krafft;

> papel vegetal (Gateway®);

> parafilme (Parafilm M®);

> pilha 1,5 V para pistilo;

> pipetas de repeticao (eppendorf®; volumes de ejecao de 200 uL e 2000 uL);

> pipetas graduadas (eppendorf®; capacidades de 10 uL, 100 uL, 200 uL e 1000 uL);
> pipetas multiponto (Multipette plus - eppendorf®; capacidades de 50 uL);

> pistilo;

> placa de parafina;

> placa de Petri;

> ponteiras comuns (capacidades de 10 uL, 100 uL, 200 uL e 1000 uL);

> ponteiras de repeticao (eppendorf®; volumes de ejecdo de 200 uL e 2000 uL);

> proveta de vidro graduada;
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> rolo de aluminio;

> seringa de plastico (BD-Plastipack®insulina U-100);

> sonda uretral — calibre nimero 8 para gavage (EMBRAMED®);

> tubo de ensaio de plastico;

> tubo plastico do tipo Falcon (volume 15 mL);

> vasilhame plastico com vedagao para descarte de liquido radioativo (garrafa PET);
> vasilhame plastico com vedagao para descarte de solido radioativo;

> vasilhame plastico para alocagao de estante de tubos;

> vasilhame plastico para pesagem de animais (dimensdes: 11 x 18 x 12 cm).

4.4 Instrumentos Cirargicos

Foram utilizados os seguintes instrumentos cirurgicos, em ordem alfabética, para
os diversos procedimentos realizados, citando:
> pinga tecidual Russa (RZ Medizintechnik®);
> pinga de corte 6sseo de Liston (Erwin Guth®);
> pinca tecidual de Semkin (Edlo®);

> tesoura cirurgica de Sistrunck (EdIo®).

4.5 Aparelhos

Foram utilizados os seguintes aparelhos, em ordem alfabética, para os diversos
procedimentos realizados, citando:

> aparato de contengao para ratos (confecgao prépria);
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> aparelho cromatografico, com o seguinte sistema: bomba (Shimadzu®
LC-6A), injetor (Reodyne® 7125 com loop de 20 pL), coluna C18 fase reversa (Waters®
Resolve 150 x 3,9 mm, particula esférica de 5 micra) e, detector eletroquimico
(Shimadzu® L-ECD-6A) acoplado a computador.

> balanga digital de precisdo para pesagem de farmacos (Acculab®, V-1mg);

> balanca digital de precisdo para pesagem de sais (Precisa® 92SM-202A);

> caixa escura para transporte (confecgao propria);

> centrifuga refrigerada para sangue (Sanyo® Harrier 18/80);

> centrifuga refrigerada para reagentes radioativos (Sorvall® Superspeed RC2-B);

> contador automatico de radiacdo gama (Packard® Cobra I1);

> contador de tempo inverso “timer” (SCMC® Timero 103);

> estereoscopio (Olympus® SZ51);

> fonte luminosa vermelha para revelagao fotografica (Konex® PFLR110, iluminacao de
5 Lux) ;

> geladeira para exposicdo dos animais ao frio (Electrolux® R34);

> geladeira vertical para conservagao das solugdes (Reubly® VE-VM 51A);

> guilhotina (Insight®);

> |lampada de emergéncia (FLC® 238);

> leitor de placas (Molecular Devices® Spectra Max 250);

> microscopio optico (Nikon® Eclipse 80i);

> micrétomo (Leica® RM2245);

> multimetro digital (MINIPA® ET-2517);

> pistilo de teflon (Kontes®);
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> sistema a vacuo com filtro (Millipore®)

> sonicador (Microsonic® SX-20);

> ultra-freezer para estocagem até procedimentos de quantificacdo (SO-LOW® C85-7);
> ultra-freezer para estocagem de aliquotas (SO-LOW® V85-18);

> vortex (Vortex® Genie 2).

4.6 Preparo dos Farmacos

As solugbes dos farmacos, bem como de seus respectivos veiculos,
administradas aos animais foram preparadas de modo a serem utilizadas na proporcao
de volume da solugéo por peso corporal do animal, ou seja, 1,0 mL de solugé&o para
1,0 kg de peso corporal. Destaca-se que as solugdes de farmacos e de seus veiculos
sofreram sonicagao por cinco minutos por cerca de 15 minutos antes da administragcéo

aos animais.

4.6.1 Preparo da Solucdo de Metirapona

A solucdo de metirapona foi preparada para administracdo na dose de
200 mg/kg. Para o preparo da solugdo de metirapona a 20% foram mensuradas duas
aliquotas de 1000 mg da substdancia em balanga de precisdo, a seguir
uma das aliquotas foi depositada em frasco ambar. Apds acrescentou-se 7,5 mL de
solugao salina a 0,9%, sendo transferido o frasco para sonicador permanecendo por 15
minutos. Finalizado este intervalo de tempo, a outra aliquota de igual peso foi

adicionada e acrescentou-se 2,5 mL de polietilenoglicol, sendo novamente o frasco
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transferido para o sonicador permanecendo por 10 minutos. A solugao final
permaneceu no mesmo frasco ambar com tampa de rosca e foi devidamente
identificada, dai acondicionada em geladeira nas condigbes de 8 + 2 °C. Para o preparo
do respectivo veiculo foram cumpridas as mesmas etapas anteriormente descritas,
exceto a adigdo do farmaco em questédo que foi devidamente substituido por excipiente
no sentido de dar similar viscosidade da solucédo de farmaco e nao prover diferengas na

administracdo aos animais.

4.6.2 Preparo da Solucédo de Mifepristone

A solucdo de mifepristone foi preparada para administracdo na dose de
50 mg/kg. Para o preparo da solugdo de mifepristone a 5% foi mensurada uma aliquota
de 300 mg da substdncia em balangca de precisdo, a  seguir
a aliquota foi depositada em frasco ambar. Apds acrescentou-se 600 uL de etanol
absoluto, sendo a solugao agitada suavemente com bastdo de vidro. Apos verificagéao
visual de formagdo de uma solugédo, adicionou-se 2400 uL de polietilenoglicol
escorrendo sobre o bastdo de vidro, dai transferido o frasco para sonicador
permanecendo por 15 minutos. Finalizado este intervalo de tempo, adicionou-se
3000 uL de polietilenoglicol, sendo novamente o frasco transferido para o sonicador
permanecendo por 15 minutos. Ao final, a solugdo permaneceu no mesmo frasco
ambar com tampa de rosca e foi devidamente identificada, dai acondicionada em
geladeira nas condicbes de 8 + 2 °C. O preparo do respectivo veiculo seguiu os
mesmos procedimentos com a troca da substancia por excipiente pela mesma razao

descrita anteriormente no preparo da solucdo de metirapona.
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4.6.3 Preparo da Solucdo de Talidomida

A solucido de talidomida foi preparada para administracdo na dose de
50 mg/kg. Para o preparo da solugao de talidomida a 5% foram usados comprimidos de
200 mg, sendo metade do peso para talidomida e a outra metade de excipiente,
os mesmos foram individualmente triturados com auxilio de pistilo em cadinho de
porcelana, apos foi mensurada o peso total em balanga de precisdo, em seguida,
uma aliquota de 1900 mg foi adicionada em proveta de vidro graduada. Apods
acrescentou-se dimetil sulfoxido até o volume de 15,0 mL, adicionado “peixinho”, levada
a agitador magnético permanecendo por 10 minutos. Apods verificagdo visual de
formacado de uma solugado, adicionou-se dimetil sulfoxido até completar o volume de
19,0 mL, entdo, sendo transferida para sonicador permanecendo por 15 minutos.
Ao final, a solugdo foi transferida para frasco a@mbar com tampa de rosca e foi
devidamente identificada, dai acondicionada em geladeira nas condigdes de 8 + 2 °C.
Os mesmos apontamentos feitos anteriormente para o preparo do respectivo veiculo

sdo validos.

4.6.4 Preparo da Solugcdo de Fenilefrina

A solucdo de fenilefrina foi preparada para administracdo na dose de
0,4 mg/kg. Para o preparo da solugcao de fenilefrina a 0,04% foi mensurada uma
aliquota de 3,2 mg da substancia em balanga de precisdo, a seguir a aliquota foi
depositada em frasco ambar. Apds acrescentou-se 8,0 mL de solugao salina a 0,9%,

sendo o frasco transferido para sonicador permanecendo por cinco minutos. Ao final, a
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solugdo permaneceu no mesmo frasco ambar com tampa de rosca e foi devidamente
identificada, dai acondicionada em geladeira nas condicdes de
8 £ 2 °C. Os mesmos apontamentos feitos anteriormente para o preparo do respectivo

veiculo sio validos.

4.7 Procedimentos

Neste item serdo transcritos os procedimentos experimentais realizados

diretamente nos animais ou em seus materiais biologicos.

4.7.1 Aplicacdo da Contencéo

Os ratos foram submetidos a contengao pelo intervalo de 30 minutos ou 2 horas
em aparato especialmente confeccionado (Figura 1), nos quais os animais tiveram
apenas restricdo dos movimentos, sem compreensao toracica ou abdominal, sudorese,
hipertermia ou dor, conforme recomendacgdes feitas por Pacak et al. (1992).

O aparato foi construido no Laboratério de Ambiéncia de Biotérios e
Desenvolvimentos Alternativos, do Departamento de Patologia da Faculdade de
Medicina Veterinaria - Universidade de S&ao Paulo com auxilio direto do

Prof. Dr. José Luiz Bernardino Merusse.
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Figural. Fotografia do aparato de contengdo para indugdo de estresse em ratos.
Na vista lateral, observar as perfuragdes. Na vista frontal, visualizar a tampa de
acrilico transparente. Na vista traseira, notar a reentrdncia para a cauda.
Internamente, verificar a placa retilinea (ndo cdncava) disposta como base.

Adiante segue um breve detalhamento do aparato com as razdes albergadas dentro de
cada aspecto de sua confecgdo. No sentido de evitar compreensao toracica ou
abdominal, o aparato teve as seguintes medidas: 22 x 7 x 4 cm (comprimento x largura
x altura), as quais permitiram a utilizacdo de nossos animais na idade de até
aproximadamente 130 dias com peso por volta de 450 gramas. Para evitar estase
sanguinea na linha alba, o aparato recebeu na sua base (em contato com a porgéo
ventral do animal) placa de madeira retilinea (ndo cdncava como nos aparatos
comerciais) encoberta por formica branca lisa. Para permitir que o animal tivesse

percepcao da luminosidade ambiental, a extremidade frontal do aparato foi feita de

acrilico transparente. Para evitar hipertermia ou sudorese foram feitas perfuracées ao
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longo do comprimento do aparato em trés linhas longitudinais (duas laterais e uma
dorsal) para permitir ventilacdo. No sentido de evitar torcdo da cauda e,
consequentemente dor, na tampa traseira foi feita reentrdncia para manutencdo da
cauda do animal fora do aparato.

Cumpre salientar que ao final do procedimento de contencado, cada aparato foi
cuidadosamente lavado com sabdo neutro inodoro, desinfetado com alcool 70% e
deixado secar em ambiente no sentido de evitar a impregnacédo de odores de urina e
fezes bem como ferorménios, os quais poderiam servir de pista ambiental aos outros

animais a serem submetidos a tal procedimento.

4.7.2 Exposicdo ao Frio

Os ratos foram expostos ao frio pelo intervalo de 30 minutos ou 2 horas, por meio
do acondicionamento individual em gaiolas de camundongo (30 x 20 x 13 cm) com
maravalha rarefeita e, posterior alocagao das mesmas em geladeira com temperatura
ajustada por termostato para 5,0 £ 1,0 °C, segundo calibragdo por meio de multimetro
digital (detalhes da mensuragao: Termopar tipo K, amplitude de -50 a 1000 °C, precisao
0,1 °C). No sentido de manter o mesmo periodo ambiental do ciclo claro-escuro foi
colocado lampada de emergéncia na geladeira, com as seguintes especificagdes: fluxo
luminoso de 720 Im, poténcia de 16 W, eficiéncia luminosa de 45 Im/W e iluminacao de
357,5 Lux. O modo de exposigdo ao frio pode ser visualizado na figura adiante

(Figura 2).
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Figura 2. Fotografia de gaiolas junto de lampada de emergéncia em geladeira para
exposicdo dos ratos ao frio. Na porgcdo superior, observar a lampada de
emergéncia. Na porcao central, visualizar a disposicao das gaiolas. Na porgéo
inferior, notar ndo ocupacao do espago para prover eficiente circulagcao de ar.

Salienta-se que cerca de duas horas antes da alocagcdo das gaiolas de
camundongos para exposicao dos ratos ao frio, a geladeira era cuidadosamente
desinfetada com alcool 70% com abertura apés 15 minutos e provida troca completa do
ar interno com a mesma razao da lavagem e desinfec¢gdo do aparato de contencéo.

Este procedimento de desinfecgao era realizado cerca de uma hora apds o término da

exposicao dos animais ao frio.
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4.7.3 Horario dos Procedimentos de Estresse

A aplicacédo da contengdao bem como da exposi¢ao ao frio foi sempre realizada
durante a fase clara do ciclo de luz entre 15:00 (ZT9) e 17:50 (ZT12). De forma
correlata, os procedimentos aos animais controle ocorreram neste mesmo horario.

A escolha deste periodo ocorreu por duas razdes, uma relacionada ao eixo HPA
e a outra a glandula pineal. Primeira razao, a corticosterona nao resultante do estresse
(estimulo exdgeno) apresenta um ritmo circadiano com aumento de sua concentragao a
partir de ZT9 e pico em ZT11-12 em ratos (KALSBEEK e BUIJS, 2002). Isto implica que
ao promover estresse justamente neste periodo da fase clara do ciclo de luz
(ZT9-ZT12) estamos observando a contribuicdo real de um aumento de corticosterona
ao funcionamento da glandula pineal, e ndo de um ligeiro aumento resultante do
estresse seguido do pico fisioldégico caso fosse feito na primeira metade da fase clara
(periodo matutino, ZT0-ZT6) como preconizado por muitos experimentos com estresse.
Segunda razdo, a densidade de adrenoceptores beta na glandula pineal
(os responsaveis pela ativagdo da cadeia biosintética da melatonina, SUGDEN et al.,
1984; REITER, 1991) é aumentada cerca de 100 vezes no periodo de transi¢cado da fase

clara para a fase escura do ciclo (ROMERO e AXELROD, 1974; PANGER et al., 1990).

4.7.4 Avaliagdo da Geragdo de Ulceras Gastricas

Os animais submetidos ao estresse por contencdo ou pelo frio foram
eutanasiados imediatamente apds ou 360 minutos. Da mesma maneira, 0os animais

controle e nado-experientes (do inglés, naive) foram eutanasiados no mesmo intervalo
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de tempo.

A avaliagcdo da geracdo de Uulceras gastricas envolveu duas etapas, exame
macroscopico (etapa 1) e exame microscopico (etapa 2). Toda técnica tanto para
exame macroscopico como microscopico seguiu as recomendacgdes adotadas pelas
instituicdes européia RITA (do inglés, Registry of Industrial Toxicology Animal-data) e
americana NACAD (do inglés, North American Control Animal Database), as quais s&o
orgaos de aprovacgao/registro de medicamentos, produtos quimicos e agrotoxicos
(editadas por RUEHL-FEHLERT et al. 2003; KITTEL et al., 2004; MORAWIETZ et al.,
2004), assim foram adotados procedimentos padronizados internacionalmente néao
sendo possivel qualquer interpretagao/diagnostico particularizado.

Para o exame macroscopico, apos eutanasia dos animais, os corpos foram
dissecados e o0s estdmagos retirados, abertos por meio de tesoura cirurgica de
Sistrunck pela curvatura maior e lavados delicadamente em solugéo salina a 0,9% sob
placa de Petri sendo suspendidos por pinga tecidual Russa. A seguir, o estbmago foi
estendido por meio da fixacdo de alfinetes sob placa de parafina, dai fez-se a
observacao macroscépica do mesmo, com especial atencado para o aparecimento de
lesbes ulcerativas e aparecimento de estrias hemorragicas, primeiramente a olho nu,
em seguida, com auxilio de estereoscopio. Apds esta analise, procedeu-se o corte
(por meio de tesoura cirurgica de Sistrunck) de um fragmento representativo da area
fundica (localizacdo da mucosa gastrica) que foi disposto sobre papel filtro dentro de
cassete plastico devidamente identificado e mergulhado em vasilhame de vidro com
tampa de rosca contendo tampao formol a 10% na proporgéo de 1:20 (tecido:fixador).

Para avaliagdo histolégica dos estdbmagos, apos fixacdo em tampao formol a

10% por até 3 meses, os fragmentos coletados seguiram as etapas comuns de inclusao
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em parafina, a saber: lavagem (em agua corrente) de forma mecanica, desidratagcéo
(em gradagao alcodlica crescente), diafanizagdo (com xilol) e, inclusdo em parafina. Em
seguida, realizou-se o corte dos fragmentos em microtomo na espessura de 5,0 um e
montagem em lamina de vidro. Posteriormente, foi realizada a coloragdo em
hematoxilina (de Harris) e eosina (amarela). Ao final, acomodagdo e adesao de
laminula por meio de resina Permount. As amostras de estdmagos em lamina foram
inspecionadas em toda sua extensao em microscépio 6ptico comum nos aumentos de

40, 100, 200 e 400x.

4.7.5 Coleta de Sangue e Obtencdo de Plasma

Os ratos foram submetidos a eutanasia por decapitacdo em guilhotina e,
conseguinte, foram coletados 3 mL de sangue em tubo tipo Falcon 15 mL, contendo
heparina sédica no volume de 0,1 mL, para posterior dosagem da citocina TNF.
O sangue foi mantido em gelo até centrifugagcao (5000 x g, 15 minutos, 25 °C) e, ao
final, coletou-se, por meio de pipeta graduada, o plasma em fragcdes de 50 uL até
completar, sempre que possivel, o volume de 375 uL. O plasma obtido foi
acondicionado em trés aliquotas de mesmo volume (125 uL) em microtubos, entdo,
armazenado em ultra-freezer (—80 + 5 °C) até os procedimentos de dosagem, os quais

foram realizados dentro de até quatro semanas.
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4.7.6 Coleta de Sangue e Obtencdo de Soro

O mesmo procedimento anteriormente descrito (item 4.7.5.) foi realizado para
dosagem do horménio corticosterona, exceto pela adigdo de heparina sédica que nao
foi feita. O armazenamento segue a mesma descricdo anterior, porém o tempo foi de

até duas semanas.

4.7.7 Coleta da Glandula Pineal

Para coleta da glandula pineal, os ratos tiveram a gaiola moradia acomodada em
caixa escura (especialmente confeccionada, Figura 3), entdo, sendo transportados da
sala de manutencéo (biotério) para sala escura de eutanasia (apéndice dentro do
préoprio Biotério do Depto. de Patologia da FMVZ/USP), dai submetidos a eutanasia
individualmente por decapitagdo em guilhotina.

A retirada desta glandula foi realizada a partir do arrebatamento da pele cranial
por meio de tesoura cirurgica de Sistrunck, apds foram incisadas, por meio do mesmo
instrumental, as musculaturas laterais do cranio localizadas sob o0s processos
zigomaticos do osso frontal e frontal do osso zigomatico, a seguir, foi inserido a ponta
da pinga de corte dsseo de Liston pelo forame magno promovendo, desta forma, o corte
da ossatura lateral da cabeca. Depois de arrebatamento da calota craniana, a glandula
pineal situada (no rato) dorsalmente entre os dois hemisférios cerebrais ou na juncao
de confluéncia dos seios sagital superior e transversos (bregma) foi coletada por meio
de pinga tecidual de SemKin. A glandula pineal coletada foi depositada,

individualmente, em microtubo do tipo eppendorf e, armazenada em ultra-freezer
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(- 80 £ 5 °C) até processo de quantificagcdo em aparelho de cromatografia liquida de alta
eficiéncia (do inglés, high performance liquid chromatography — HPLC) dentro de até
quatro semanas. Para tais procedimentos, uma fonte luminosa vermelha para revelagcao

fotografica (iluminagao de 5 Lux) foi usada na sala escura auxiliando os procedimentos.

l -

Fe
I3
MEXER

Figura 3. Fotografia da caixa escura de transporte da sala de manutengao para sala escura de
eutanasia. Na fotografia A, observar a caixa propriamente dita. Na fotografia B,
visualizar a pintura na cor preta na parte interna. Na fotografia C, oservar a tampa
com borda excedente para vedacgéo de frestas. Na fotografia D, observar o suporte
para alocacao de lampada vermelha para auxilio na coleta dos animais no escuro
para procedimento de eutanasia. Na fotografia E, notar o suporte de ferro com
rodinhas (“carrinho”) para suave deslocamento.
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4.7.8 Horario da Coleta da Glandula Pineal

A coleta da glandula pineal foi sempre realizada durante a fase escura do ciclo
de luz entre 00:30 (ZT 18) e 01:30 (ZT20). De igual forma, os animais controle foram
eutanasiados neste mesmo horario.

A escolha deste periodo do ciclo claro-escuro para coleta desta glandula deve-se
ao fato que entre ZT18-ZT20 ocorre o pico de produgdo de melatonina em ratos
(FERNANDES et al., 2009), momento em que o gene aa-nat ja foi traduzido na enzima
AA-NAT conforme explicado detalhadamente na secdo de revisdo de literatura da

presente tese.

4.7.9 Quantificacdo de TNF

Para quantificagdo da citocina TNF em plasma dos ratos utilizou-se a técnica
imunoenzimatica conhecida como ELISA (do inglés, enzyme-linked immunosorbent
assay), por meio de conjunto diagnoéstico comercial desenvolvido para avaliagao
quantitativa desta citocina. Os procedimentos e os calculos seguiram as instrugdes do
protocolo do fabricante.

Resumidamente, a placa do ensaio foi adsorvida com anticorpo de captura,
anti-TNF, diluido em diluente do ensaio por cerca de 16 horas a 4 °C. Numa nova
etapa, foram feitas repetidas lavagens com tampao de lavagem e, a placa foi incubada
com diluente do ensaio por uma hora a temperatura ambiente. Em seguida, novas
lavagens foram realizadas, os padrbes e as amostras de plasma foram adicionados e a

placa incubada por cerca de 16 horas a 4 'C. Ao término deste intervalo de tempo,
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novamente procedeu-se repetidas lavagens com tampao, em seguida, foi adicionado o
anticorpo de deteccdo marcado com peroxidase, sendo a placa incubada por 30
minutos a temperatura ambiente. A seguir, foram feitas sucessivas lavagens com
tampédo e a adicdo da solucdo de substrato, com incubacdo por 15 minutos a
temperatura ambiente. Por fim, a reacdo foi interrompida pela adicdo de solugao de
parada. Todos os reagentes necessarios sao fornecidos no conjunto, com excegao do
tampéo de lavagem (1x PBS, 0,05% Tween-20) e a solugéo de parada (1M H3PO4).

Ao final, as absorbancias foram lidas em leitor de placas com comprimento de
onda de 450 nm. Para conversao da densidade optica (DO) em concentragdes de TNF

em pg/mL foram realizados calculos seguindo as instru¢des do protocolo do fabricante.

4.7.10 Quantificacdo de Corticosterona

Para quantificacdo do horménio corticosterona em soro dos ratos utilizou-se a
técnica de radioimunoensaio, em fase sélida, por meio de conjunto diagndstico
comercial desenvolvido para avaliagdo quantitativa deste hormdénio no soro murino.
Tal conjunto diagnostico utiliza como elemento tragador o horménio de investigacao
marcado com 125[l], o qual apresenta baixa reagdo cruzada com metabdlitos
especificos do horménio corticosterona e outras substancias quimicas enddgenas de
estrutura quimica semelhante. Os procedimentos e os calculos seguiram as instrugdes
do protocolo do fabricante.

Resumidamente, as amostras de soro foram descongeladas em banho de gelo
por cerca de 30 minutos, sendo uma aliquota de 10 yL de cada amostra diluida na

propor¢ao de 1:200 com diluente préprio do conjunto. Em seguida, as amostras foram
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tratadas com solugdo contendo anti-corticosterona, agitadas por Vortex e, incubadas
por 2 horas em temperatura ambiente. Finalizado este intervalo de tempo, as amostras
receberam solugao precipitante, agitadas por Vortex e, foram centrifugadas a 1000 x g
por 15 minutos a 5 £ 2 °C e, o sobrenadante foi desprezado por inversdo dos tubos,
ainda em posigao contraria os mesmos tiveram captura de liquido remanescente por
meio de cotonete, sendo posicionados com abertura para cima na estante e cobertos
por papel aluminio de modo individual até a contagem da radioatividade. A leitura da
radioatividade remanescente no precipitado foi feita por meio de Contador Automatico
de Radiagdo Gama. Para conversdo das Contagens por Minuto (CPM) em
concentragdes de corticosterona em ng/mL foram realizados calculos seguindo as

instrucdes do protocolo do fabricante.

4.7.11 Quantificagdo de N-Acetilserotonina e Melatonina

Para quantificacédo de N-acetilserotonina (NAS) e melatonina (MEL) na glandula
pineal dos ratos utilizou-se a técnica de cromatografia liquida de alta eficiéncia
(do inglés, high performance liquid chromatography — HPLC) com deteccéo
eletroquimica, conforme método adaptado pelo grupo (FERREIRA et al., 1994).

O aparelho cromatografico (ja descrito) teve detector mantido com potencial de
+0,90 V no eletrodo de trabalho (versus eletrodo de referéncia Ag/AgCl). Solugao
estoque de 1TmM das substancias foi preparada em HCI 0,1 M acrescido de 0,02% de
metabissulfito de sédio e 0,02% de EDTA e diluida, no instante da analise, em acido
perclorico 0,1 M acrescido de 0,02% de metabissulfito de sédio e 0,02% de EDTA para

obtencdo de concentragdes da ordem de 0,05 a 8,0 ng. As glandulas pineais foram,
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apos descongelamento em banho de gelo, homogeneizadas com pistilo de teflon em
intervalo de tempo em torno de 10 segundos, ainda em banho de gelo, por um volume
de 120 uL de uma solugdo de acido perclorico 0,1 M acrescido de 0,02% de
metabissulfito de sddio e 0,02% de EDTA. Apds, este material foi, entdo, centrifugado a
13000 x g por 5 minutos a 4 °C, ao final um volume de 20 uL do sobrenadante foi
injetado no aparelho cromatografico. A fase movel utilizada para a analise das
indolaminas era constituida de acetato de sédio 0,1 M, acido citrico 0,1 M, EDTA 0,15
mM, metanol (91/9 a 92/8, V/V para N-acetilserotonina e 73/27 a 75/25, VIV para
melatonina), pH ajustado para 3,7, fluxo de 0,8 a 1,0 mL/min. Pontua-se que, a fase
movel foi previamente filtrada num sistema a vacuo com filtro de 0,22 um e,

continuamente degaseificada com uso de gas He.

4.8 Delineamento Experimental Geral

O presente projeto esta subdividido em quatro grandes partes, a saber:

Parte I. Caracterizagado dos modelos de estresse

O objetivo desta parte foi caracterizar, em diferentes esferas, os modelos de

estresse aqui adotados (contencéo e frio).

Parte II: Efeitos do estresse sobre a funcionalidade da glandula pineal in vivo

O objetivo desta parte foi avaliar a atividade da glandula pineal in vivo frente a

cada tipo de estresse.
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Parte 1ll: Papel da corticosterona sobre a funcionalidade da glandula pineal in vivo

frente ao estresse

O objetivo desta parte foi avaliar o papel da corticosterona sobre a atividade da
glandula pineal in vivo mediante inibicdo farmacolégica da sintese de corticosterona ou
bloqueio farmacolégico da acédo da corticosterona por meio do uso de agentes
farmacoldgicos especificos (metirapona e mifepristone, respectivamente) bem como

mediante inibi¢do farmacoldgica da sintese da citocina TNF (por talidomida).

Parte IV: Papel da estimulagcdo alfa-adrenérgica na vigéncia do estresse sobre a

funcionalidade da glandula pineal in vivo

O objetivo desta parte foi avaliar o papel da estimulagdo alfa-adrenérgica na
vigéncia do estresse sobre a atividade da glandula pineal in vivo por meio do uso de

agente farmacologico especifico (fenilefrina).

4.9. Formacdo dos Grupos Experimentais

No sentido de facilitar a compreensédo das diferentes manipulagdes feitas aos
animais, apresentar-se-a a categorizagcao dos animais em 26 grupos usados ao longo

da presente tese, a saber:

> Grupo Naive: sem qualquer manipulacdo experimental com eutanasia em torno das
17h00min + 15 minutos (NAIVE Dia) e, com eutanasia em torno das 20h00Omin %

15 minutos (NAIVE Noite).
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> Grupo Controle: isolamento social em gaiola moradia por 30 minutos (CTRL 0.5h) ou

120 minutos (CTRL 2h). O dultimo grupo ainda sofreu nenhuma administracdo de
farmaco (sem notacéo), administracdo de metirapona (CTRL 2h + MET), mifepristone
(CTRL 2h + MIF), talidomida (CTRL 2h + TLM) ou fenilefrina (CTRL 2h + FEN) bem
como de seus respectivos veiculos (CTRL 2h + V.MET; CTRL 2h + V.MIF; CTRL 2h

+V.TLM; CTRL 2h +V.FEN).

> Grupo Estresse por Contencao: restricdo dos movimentos em aparato especifico por

30 minutos (REST 0.5h) ou 120 minutos (REST 2h). O ultimo grupo ainda sofreu
nenhuma administracdo de farmaco (sem notagido), administragdo de metirapona
(REST 2h + MET), mifepristone (REST 2h + MIF), talidomida (CTRL 2h + TLM) ou
fenilefrina (REST 2h + FEN) bem como de seus respectivos veiculos

(REST 2h + V.MET; REST 2h + V.MIF; REST 2h + V.TLM; REST 2h +V.FEN).

> Grupo Estresse pelo Frio: acondicionamento em geladeira (5 £ 1 °C) por 30 minutos

(COLD 0.5h) ou 120 minutos (COLD 2h). O ultimo grupo ainda sofreu nenhuma
administracdo de farmaco (sem notagdo), administracdo de metirapona
(COLD 2h + MET), mifepristone (COLD 2h + MIF), talidomida (CTRL 2h + TLM) ou
fenilefrina (COLD 2h + FEN) bem como de seus respectivos veiculos

(COLD 2h + V.MET; COLD 2h + V.MIF; REST 2h + V.TLM; COLD 2h +V.FEN).

Salienta-se a diferenca entre os grupos naive e controle. No primeiro caso, o
animal nao sofreu ambientagcdo ou qualquer manipulagcdo além do simples transporte da
gaiola moradia da sala de moradia para a sala de eutanasia. Ja no grupo controle, o
animal foi submetido ao mesmo processo de ambientacdo e manipulacado experimental

do grupo estressado, sem no entanto, ser acondicionado em aparato ou em geladeira.
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4.10. Anélise dos Dados

A variabilidade das dispersbes (homocedasticidade) foi testada pelo teste de
Barllet permitindo decidir se os dados apresentam uniformidade de distribuicdo. Todos
nossos dados apresentaram distribuicdo paramétrica, entdo, para numero de grupos
experimentais igual a dois foi realizado o teste “t” de Student ndo-pareado e quando
maiores que dois grupos foi feito a Analise de Variancia (ANOVA) seguida do teste de
Tukey-Kramer para comparagao cruzada de todos os grupos. O nivel de erro a admitido
foi de 5% (p<0,05). A analise estatistica foi feita por meio do programa de computador
GraphPad Prism® versao 4.00 (GraphPad Software®). O ajuste de curvas tempo-efeito
foi feito utilizando o programa de ajuste ndo linear do GraphPad Prism®. Na
oportunidade foi testado o desvio de linearidade e a aderéncia a equacao de relacao
entre tempo e efeito, uma relagdo exponencial. Os dados foram apresentados como
meédia e respectivos erro-padrao da média (epm). Salienta-se que erros na realizagao
dos ensaios estatisticos foram minuciosamente averiguados ao final, seguindo as
diversas recomendagbes apresentadas na série de artigos de Lang (2003a, 2003b,

2004, 2005a, 200b, 2005c, 2006).
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Nesta secdo, apds um delineamento e resultados gerais, sera apresentado o

delineamento de cada experimento juntamente dos seus respectivos resultados.

5.1 Delineamento Experimental Geral

No total deste trabalho foram empregados 414 ratos Wistar machos adultos
divididos em 26 grupos (ja apresentados em item especifico) alocados de acordo com o
racional de cada um dos experimentos, os quais, por sua vez, foram didaticamente
agrupados em quatro grandes partes, apresentados novamente a seguir:
Parte | - Caracterizacdo dos modelos de estresse; Parte Il - Efeitos do estresse sobre a
funcionalidade da glandula pineal in vivo; Parte lll - Papel da corticosterona sobre a
funcionalidade da glandula pineal in vivo frente ao estresse; Parte IV - Papel da
estimulagdo alfa-adrenérgica na vigéncia do estresse sobre a funcionalidade da
glandula pineal in vivo.

O método de avaliagao consistiu da coleta e analise dos seguintes parametros:
formagao de Ulceras gastricas pela promogao independente de duas modalidades de
estresse (experimento 1), mensuragdo plasmatica da citocina TNF apods aplicagéo
separada de duas modalidades de estresse (experimento 2), mensuragao sérica do
hormdnio corticosterona apds aplicagdo separada de duas modalidades de estresse
(experimento 3), quantificacdo de N-acetilserotonina e melatonina de glandulas pineais
em animais submetidos (de forma isolada) previamente a duas modalidades de
estresse (experimento 4), quantificacado de melatonina de glandulas pineais em animais
submetidos (de forma isolada) previamente a duas modalidades de estresse sob

bloqueio da sintese de corticosterona (experimento 5), quantificacdo de melatonina de
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glandulas pineais em animais submetidos (de forma isolada) previamente a duas
modalidades de estresse sob bloqueio da agdo da corticosterona (experimento 6),
quantificagdo de melatonina de glandulas pineais em animais submetidos (de forma
isolada) previamente a duas modalidades de estresse sob bloqueio da sintese da
citocina TNF (experimento 7) e, quantificagdo de melatonina de glandulas pineais em
animais submetidos (de forma isolada) previamente a duas modalidades de estresse

sob estimulacao farmacoldgica alfa-adrenérgica (experimento 8).

5.2 Resumo Geral dos Resultados

Os resultados parciais podem ser consultados ao final de cada parte
(itens: 5.3.4, 5.4.2, 5.5.3 e, 5.6.2). Todos os resultados obtidos na presente estdo

resumidamente apresentados ao final desta segéo (item 5.7).
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5.3 Delineamento - Parte |

Caracterizacdo dos modelos de estresse
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O objetivo desta parte foi caracterizar, em diferentes esferas, os modelos de

estresse aqui adotados: contencéo e frio.

Foram empregados, nesta parte, 254 ratos machos adultos com idade entre

84 e 119 dias divididos em nove grupos: NAIVE Dia (n=38), NAIVE Noite (n=38),

CTRL 0.5h (n=12), CTRL 2h (n=12), REST 0.5h (n=31), REST 2h (n=46), COLD 0.5h

(n=31) e, COLD 2h (n=46). O método de avaliagao consistiu da coleta de material e

posterior analise dos seguintes parametros: avaliagdo de Ulceras gastricas,

concentragao plasmatica de TNF e concentragao sérica de corticosterona.

Cumpre ressaltar que, os animais submetidos ao estresse por contengédo (REST)

ou pelo frio (COLD) foram analisados separadamente sempre agrupados para

comparagao com os animais dos grupos NAIVE e/ou CTRL, assim o numero de animais

destes ultimos grupos foram de metade do valor total demonstrado para cada

agrupamento (NAIVE, CTRL e REST — NAIVE e REST ou NAIVE, CTRL e COLD -

NAIVE e COLD).
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5.3.1 Experimento 1
Efeitos da aplicacdo da contencédo ou da exposicao ao frio sobre a formacéo de

Glcera gastrica

a) Delineamento

Para avaliagdo da formagao de ulcera gastrica, foram utilizados 72 ratos Wistar,
com idade de 84 a 119 dias, agrupados em nove grupos: NAIVE Dia (n=12),
NAIVE Noite (n=12), CTRL 0.5h (n=12), CTRL 2h (n=12), REST 0.5h (n=6), REST 2h
(n=6), COLD 0.5h (n=6) e COLD 2h (n=6). Metade dos animais foram eutanasiados
imediatamente apos os referidos procedimentos (isolamento social ou estresse) e a
outra metade aos 360 minutos, exceto os animais naive, que nenhuma manipulagao

sofreram, sendo eutanasiados em mesmo horario (n=3/horario, n=3/agrupamento).

b) Resultados

A anadlise macroscopica tanto a olho nu como em estereoscopio nao revelou
alteracbes indicativas da presenga de ulceras ou de quaisquer outras alteragdes
patoldgicas nos estdmagos dos ratos de todos os grupos. Isto foi criteriosamente

confirmado pela analise histolégica por técnica de rotina.
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5.3.2 Experimento 2

Efeitos da aplicacdo da contencdo ou da exposigcdo ao frio sobre a concentragdo

plasmatica de TNF

a) Delineamento
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Para avaliagdo da concentracdo plasmatica de TNF, foram utilizados

42 ratos Wistar, com idade de 107 a 117 dias, agrupados em quatro grupos:

NAIVE Dia (n=6), NAIVE Noite (n=6), REST 2h (n=15) e COLD 2h (n=15). As coletas de

sangue foram realizadas nos seguintes intervalos de tempo apods o estresse: 0, 10, 30,

60 e 120 minutos, exceto aos animais dos grupos NAIVE que apenas forneceram

amostras nos pontos extremos do intervalo de coleta, ou seja, em horario compativel a

finalizagdo dos estresses (tempo 0 - NAIVE Dia) e 120 minutos (NAIVE Noite) apos a

volta dos animais submetidos aos estresses para a caixa moradia. Vale notar que o

numero de animais por ponto de coleta foi igual a trés para cada um dos grupos.

b) Resultados

A quantificacdo das concentragdes plasmaticas de TNF por meio da técnica de

ELISA néao revelou niveis detectaveis nos animais de quaisquer grupos. Sendo que o

valor de deteccao é de 16 pg/mL e, em certas modalidades de estresse, o rato produz

esta citocina em valores em torno de 394 pg/mL (KENTNER et al., 2002), entéo, é

correto afirmar que ndo houve producéo desta citocina proé-inflamatéria em ambas as

modalidades de estresse aqui empregadas.
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5.3.3 Experimento 3

Efeitos da aplicacdo da contencdo ou da exposigcdo ao frio sobre a concentragdo

sérica de corticosterona

a) Delineamento

147

Para avaliagcdo da concentracdo sérica de corticosterona, foram utilizados

140 ratos Wistar, com idade de 109 a 119 dias, agrupados em seis Qrupos:

NAIVE Dia (n=20), NAIVE Noite (n=20), REST 0.5h (n=25) e COLD 0.5h (n=25),

REST 2h (n=25) e COLD 2h (n=25). As coletas de sangue foram realizadas nos

seguintes intervalos de tempo apos o estresse: 0, 10, 30, 60 e 120 minutos, exceto aos

animais dos grupos NAIVE que apenas forneceram amostras nos pontos extremos do

intervalo de coleta, ou seja, em horario compativel a finalizagdo dos estresses

(tempo 0 - NAIVE Dia) e 120 minutos (NAIVE Noite) apds a volta dos animais

submetidos aos estresses para a caixa moradia. Vale notar que o numero de animais

por ponto de coleta foi igual a cinco para cada um dos grupos.

b) Resultados

A primeira observagao importante € que o grupo NAIVE Dia (tempo 0) e NAIVE

Noite (tempo 120 minutos) ndo apresentaram diferengca entre si quando empregados

como controle no ensaio com estresses por 30 minutos (p=0,7148; t=0,3924; gl=4) bem

como no ensaio com estresses por 2 horas (p=0,5167; t=0,7103; gl=4). Como foi

abordado na secdo Materiais e Métodos e sera abordado na discusséo, os valores

encontrados estdo de acordo com os obtidos durante o periodo de preparo para a

vigilia e durante a vigilia.
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A concentragcdo plasmatica de corticosterona dos animais submetidos ao
estresse por contengdo ou pelo frio mostrou que estes tipos de estresse induzem um
rapido aumento da concentracdo de corticosterona, que volta aos niveis observados
nos animais NAIVE em 120 minutos de observagdao. O perfil de variacdo de
corticosterona apds ambos os estresses nos dois intervalos de tempo (30 minutos ou
2 horas) segue uma equacdo exponencial (K=0,09188; r’=0,7682 e gl=12 para REST
0.5h; K=0,5462; r’=0,7349 e gl=12 para COLD 0.5h; K=0,05965; r°=0,8234 e gl=12 para
REST 2h; K=0,02912; r?=0,7606 e gl=12 para COLD 2h).

As analises de variancia revelaram diferengas estatisticamente significativas em
ambos 0s ensaios para os valores das concentracbes séricas de corticosterona
(contengdo por 30 minutos: F(6/14)=7,923; p=0,0007 e frio por 30 minutos:
F(6/14)=8,860; p=0,0004).

Diferencas estatisticamente significativas foram reveladas pelo teste de
Tukey-Kramer entre os grupos NAIVE Dia e REST 0.5h (p<0,01), NAIVE Noite e
REST 0.5h (p<0,01), NAIVE Dia e COLD 0.5h (p<0,01) e, NAIVE Noite e
COLD 0.5h (p<0,001) somente quando avaliados imediatamente apdés o estresse
(tempo 0).

Sendo os efeitos do estresse por contengao e pelo frio ambos por 30 minutos
ocorrerem de modo semelhante sob os niveis de corticosterona (curva de decaimento
com valores diferentemente significativos imediatamente apds os estresses)
a comparagdo entre os mesmos se justifica. O teste “t” ndo-pareado mostrou a
inexisténcia de diferengas entre os grupos: REST 0.5h e COLD 0.5h em todos os
pontos da curva, especificando: imediatamente apdés o estresse (p=0,3659; t=1,019;

gl=4), aos 10 minutos (p=0,2324; t=1,406 gl=4), aos 30 minutos (p=0,1582; t=1,733;
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gl=4), aos 60 minutos (p=0,6631; t=0,4695; gl=4) e, aos 120 minutos (p=0,9285;
t=0,09551; gl=4). Convém lembrar que, os grupos NAIVE Dia e NAIVE Noite nao
apresentaram diferencas (p=0,7148; t=0,3924; gl=4), conforme ja explanado.

A Figura 4 ilustra os efeitos do estresse por contengao ou pelo frio, ambos por
30 minutos, sobre os niveis plasmaticos de corticosterona em diferentes intervalos de

tempo ap6s encerramento dos mesmos.
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Figura 4.Curva temporal da concentragdo seérica de corticosterona de ratos
submetidos a aplicagdo de contencdo ou a exposicdo ao frio por
30 minutos. Dados apresentados como média + epm. P<0,05: ANOVA
seguida do Teste de Tukey-Kramer. Os circulos representam animais do
grupo REST 0.5h. Os tridngulos representam animais do grupo COLD 0.5h.

(**):p<0,01, em relagado ao grupo NAIVE Dia
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As analises de variancia revelaram diferencas estatisticamente significativas em

ambos 0s ensaios para os valores das concentracbes séricas de corticosterona

(contenggo por 2 horas: F(6/14)=10,484; p=0,0002 e frio por 2 horas:

F(6/11)=7,296; p=0,0025).

Diferencas estatisticamente significativas foram reveladas pelo teste de

Tukey-Kramer entre os grupos NAIVE Dia e REST 2h (p<0,01), NAIVE Noite e REST 2h

(p<0,001), NAIVE Dia e COLD 2h (p<0,01) e, NAIVE Noite e COLD 2h (p<0,001)

quando avaliados imediatamente apds o estresse (tempo 0); diferenca estatisticamente

significativa se manteve até 10 minutos apds finalizada a sessédo de estresse entre

NAIVE Dia e REST 2h (p<0,05), NAIVE Noite e REST 2h (p<0,05) bem como entre

NAIVE Dia e COLD 2h (p<0,05) e, NAIVE Noite e COLD 2h (p<0,01).

Sendo os efeitos do estresse por contencdo e pelo frio ocorrerem de modo

semelhante sob os niveis de corticosterona (curva de decaimento com valores

diferentemente significativos até 10 minutos) a comparagdo entre os mesmos se

justifica. O teste “t” ndo-pareado mostrou a inexisténcia de diferengas entre os grupos:

REST 2h e COLD 2h em todos os pontos da curva, especificando: imediatamente apds

o estresse (p=0,4243; t=0,8889; gl=4), aos 10 minutos (p=0,2242; t=1,4370; gl=4),

aos 30 minutos (p=0,0766; t=2,3720; gl=4), aos 60 minutos (p=0,2034; t=1,5190; gl=4)

e, aos 120 minutos (p=0,7804; t=0,2982; gl=4). Convém lembrar que, os grupos NAIVE

Dia e NAIVE Noite ndo apresentaram diferencas (p=0,5167; t=0,7103; gl=4), conforme

ja explanado.

A Figura 5 ilustra os efeitos do estresse por contengao ou pelo frio, ambos por

2 horas, sobre os niveis plasmaticos de corticosterona em diferentes intervalos de

tempo apos encerramento dos mesmos.
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Figura 5.Curva temporal da concentragdo seérica de corticosterona de ratos
submetidos a aplicagdo de contencao ou a exposicao ao frio por duas horas.
Dados apresentados como média £ epm. P<0,05: ANOVA seguida do Teste
de Tukey-Kramer. Os circulos representam animais do grupo REST 0.5h.
Os tridangulos representam animais do grupo COLD 0.5h.

(*):p<0,05; (**):p<0,01, em relagéao ao grupo NAIVE Dia
(#):p<0,05; (##): p<0,01; (###): p<0,001, em relagao ao grupo NAIVE Noite
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Os efeitos do estresse por contengao e pelo frio sob os niveis de corticosterona

sao diferentes, sendo que a curva de decaimento apresenta valores diferentemente

significativos observados somente imediatamente apdés ambos os estresses por

30 minutos, diferentemente, observados até 10 minutos apdés ambos os estresses por

2 horas. Desta forma, uma comparagdo mais detalhada ¢é interessante.

O teste “t” ndo-pareado mostrou a inexisténcia de diferengas entre os grupos:

REST 0.5h e REST 2h em todos os pontos da curva, especificando: imediatamente

apobs o estresse (p=0,9861; t=0,01857; gl=4), aos 10 minutos (p=0,3657; t=1,019; gl=4),

aos 30 minutos (p=0,9125; t=0,1170; gl=4), aos 60 minutos (p=0,3236; t=1,125; gl=4) e,

aos 120 minutos (p=0,7819; t=0,2960; gl=4). Noutra comparagao,

teste “t” ndo-pareado mostrou a inexisténcia de diferengas entre os grupos: COLD 0.5h

(0]

e COLD 2h em todos os pontos da curva, especificando: imediatamente apds o

estresse (p=0,9770; t=0,03069; gl=4), aos 10 minutos (p=0,3855; t=0,9734; gl=4),

aos 30 minutos (p=0,6043; t=0,5616; gl=4), aos 60 minutos (p=0,8000; t=0,2707; gl=4)

e, aos 120 minutos (p=0,9503; t=0,06639; gl=4).
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5.3.4 Resumo dos Resultados - Parte |
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Nesta primeira parte, foram caracterizados os modelos de estresse (contencéo e

frio) nas seguintes esferas: patoldgica, imunolégica e enddcrina.

Na esfera patolégica, ambas as modalidades de estresse em nenhum dos

intervalos de tempo aqui usados (30 ou 120 minutos) promoveram a formagao de

Ulceras gastricas. Ja na esfera imunoldgica, ndo foram encontradas concentragbes

plasmaticas de TNF em quaisquer dos grupos. Quanto a caracterizagado dos estresses

na esfera enddcrina, a quantificacdo da concentragao sérica de corticosterona avaliada

em diferentes intervalos de tempo apds o estresse por contengdo ou pelo frio por

30 minutos ou 2 horas (0, 10, 30, 60 e 120 minutos apds a finalizagdo do mesmo)

revelou que estes promoveram aumento pronunciado de corticosterona, o qual seguiu

uma curva exponencial de decaimento atingindo valores iguais aos dos animais nao

estressados (NAIVE) apos 10 minutos do término da aplicacdo da contencdo ou da

exposicdo ao frio por 30 minutos e apds 30 minutos quando estes estresses por

2 horas, sendo que os grupos NAIVE nao apresentaram diferengas.

Ambos os estresses aqui empregados sao categorizados diferentemente

(conforme apresentado na Revisdo de Literatura), sendo o estresse por contencao

como modelo de natureza psicoldgica e o estresse pelo frio como modelo de natureza

fisica, inclusive com neurocircuitarias bem diferenciadas ao nucleo paraventricular.

Todavia, pelos parametros aqui analisados, na presente caracterizagao (Parte I), ndo

existiram diferencas que seriam diretamente importantes para o presente trabalho.
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5.4 Delineamento - Parte Il

Efeitos do estresse sobre a funcionalidade da glandula pineal in vivo
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O objetivo desta parte foi avaliar a atividade da glandula pineal in vivo frente a

cada modalidade de estresse.

Foram empregados, nesta parte, 40 ratos machos adultos com idade entre

93 e 110 dias divididos em seis grupos: CTRL 0.5h (n=10), CTRL 2h (n=10), REST 0.5h

(n=5), REST 2h (n=5), COLD 0.5h (n=5) e COLD 2h (n=5). O método de avaliacao

consistiu da coleta e posterior analise dos seguintes parametros: conteudo de

N-acetilserotonina (NAS) e conteudo de melatonina (MEL) obtidos de glandulas pineais

extraidas no meio do periodo de escuro (6 a 8 horas apds o0 apagar das luzes,

ZT18-ZT20).

Cumpre ressaltar que, os animais submetidos ao estresse por contencédo (REST)

ou pelo frio (COLD) foram analisados separadamente sempre agrupados para

comparagao com os animais do grupo CTRL, ou seja, os controles ndao eram os

mesmos. Assim, 0 numero de animais do grupo CTRL foi de metade do valor total

demonstrado para cada ensaio experimental, estresse por contencado (CTRL e REST) e

estresse pelo frio (CTRL e COLD).
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5.4.1 Experimento 4
Efeitos do estresse por contencdo ou pelo frio sobre a sintese in vivo

de N-acetilserotonina e melatonina pela glandula pineal

a) Delineamento

Para avaliacdo dos conteudos de N-acetilserotonina e melatonina da glandula
pineal, foram utilizados 40 ratos Wistar, com idade de 93 a 110 dias, agrupados em seis
grupos: CTRL 0.5h (n=10), CTRL 2h (n=10), REST 0.5h (n=5), REST 2h (n=5),
COLD 0.5h (n=5) e COLD 2h (n=5). As coletas das pineais foram realizadas entre

00h30min e 01h30min (ZT18-ZT20).

b) Resultados

As analises de variancia nao revelaram diferengas estatisticamente significativas
dos grupos comparados para os valores de N-acetilserotonina da glandula pineal in vivo
tanto nos ensaios do estresse por contencdo (F(3/12)=0,3425; p=0,7952) como do
estresse pelo frio (F(3/12)=0,2636; p=0,8503). Diferentemente, o conteudo de
melatonina apresentou diferengas entre os grupos comparados para ambos os ensaios
(contengéo: F(3/13)=9,379; p=0,0014 - frio: F(3/12)=13,416; p=0,004).
Com relagédo ao conteudo de melatonina da glandula pineal in vivo, o teste de Tukey-
Kramer revelou diferengcas estatisticamente significativas entre os grupos:
CTRL 0.5h e REST 2h (p<0,01), CTRL 2h e REST 2h (p<0,05), REST 0.5h e REST 2h
(p<0,05), CTRL 0.5h e COLD 2h (p<0,001), CTRL 2h e COLD 2h (p<0,01) e, COLD
0.5h e COLD 2h (p<0,05). Ainda, a regressao linear mostrou que o conteudo de

melatonina dobrou de modo significativo estatisticamente REST 0.5h para REST 2h
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(p=0,0333; r’=0,4995; F=6,982) enquanto nenhuma regresséo no tempo foi detectada
para os animais controle - CTRL (p=0,1619; r’=0,2977; F=2,544). De maneira
semelhante, o conteudo de MEL aumentou 1,8 vezes de COLD 0.5h para COLD 2.0h
(p=0,00225; r’=0,6077; F=9,295), sendo que novamente ndo houve regressdo para 0s
animais controle (p=0,1879; r’=0,2690; F=2,208).

Sendo os efeitos do estresse por contengao e pelo frio ocorrerem na mesma
direcdo sob o funcionamento da glandula pineal (aumento do conteudo de melatonina)
a comparagao entre os mesmos se justifica. O teste “t” n&o-pareado mostrou a
inexisténcia de diferengas entre os grupos: REST 0.5h e COLD 0.5h (p=0,6425;
t=0,4849; gl=7) bem como REST 2h e COLD 2h (p=0,2490; t=1,276; gl=6). Vale
destacar que os grupos controles (CTRL) quando devidamente comparados né&o
apresentaram diferencas, especificando: CTRL 0.5h do ensaio de estresse por
contengao e CTRL 0.5h do ensaio de estresse pelo frio (p=0,7029; t=0,4001; gl=6) bem
como CTRL 2h do ensaio de estresse por contengdo e CTRL 2h do ensaio de estresse
pelo frio (p=0,9088; t=0,1195; gl=6).

A Figura 6 ilustra os efeitos do estresse por contengdo ou pelo frio sobre o

conteudo de N-acetilserotonina (NAS) e de melatonina (MEL) da glandula pineal in vivo.
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Figura 6.Conteuddo de N-acetilserotonina (NAS) e de melatonina (MEL)

da glandula pineal de ratos submetidos ao estresse por contengéo ou pelo
frio. Dados apresentados como média + epm. P<0,05: ANOVA seguida do
Teste de Tukey-Kramer. Os circulos representam animais do grupo REST.
Os triangulos representam animais do grupo COLD. Os quadrados
representam animais do grupo CTRL.

(**):p<0,01; (***):p<0,001, em relagao ao respectivo grupo CTRL 0.5h
(#):p<0,05; (##): p<0,01, em relagao ao respectivo grupo CTRL 2h
(%):p<0,05, em relagao ao grupo REST 0.5h ou COLD 0.5h
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5.4.2 Resumo dos Resultados - Parte Il

Nesta segunda parte foram avaliados os efeitos de ambas as modalidades de
estresse sobre a atividade da glandula pineal in vivo.

As quantificagbes dos conteudos de N-acetilserotonina (NAS) e de melatonina
(MEL) em pineais revelaram que somente em duas horas do estresse por contengao ou
pelo frio houve aumentos significativos da produgcéo de melatonina, sem diferengas nos
niveis do precursor N-acetilserotonina. Somado a isto, estes efeitos sobre a glandula
pineal foram indistintos sob a modalidade de estresse, visto que houve inexisténcia de
diferencas entre cada modalidade de estresse em ambos intervalos de tempo

(30 minutos ou duas horas).
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5.5 Delineamento - Parte Ill
Papel da corticosterona sobre a funcionalidade da glandula pineal in vivo

frente ao estresse

O objetivo desta parte foi avaliar o papel da corticosterona sobre a atividade da
glandula pineal in vivo mediante inibicdo farmacoldgica da sintese de corticosterona ou
bloqueio farmacolégico da acédo da corticosterona por meio do uso de agentes
farmacologicos  especificos  (metirapona e  mifepristone, respectivamente).
Complementarmente, verificar o papel da corticosterona sobre a atividade da glandula
pineal in vivo sem a presenca de niveis cerebrais de TNF mediante inibicao
farmacoldgica de sua sintese (por talidomida).

Foram empregados, nesta parte, 90 ratos machos adultos com idade entre
95 e 105 dias divididos em 18 grupos: CTRL 2h + V.MET (n=5), CTRL 2h + MET (n=5),
REST 2h + V.MET (n=5), REST 2h + MET (n=5), COLD 2h + V.MET (n=5),
COLD 2h + MET (n=5), CTRL 2h + V.MIF (n=5), CTRL 2h + MIF (n=5),
REST 2h + V.MIF (n=5), REST 2h + MIF (n=5), COLD 2h + V.MIF (n=5),
REST 2h + MIF (n=5), CTRL 2h + V.TLM (n=5), CTRL 2h + TLM (n=5),
REST 2h + V.TLM (n=5), REST 2h + TLM (n=5), COLD 2h + V.TLM (n=5),
REST 2h + TLM (n=5). Lembra-se que aos animais em que foi administrado veiculo
este era especifico a cada droga como apresentado na segao Materiais e Métodos.
O método de avaliagao consistiu da coleta e posterior analise do seguinte parametro:
conteudo de melatonina de glandulas pineais retiradas no meio do periodo de escuro

(6 a 8 horas ap6s o apagar das luzes, ZT18-ZT20).
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5.5.1 Experimento 5
Efeitos do estresse por contencdo ou pelo frio mediante tratamento prévio com

metirapona sobre a sintese de melatonina da glandula pineal in vivo

a) Delineamento

Para avaliagdo do conteudo de melatonina da glandula pineal, foram utilizados
30 ratos Wistar, com idade de 95 a 104 dias, agrupados em seis grupos:
CTRL 2h + V.MET (n=5), CTRL 2h + MET (n=5), REST 2h + V.MET (n=5),
REST 2h + MET (n=5), COLD 2h + V.MET (n=5) e, COLD 2h + MET (n=5).
A solucao de metirapona foi administrada subcutaneamente na dose de 200 mg/kg
duas horas antes da promocdo de cada um dos estresses, em mesmo intervalo foi

administrado veiculo especifico.

b) Resultados

As andlises de variancia revelaram diferencas estatisticamente significativas dos
grupos comparados para os valores de melatonina da glandula pineal in vivo
(F(5/18)=14,042; p=0,0001). Ainda, o teste de Tukey-Kramer revelou diferengas
estatisticamente significativas entre os grupos tratados com veiculo, a saber:
CTRL 2h + V.MET e REST 2h + V.MET (p<0.05), CTRL 2h + V.MET e COLD 2h +
V.MET (p<0.01). Entdo, a administragcdo de veiculo ndo modificou as diferengas
promovidas pelo estresse, que ja tinham sido mostradas anteriormente (Experimento 4).
E também, houve diferengcas dos animais controle tratados com metirapona em relagao
aos estressados tratados com veiculo: CTRL 2h + MET e REST 2h + V.MET (p<0.01) e,

CTRL 2h + MET e COLD 2h + V.MET (p<0.001). Desta forma, o tratamento com
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metirapona foi efetivo em inibir a sintese de corticosterona nos animais isolados
socialmente (controle), assim, promovendo ampliacédo das diferencas estatisticas em
relacdo aos animais estressados (contencéo ou frio).

Além disto, diferengas entre os animais estressados tratados com veiculo e metirapona
existiram, sendo: REST 2h + V.MET e REST 2h + MET (p<0.01) e,
COLD 2h + V.MET e COLD 2h + MET (p<0.001). Portanto, o protocolo de
administracdo de metirapona foi efetivo em inibir a sintese de corticosterona mesmo
quando da aplicagao dos estresses, assim, o causante dos efeitos dos estresses sobre
a glandula pineal fica evidenciado.

Diferentemente, o teste de Tukey-Kramer revelou a inexisténcia de diferencgas
estatisticamente significativas entre os animais controle tratados e ndo com metirapona
(CTRL 2h + V.MET e CTRL 2h + MET), controle tratados com metirapona e os
estressados (CTRL 2h + MET e REST 2h + MET, CTRL 2h + MET e COLD 2h + MET)
bem como dos animais estressados tratados ou ndo com metirapona
(REST 2h + V.MET e COLD 2h + V.MET e, REST 2h + MET e COLD 2h + MET).

A reiterada inexisténcia de diferencas dos efeitos do estresse por contengcao e
pelo frio sob o funcionamento da glandula pineal mesmo quando da administragao de
veiculo justifica novamente uma comparagao estatistica mais apurada. Neste sentido,
o teste “t” ndo-pareado mostrou a inexisténcia de diferencas entre os grupos:
REST 2h + V.MET e COLD 2h + V.MET (p=0,5034; t=0,7117; gl=6) e, REST 2h + MET
e COLD 2h + MET (p=0,7213; t=0,3740; gl=6). Portanto, ambos os estresses
simplesmente (sem qualquer manipulagao farmacoldgica) ou ambos os estresses sob
inibicdo da sintese de corticosterona séo idénticos nos efeitos sobre a glandula pineal.

Cumpre notar que, os grupos controles (tratado ou n&o com metirapona) néao
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apresentaram diferencas (p=0,1601; t=1,603; gl=6).
A Figura 7 ilustra os efeitos do estresse por contencdo ou pelo frio mediante
tratamento prévio com metirapona sobre a sintese de melatonina

da glandula pineal in vivo.
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Figura 7.Conteudo de melatonina (MEL) da glandula pineal de ratos submetidos ao
estresse por contengado ou pelo frio tratados previamente com metirapona.
Dados apresentados como média + epm. P<0,05: ANOVA seguida do Teste
de Tukey-Kramer.

(*):p<0,05; (**):p<0,01, em relagado ao grupo CTRL 2h + V.MET
(##):p<0,01; (###): p<0,001, em relagdo ao grupo CTRL 2h + MET
($%$):p<0,01; ($$$):p<0,001, em relagdo ao grupo REST 2h + V.MET ou
COLD 2h + V.MET



Estresse e Funcdo Pineal - Tese de Doutorado - Delineamento e Resultados

5.5.2 Experimento 6

Efeitos do estresse por contencdo e pelo frio mediante tratamento prévio com

mifepristone sobre a sintese de melatonina da glandula pineal in vivo

a) Delineamento
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Para avaliagdo do conteudo de melatonina da glandula pineal, foram utilizados

30 ratos Wistar, com idade de 96 a 105 dias, agrupados em seis Qrupos:
CTRL 2h + V.MIF (n=5), CTRL 2h + MIF (n=5), REST 2h + V.MIF (n=5),
REST 2h + MIF (n=5), COLD 2h + V.MIF (n=5) e, COLD 2h + MIF (n=5).
A solucédo de mifepristone foi administrada subcutaneamente na dose de 50 mg/kg

uma hora antes da promocdo de cada um dos estresses, em mesmo intervalo foi

administrado veiculo especifico.

b) Resultados

As andlises de variancia revelaram diferencas estatisticamente significativas dos

grupos comparados para os valores de melatonina da glandula pineal in vivo

(F(5/18)=8,158; p=0,0004). Ainda, o teste de Tukey-Kramer revelou diferengas

estatisticamente significativas entre os grupos tratados com veiculo, a saber:

CTRL 2h + V.MIF e REST 2h + V.MIF (p<0.05), CTRL 2h + V.MIF e COLD 2h + V.MIF

(p<0.01). Novamente, a administracdo de veiculo ndo modificou as diferengas

promovidas pelo estresse, que ja tinham sido mostradas anteriormente (Experimento 4

e Experimento 5). E também, houve diferengas dos animais controle tratados com

mifepristone em relagdo aos estressados tratados com veiculo: CTRL 2h + MIF e

REST 2h + V.MIF (p<0.05) e, CTRL 2h + MIF e COLD 2h + V.MIF (p<0,01).
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Além disto, diferencas entre os animais estressados tratados com veiculo e mifepristone

existiram, sendo: REST 2h + V.MIF e REST 2h + MIF (p<0.05)

COLD 2h + V.MIF e COLD 2h + MIF (p<0,01). Portanto, o protocolo de administracao

de mifepristone foi efetivo em inibir a acdo da corticosterona mesmo quando da

aplicacao dos estresses, assim, novamente o causante dos efeitos dos estresses sobre

a glandula pineal fica evidenciado.

Diferentemente, o teste de Tukey-Kramer revelou a inexisténcia de diferencas

estatisticamente significativas entre os animais controle tratados e nao tratados com

mifepristone (CTRL 2h + V.MIF e CTRL 2h + MIF), controle e estressados tratados com

mifepristone (CTRL 2h + MIF e REST 2h + MIF, CTRL 2h + MIF e COLD 2h + MIF)

bem como dos animais estressados tratados ou n&o com mifepristone

(REST 2h + V. MIF e COLD 2h + V. MIF e, REST 2h + MIF e COLD 2h + MIF).

Novamente, foi encontrada inexisténcia de diferengas dos efeitos do estresse por

contencdo e pelo frio sob o funcionamento da glandula pineal mesmo quando da

administracado de veiculo, entdo uma comparagao estatistica mais apurada se justifica.

Assim, o teste “t” ndo-pareado mostrou a inexisténcia de diferengas entre os grupos:

REST 2h + V.MIF e COLD 2h + V.MIF (p=0,7288; t=0,3633; gl=6) e, REST 2h + MIF e

COLD 2h + MIF (p=0,3401; t=1,036; gl=6). Portanto, ambos os estresses simplesmente

(sem qualquer manipulagdo farmacoldgica) ou ambos os estresses sob bloqueio da

agao corticosterona (tratamento com mifepristone) sao idénticos nos efeitos sobre a

glandula pineal. E importante ressaltar que, os grupos controles (tratado ou ndo com

mifepristone) ndo apresentaram diferengas (p=0,9517; t=0,06319; gl=6).
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A Figura 8 ilustra os efeitos do estresse por contencédo ou pelo frio mediante
tratamento prévio com mifepristone sobre a sintese de melatonina

da glandula pineal in vivo.
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Figura 8.Conteudo de melatonina (MEL) da glandula pineal de ratos submetidos ao
estresse por contengéo ou pelo frio tratados previamente com mifepristone.
Dados apresentados como média £ epm. P<0,05: ANOVA seguida do Teste

de Tukey-Kramer.

(*):p<0,05; (**):p<0,01, em relagédo ao grupo CTRL 2h + V.MIF
(#):p<0,05; (##): p<0,01, em relagao ao respectivo grupo CTRL 2h + MIF
($):p<0,05, em relagdo ao grupo REST 2h + V.MIF ou COLD 2h + V.MIF
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5.5.3 Experimento 7

Efeitos do estresse por contencdo e pelo frio mediante tratamento prévio com

talidomida sobre a sintese de melatonina da glandula pineal in vivo

a) Delineamento
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Para avaliagdo do conteudo de melatonina da glandula pineal, foram utilizados

30 ratos Wistar, com idade de 95 a 105 dias, agrupados em seis grupos:
CTRL 2h + V.TLM (n=5), CTRL 2h + TLM (n=5), REST 2h + V. TLM (n=5),

REST 2h + TLM (n=5), COLD 2h + V. TLM (n=5) e, COLD 2h + TLM (n=5).

A solugdo de talidomida foi administrada por gavage na dose de 50 mg/kg

uma hora antes da promocdo de cada um dos estresses, em mesmo intervalo foi

administrado veiculo especifico.

b) Resultados

As analises de variancia revelaram diferengas estatisticamente significativas dos

grupos comparados para os valores de melatonina da glandula pineal in vivo

(F(5/18)=8,839; p=0,0002). Ainda, o teste de Tukey-Kramer revelou diferengas

estatisticamente significativas entre os grupos tratados com veiculo, a saber:

CTRL 2h + V.TLM e REST 2h + V.TLM (p<0,05), CTRL 2h + V.TLM e

COLD 2h + V.TLM (p<0,05). Novamente, a administragao de veiculo ndo modificou as

diferengas promovidas pelo estresse, que ja tinham sido mostradas anteriormente

(Experimentos 4, 5 e 6). E também, houve diferengas dos animais controle tratados com

talidomida em relagdo aos estressados tratados com veiculo: CTRL 2h + TLM e

REST 2h + V.TLM (p<0,05) e, CTRL 2h + TLM e COLD 2h + V.TLM (p<0,05).
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Além disto, indiferengas entre os animais estressados tratados com veiculo e talidomida

exisitiram. Portanto, o protocolo de administragdo de talidomida nao interferiu nos

efeitos dos estresses sobre a glandula pineal.

Novamente, foi encontrada inexisténcia de diferencas dos efeitos do estresse por

contengdo e pelo frio sob o funcionamento da glandula pineal mesmo quando da

administragdo de veiculo, entdo uma comparagao estatistica mais apurada se justifica.

Assim, o teste “t” ndo-pareado mostrou a inexisténcia de diferengas entre os grupos:

REST 2h + V.TLM e COLD 2h + V.TLM (p=0,9011; t=0,1296; gl=6) e, REST 2h + TLM e

COLD 2h + TLM (p=0,7626; t=0,3162; gl=6). Portanto, ambos os estresses

simplesmente (sem qualquer manipulagao farmacoldgica) ou ambos os estresses sem a

presenca da citocina TNF em quaisquer compartimentos (tratamento com talidomida)

s&o idénticos nos efeitos sobre a glandula pineal. E importante ressaltar que, os grupos

controles (tratado ou ndo com talidomida) n&o apresentaram diferencas (p=0,9770;

t=0,03; gl=6).

A Figura 9 ilustra os efeitos do estresse por contengao ou pelo frio mediante

tratamento prévio com talidomida sobre a sintese de melatonina

da glandula pineal in vivo.
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Figura 9.Conteudo de melatonina (MEL) da glandula pineal de ratos submetidos ao
estresse por contengdo ou pelo frio tratados previamente com talidomida.
Dados apresentados como média £ epm. P<0,05: ANOVA seguida do Teste

de Tukey-Kramer.

(*):p<0,05, em relagdo ao grupo CTRL 2h + V.TLM
(#):p<0,05, em relagdo ao grupo CTRL 2h + TLM
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5.5.4 Resumo dos Resultados - Parte Il

Nesta terceira parte foi avaliado o papel da corticosterona sobre a atividade da
glandula pineal in vivo mediante inibicdo farmacolégica da sintese de corticosterona ou
bloqueio farmacolégico da acédo da corticosterona por meio do uso de agentes
farmacoldgicos especificos (metirapona e mifepristone, respectivamente).

A quantificagdo do conteudo de melatonina (MEL) em pineais revelou que ambos
0s estresses, estresse por contencdo ou pelo frio, por duas horas sdo capazes de
promover aumentos significativos da produgdo de melatonina. Adicionalmente, este
efeito sobre a glandula pineal foi independente da modalidade de estresse, o que foi
reforcado sobre cada uma das manipulagdes farmacoldgicas, as quais mantiveram
estas diferencas.

De forma interessante, o tratamento com veiculo especifico em cada
experimento aos animais controle ndo promoveram diferencas nos efeitos sob a
glandula (p=0,7613, t =0,3180; gl=6). Da mesma forma, o tratamento de veiculo
especifico aos animais estressados ndo promoveram diferengas (REST 2h + V.MET e
REST 2h + V.MIF: p=0,5089, t=0,7022, gl=6; COLD 2h + V.MET e COLD 2h + V.MIF:
p=0,7899, t =0,2786, gl=6). Portanto, o veiculo foi inerte tanto nos efeitos fisiologicos da
administracdo como nos efeitos farmacolégicos de agao.

Curiosamente, o tratamento prévio ao estresse com metirapona ou mifepristone
aboliu igualmente os efeitos sob a glandula (REST 2h + MET e REST 2h MIF:
p=0,0958, t =1,974, gl=6; COLD 2h + MET e COLD 2h + MIF: p=0,52, t=0,6831, gl=6).
Portanto, os agentes farmacoldgicos foram indistintos em abolir os efeitos de ambos os

estresses em aumentar significativamente o conteudo de melatonina da glandula pineal.
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Ainda, foi observado que o tratamento com talidomida para abolir (eventuais)
niveis cerebrais de TNF ndo modificou os efeitos de ambos os estresses, que poderiam

estar sendo diminuidos pela agao da corticosterona junto da citocina TNF.
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5.6 Delineamento - Parte IV
Papel da estimulacdo alfa-adrenérgica na vigéncia do estresse sobre a

funcionalidade da glandula pineal in vivo

O objetivo desta parte foi avaliar o papel da estimulacdo a-adrenérgica na
vigéncia do estresse sobre a atividade da glandula pineal in vivo por meio do uso de
agente farmacolégico especifico (fenilefrina).

Foram empregados, nesta parte, 30 ratos machos adultos com idade entre
98 e 104 dias divididos em seis grupos: CTRL 2h + V.FEN (n=5), CTRL 2h + FEN (n=5),
REST 2h + V. FEN (n=5), REST 2h + FEN (n=5), COLD 2h + V. FEN (n=5) e,
COLD 2h + FEN (n=5). O método de avaliagao consistiu da coleta e posterior analise do
seguinte parametro: conteudo de melatonina de glandulas pineais retiradas no meio do

periodo de escuro (6 a 8 horas apds o apagar das luzes, ZT18-ZT20).
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5.6.1 Experimento 8
Efeitos do estresse por contencédo ou pelo frio mediante tratamento conseguinte

com fenilefrina sobre a sintese de melatonina da glandula pineal in vivo

a) Delineamento

Para avaliagdo do conteudo de melatonina da glandula pineal, foram utilizados
30 ratos Wistar, com idade de 98 a 104 dias, agrupados em seis grupos:
CTRL 2h + V.FEN (n=5), CTRL 2h + FEN (n=5), REST 2h + V.FEN (n=5),
REST 2h + FEN (n=5), COLD 2h + V.FEN (n=5) e, COLD 2h + FEN (n=5).
A solucédo de fenilefrina foi administrada intraperitonialmente na dose de 0,4 mg/kg
imediatamente apds o término de cada um dos estresses, em mesmo intervalo foi

administrado veiculo especifico.

b) Resultados

As andlises de variancia revelaram diferencas estatisticamente significativas dos
grupos comparados para os valores de melatonina da glandula pineal in vivo
(F(5/18)=3,781; p=0,0162). Ainda, o teste de Tukey-Kramer revelou diferengas
estatisticamente significativas entre os grupos tratados com veiculo, a saber:
CTRL 2h + V.FEN e REST 2h + V.FEN (p<0,05), CTRL 2h + V.FEN e
COLD 2h + V.FEN (p<0,05). Nao havendo diferengas entre os animais controle
tratados com veiculo e com fenilefrina (p=0,7799; t=0,2923; gl=6), as diferengas dos
animais controle tratados com fenilefrina em relagdo aos estressados tratados com
veiculo existiram, como indicado: CTRL 2h + FEN e REST 2h + V.FEN (p<0.05) e,

CTRL 2h + FEN e COLD 2h + V.FEN (p<0,05). Contudo, diferengas entre os animais
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estressados tratados com veiculo e fenilefrina foram inexistentes. Portanto, o protocolo

de administracdo de fenilefrina ndo modificou 0 aumento de melatonina promovido por

ambos estresses.

A Figura 10 ilustra os efeitos do estresse por contengdo ou pelo frio mediante

tratamento prévio com mifepristone sobre a sintese de melatonina

da glandula pineal in vivo.
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MEL (ng/pineal)

Figura 10. Conteudo de melatonina (MEL) da glandula pineal de ratos submetidos ao
estresse por contencdo ou pelo frio tratados conseguinte com fenilefrina.
Dados apresentados como média + epm. P<0,05: ANOVA seguida do

Teste de Tukey-Kramer.

(*):p<0,05, em relagao ao grupo CTRL 2h + V.FEN
(#):p<0,05, em relagao ao grupo CTRL 2h + FEN
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5.6.2 Resumo dos Resultados - Parte IV

Nesta ultima parte foi avaliado o papel da estimulagao a-adrenérgica na vigéncia
do estresse sobre a atividade da glandula pineal in vivo por meio do uso de agente
farmacologico especifico (fenilefrina).

A quantificagdo do conteudo de melatonina (MEL) em pineais revelou que ambos
os estresses mesmo quando do tratamento com fenilefrina sdo capazes de manter os
aumentos significativos da produgdo de melatonina. Portanto, a estimulagéao
a-adrenérgica (por fenilefrina) juntamente da B-adrenérgica (do estado fisioldgico da
glandula) n&o interfere com os efeitos da corticosterona (do estresse) sobre o

funcionamento da glandula pineal.
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5.7 Resumo Geral dos Resultados

Cada uma das quatro partes desta tese revelaram importantes resultados para o
entendimento geral dos efeitos do estresse sobre o funcionamento da glandula pineal.
Assim, na Parte | (Caracterizacdo dos modelos de estresse) foi observado que ambas
as modalidades de estresse (contencdo ou frio) ndo s&o capazes de formar ulceras
gastricas nem produzir TNF em nivel plasmatico. Além disto, os estresses por
contencdo ou pelo frio promoveram aumento pronunciado de corticosterona que
permaneceu significativo até os 10 minutos apds aplicagdo dos mesmos.

Ja na Parte Il (Efeitos do estresse sobre a funcionalidade da glandula pineal in
vivo) mostrou-se que somente em duas horas do estresse por contengcédo ou pelo frio
existe aumento significativo da producéo de melatonina, porém os niveis do precursor
N-acetilserotonina ndo sdo modificados. Somado a isto, estes efeitos sobre a glandula
pineal ndo dependeram da modalidade de estresse aqui aplicados.

Na Parte Il (Papel da corticosterona sobre a funcionalidade da glandula
pineal in vivo frente ao estresse) foi observado que tanto o tratamento com metirapona
como com mifepristone foram capazes de abolir os efeitos de ambos os estresses em
aumentar significativamente o conteudo de melatonina da gléandula pineal, ainda, esta
abolicdo apresentou efeitos iguais. Ainda, foi observado que o tratamento com
talidomida para abolir (aventuais) niveis cerebrais de TNF n&o modificou os efeitos de
ambos os estresses, que poderiam estar sendo diminuidos pela acédo da corticosterona
junto da citocina TNF.

Na Parte IV (Papel da estimulagdao alfa-adrenérgica na vigéncia do estresse

sobre a funcionalidade da gléndula pineal in vivo) foi visto que o tratamento com
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fenilefrina n&do modifica os efeitos observados nos estresses aplicados isoladamente.
Portanto, a estimulacé&o a-adrenérgica (por fenilefrina) juntamente da (3-adrenérgica (do
estado fisiolégico da glandula) ndo interfere com os efeitos da corticosterona (do

estresse) sobre o funcionamento da glandula pineal.



6 DISCUSSAO
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Nosso objetivo foi testar se a corticosterona aumentada pelo estresse poderia
alterar a producdo de melatonina pela gléandula pineal em ratos. No inicio, duas
estratégias foram elaboradas para avaliar esta hipotese. A primeira abordagem foi
submeter os ratos a um modelo de estresse psicologico (ou processivo), entdo foi
escolhida a contengao (DAYAS et al., 2001; SCHIMITZ et al., 2002; MADRIGAL et al.,
2003). A segunda abordagem foi comparar os resultados prévios obtidos com um
modelo de estresse fisico (ou sistémico), entdo escolhemos o frio (ZOELLER et al.,
1990; BAFFI e PALKOVITS, 2000). Salientamos que a neurocircuitaria de aferéncia a
estes estresses sao bem diferentes, sendo melhor descritos ao estresse por contencao
(CULLINAN et al., 1995; IMAKI et al., 1995; DAYAS et al., 2001; VIAU e SAWCHENKO,
2002) do que ao estresse pelo frio (PACAK e PALKOVITS, 2001).
No entanto, ndés lembramos que a eferéncia € comum, o hormdnio corticosterona
(HERMAN e CULLINAN, 1997). A caracterizacdo de ambos os modelos foram
importantes em mostrar que sdo semelhantes em parametros importantes no contexto
deste projeto, assim a auséncia de qualquer manifestagao fisiopatoldgica detectavel,
revela a influéncia apenas, num primeiro momento, da ativacao do eixo HPA sobre a
glandula pineal. Os achados de ambos os estresses sobre a glandula pineal foram
idénticos o que nos levou a elaborar as seguintes questdes: O aumento de melatonina
foi coincidente com o pico de corticosterona? Ou desencadeado por corticosterona?
Desta forma, nos realizamos dois experimentos com ferramentas farmacoldgicas
classicas (metirapona e mifepristone) para responder a estes questionamentos.
Adicionalmente, nés pensamos que durante o estresse ha a produ¢cao aumentada de
corticosterona que juntamente a uma atividade B-adrenérgica na glandula pineal, acaba

por potencializar a produgdo de melatonina, contudo se a estimulagdo a-adrenérgica
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também estivesse presente poderia levar a uma modificacdo desta resposta? Para
testar esta hipdtese, os animais foram tratados com o agonista a-adrenérgico
fenilefrina.

Lembramos que, o resumo dos resultados pode ser revisto ao final da secao
Delineamento Experimental e Resultados (item 5.7).

Pelo fato do estresse promover uma resposta complexa coordenada
centralmente, envolvendo alteracbes de fungbes autonbmicas, enddcrinas,
comportamentais e cognitivas (DAYAS et al.,, 2001), além de imunoldgicas
(BESEDOVSKY e DEL REY, 2000). Ainda, uma gama consideravel de peculiaridades
existente na aplicagdo do estresse. E justificado certo grau de caracterizagdo de cada
um dos estresses aqui empregados para melhor entendimento dos efeitos sobre a
atividade da glandula pineal. Assim, cada um dos estresses foi caracterizado sob
diferentes esferas, a saber: patoldgica, imunoldgica e endécrina. Somado a isto, o uso
de duas modalidades de estresse de natureza distinta (psicoloégica ou fisica segundo
classificagao feita por SAWCHENKO et al., 1996) foi escolhido no sentido de auxiliar no
entendimento dos efeitos do estresse sobre a glandula pineal, e ainda, em virtude das
semelhangcas na caracterizacdo promoverem melhor robustez nos resultados
encontrados. Desta forma, foi primeiramente escolhido o estresse por contencao e,
posteriormente, o estresse pelo frio.

No sentido de avaliar a severidade dos estresses a diferentes intervalos de
tempo empregados neste projeto, foi realizada a analise macroscopica dos estdbmagos
a fim de verificar a presenga ou nao de ulceras. A investigagdo macroscopica bem
como a microscépica ndo evidenciou a presenga de Ulceras gastricas em quaisquer

grupos experimentais, o que indica auséncia de concentragbes plasmaticas de TNF,
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pois o tratamento com altas doses de indometacina em camundongos para induzir
Ulcera gastrica promove diminuicdo no aparecimento das mesmas quando houve
tratamento com talidomida e também em animais knockout para o receptor TNF-R1
(SOUZA et al., 2004). Neste trabalho, as concentragbes plasmaticas de TNF de fato
foram ausentes. Sendo a Ulcera gastrica uma manifestagdo fisiopatoldégica bem
caracteristica nos roedores em situagdes severamente estressantes (SILENE, 1988;
SENAY e LEVINE, 1967; DAS et al., 1997), entendemos que a aplicagdo da contencéo
como a exposic¢ao ao frio sdo modelos moderados de estresse.

A aplicacdo do estresse por contengdo como pelo frio em ratos foi capaz de
desenvolver ulceras gastricas por outros autores (SENAY e LEVINE, 1967). Ja estudos
de hipotermia em ratos observaram aumento das concentragcdes plasmaticas de TNF
mesmo sem a presenca de ulcera gastrica (KENTNER et al., 2002; FAIRCHILD et al.,
2004), existindo também niveis desta citocina quando estresse pelo frio com ulceras
gastricas (JIA et al., 2007).

Quanto a caracterizacdo na esfera imunoldgica foi avaliada a concentragao
plasmatica da citocina TNF. Os dois tipos de estresse empregados em diferentes
intervalos de tempo nao promoveram a producdo plasmatica de TNF conforme
apresentado anteriormente. E também justificada a mensuragédo desta citocina pelo fato
do uso de modelos de estresse neste estudo, os quais elevam as concentragdes de
glicocorticoides (HERMAN et al., 2003), e estes ultimos em estado elevado agem por
meio de receptores GR (revisto por DE KLOET et al. 1998), os quais quando ativados
podem promover inibicdo dos efeitos de citocinas inflamatérias que atuam pela vias de

sinalizagdo do NF-xB (REICHARDT et al., 1998), sendo que tanto GR como a via do
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NF-xB estdo comprovadamente presentes na glandula pineal (FERREIRA et al., 2005).
Adicionalmente, TNF atua por meio desta via de sinalizagéo (revisto por MEFFERT e
BALTIMORE, 2005). Estas relagbes inibitérias entre NF-kB e GR ativados sugerem
mecanismos para a compreensdo dos efeitos anti-inflamatérios da corticosterona
(SMOAK e CIDLOWSKI, 2004). Cumpre relatar que o estimulo estressante pode levar a
produgao da citocina pré-inflamatoria TNF em nivel plasmatico (LIU et al., 2007) ou em
nivel cerebral (MADRIGAL et al., 2002; MUNHOZ et al., 2004), entdo a produgao de
melatonina poderia ser reduzida ou suprimida pela inibicdo da maquinaria enzimatica
por efeito desta citocina (FERNANDES et al., 2006).

O estresse leva a produgdo de catecolaminas (noradrenalina e adrenalina) e
glicorticéides (LAPIZ et al., 2000; MCEWEN, 2000), os quais sdo capazes de modular a
produgao de citocinas (HADDAD et al., 2002; PADGETT e GLASER, 2003; SEKIYAMA
et al.,, 2006), além de outros aspectos do sistema imune na dependéncia do tipo e
duracédo do estresse (DHABHAR, 2003). Classicamente, niveis aumentados de
glicocorticoides estimulam a resposta do tipo Th2 e inibem a resposta do tipoTh1, assim
o estresse induz uma desregulac&o do balanco de citocinas Th1/Th2 (ELENKQOV, 2004).
Dentre as citocinas, o TNF e a IL-6 (citocinas pro-inflamatérias) destacam-se por serem
moléculas pleiotropicas produzidas por uma variedade de tipos celulares tanto da
periferia como do SNC (JANEWAY e MEDZHITOV, 2002). Desta forma, € importante
avaliar citocinas proé-inflamatdérias, particularmente TNF que é produzido em grande
quantidade frente a processos inflamatorios e em alguns tipos de estresse, no sentido
de interpretar de forma ampla as respostas fisioldgicas ao estresse.

A interacdo entre hormonios e citocinas durante estresse térmico pode influenciar
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a resposta imune em resposta aos desafios ambientais (DUGUE e LEPPANEN, 2000).
Em humanos, estresse pelo frio aumenta as concentragdes de IL-6, IL-2 e TNF (RHIND
et al., 2001). Em frangos de corte, o estresse pelo frio aumenta os niveis de IL-1
(HANGALAPURA et al., 2006). Em ratos, o estresse por contengdo como pelo frio por
imersao (ambos por 30 minutos) promoveram diminuigao das concentragdes séricas de
IL-2 e aumento das concentragdes seéricas de IL-6 e TNF (LIU et al., 2007). Ainda em
ratos, o estresse por contencdo por uma hora aumenta as concentragées de TNF no
sistema nervoso central (MADRIGAL et al., 2002). J& em camundongos, o estresse por
contencdo aumenta as concentracdes plasmaticas de IL-6 por meio de catecolaminas
tanto centrais como periféricas (TAKAKI et al., 1994; HIDEYUKI et al., 2001), além de
inibir a transcrigao da citocina IFN-y sem alterar as concentragbes da IL-4 (IWAKABE et
al., 1998), ainda, uma unica sessao de 2,5 horas é capaz de aumentar a expressao
génica de TNF (VISWANATHAN et al.,, 2005). O tratamento de camundongos com
anticorpos monoclonais anti-IL-6 (MP5-20F3) permite aumento de ACTH e
corticosterona plasmaticos quando os animais foram submetidos ao estresse por
contencdo, porém os niveis plasmaticos de TNF nos animais tratados apresentaram
significativamente aumentados até duas horas apds término do estresse, o que indica
IL-6 regulando negativamente os niveis de TNF de modo a colaborar na manutengéo da
homeostase (NUKINA et al., 1998). Vale destacar que, TNF € um fator importante na
adaptacéo de curto-prazo ao estresse cronico (MUNHOZ et al., 2004), pois aumenta a
liberagdo de ACTH (WALTON e CRONIN, 1989), ou seja, age como um ACTH-
secratogogo. Novamente, lembramos que ambas as modalidades de estresse
empregadas nao promoveram a produgdo plasmatica de TNF. O resumo destas

informacgdes sobre estresse e balanco de citocinas pode ser visto na Tabela 2.
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Tabela 2 - Relagao entre estresse e balango de citocinas.

Tipo de L ~ o .

P Espécie AlteragOes de Citocinas Literatura
estresse

Frio Humanos Aumenta IL-6, IL-2 e TNF. RHIND et al., 2001

- F d
Frio fangos de Aumenta IL-1. HANGALAPURA et al., 2006
Corte
Frio Rat Diminuigao IL-2 e, LIU et al.. 2007
alos Aumenta IL-6 e TNF. ea
Contengéo Ratos Aumenta TNF no SNC. MADRIGAL et al., 2002
Cailei ) TAKAKI et al., 1994;
Camundongos Aumenta IL-6. HIDEYUKI et al., 2001

Contengdo  Camundongos ~ MP© @ lranscricdo de IFN-y e, IWAKABE et al., 1998
Contengo  camundongos Aumenta a expressao VISWANATHAN et al., 2005

génica de TNF.

Quanto a caracterizagao na esfera endocrina, a avaliagdo das concentragbes
séricas de corticosterona serve como uma mensuracao indireta da ativacdo do eixo
HPA. Cumpre lembrar que, o eixo HPA faz parte da fisiologia normal dos organismos
(revisto por BUCKINGHAM, 2006), sendo que a corticosterona apresenta um ritmo
circadiano, o qual apresenta um pico que prepara o organismo para o despertar
(KALSBEEK et al., 1996). Durante o estresse, este eixo é reforgado, assim o horménio
corticosterona € produzido de forma mais intensa, e ligado ao tempo de estresse e néao
ao despertar (HERMAN et al., 2003).

A concentracdo sérica de corticosterona dos ratos submetidos ao estresse por
contencdo ou ao estresse pelo frio, ambos por duas horas, revelou que estes
produziram um rapido e transiente aumento da concentragdo deste hormdnio, que
permaneceu aumentado até os 10 minutos apds a finalizacdo dos estresses, entao

retornando aos valores observados nos animais naive, que seguiram valores
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compativeis aos encontrados nos ratos em periodos imediatamente antes e depois do
periodo noturno (KALSBEEK et al., 1996). Portanto, ambos os modelos de estresse
aqui empregados (contencao e frio) promoveram ativagdo pronunciada do eixo HPA,
observada pelo aumento significativo das concentragdes séricas de corticosterona.

O estudo de Bowers et al. (2008) fazendo uso, entre outros tipos de estresse, do
estresse por contencdo em aparato e do estresse pelo frio em camara fria a 4 °C,
ambos por duas horas, observaram aumento marcante na concentracido sérica de
corticosterona em torno de 410 e 350 ng/mL, respectivamente. Todavia, € dificil
confrontar os valores aqui encontrados para corticosterona devido as inumeras
peculiaridades na aplicagdo do estresse, e ainda, as significativas diferengas para:
o horario de aplicagcdo, os intervalos de tempo, os aparatos de contencdo e a
temperatura do frio, entre outros. Neste sentido, cumpre apontar que grande parte dos
estudos com estresse por contengao promovia dissociagao entre a fase clara ou escura
quando da aplicagdo desta modalidade de estresse, pois 0 aparato/aparelho comercial
nao leva em consideracao a manutencgao da intensidade luminosa. Isto aponta em duas
diregbes importantes. Estes estudos promoveram de alguma maneira uma
dessincronizagao e, em conseqliéncia, a confeccao de aparato proprio foi altamente
justificada. Salienta-se também o uso de lampada durante a aplicagdo do estresse pelo
frio, 0 que nao foi motivo de preocupacao de estudos fazendo uso da aplicacéo do frio
em camara (e ndo por imersao).

A glandula pineal produz como principal produto de secregcdo a indolamina
melatonina (LERNER et al., 1958). A quantificacdo desta indolamina a partir de

glandulas pineais in vivo permite verificar o funcionamento das mesmas. Nesta
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verificagdo, foram encontrados aumentos das concentragées de melatonina nos animais
submetidos ao estresse por contencéo ou pelo frio por duas horas quando comparados
aos animais submetidos somente ao isolamento social em gaiola moradia (CTRL) e,
animais submetidos aos estresses em menor intervalo de tempo (30 minutos;
REST 0.5h e COLD 0.5h). Cumpre salientar que ambos os estresses foram idénticos
nos efeitos sob a glandula pineal.

No processo de biossintese da melatonina pela glandula pineal, o precursor
imediato da melatonina destaca-se pela modulagcado da expressao e da atividade de sua
enzima (AA-NAT) pela citocina TNF (FERNANDES et al., 2006) e pelo hormdnio
corticosterona (FERREIRA et al., 2005), o referido precursor € a N-acetilserotonina.
Entdo, a quantificagdo da N-acetilserotonina a partir de glandulas pineais in vivo permite
verificar, de alguma forma, a modulagdo externa ao funcionamento da glandula pineal.
Na quantificacdo deste precursor, ndo foram encontradas mudangas significativas dos
seus niveis nos animais submetidos ao estresse por contengdo ou pelo frio por
30 minutos nem por 2 horas com relagdo aos animais controle. Desta forma, mesmo
que TNF em nivel cerebral quando da aplicagao do estresse (MADRIGAL et al., 2002;
MUNHOZ et al., 2004) estivesse presente este ndo teve efeitos marcantes sobre a
glandula pineal.

Os estresses por contencdo e pelo frio, por duas horas, aumentaram
significativamente o conteudo de melatonina da glandula pineal. Além disto, o
tratamento com metirapona ou mifepristone aboliu esta modulacédo diferenciada, além
destes tratamentos serem idénticos nesta resposta. Portanto, a potenciacdo na
producdo de melatonina é indubitavelmente causada pela corticosterona aumentada

resultante do estresse. Todavia, nenhuma diferenca no conteudo do precursor
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N-acetilserotonina foi observada o que n&o pode ser explicada somente por estas
abordagens farmacoldgicas. A agao da corticosterona ja foi descrita em glandulas
pineais em cultura pelo nosso grupo. Um de nossos estudos mostrou que a
corticosterona age na atividade da enzima AA-NAT e na transcricdo de seu gene em
cultura de pineais (FERREIRA et al., 2005). Outro estudo in vitro, mostrou que a
co-incubacado de corticosterona e noradrenalina aumentou a atividade da enzima
AA-NAT em forma de sino, e ainda, aumentou a atividade da enzima HIOMT de forma
dose-dependente (FERNANDES et al., 2009). Portanto, a modulagado da pineal pelo
estresse somente com potenciagcdo da producdo de melatonina e ndo da producgao de
N-acetilserotonina é totalmente coerente com a agdo bimodal da corticosterona sob
enzimas-chave da pineal envolvidas na sintese de melatonina. Além disto, a modulacao
fotoperiddica da sintese de melatonina ocorre pela modulagdo da enzima AA-NAT em
nivel de expresséo génica, ja a da enzima HIOMT em nivel transcricional (RIBELAYGA,
et al., 1999), o que reforca o efeito observado somente sobre o produto final,
melatonina.

Modulacdo da glandula pineal pelo estresse ja tinha sido anteriormente
observada também, porém com outras explicacbes sobre os efeitos do estresse sob
esta glandula.

A regulacado dos adrenoceptores beta da pineal ja foi implicada na resposta ao
estresse. O estresse de imobilizagcdo cronicamente reduziu a densidade destes
receptores e a atividade da enzima AA-NAT, consequentemente os niveis de
N-acetilserotonina. Contudo, a remocdo da medula da adrenal ndo preveniu esta
redugdo. Além disto, este mesmo estresse quando aplicado agudamente aboliu o

aumento induzido pelo escuro da atividade da enzima AA-NAT bem como nos niveis de
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N-acetilserotonina até 10 horas apds a sessao do estresse, sem mudar a taxa de
ligacdo dos adrenoceptores beta. Estes resultados indicaram que existiram mudangas
ma atividade simpatica neuronal e ndo diretamente mediado pelas elevagdes induzidas
por estresse nas catecolaminas plasmaticas (YOCCA e FRIEDMAN, 1984). Entretanto,
efeitos da corticosterona sobre a glandula pineal foram recusados.

Foi mostrado que o estresse por contencdo combinado com o frio € capaz de
aumentar os conteudos de N-acetilserotonina e de melatonina de pineais (OXENKRUG
e MCINTYRE, 1985). Este efeito foi parcialmente prevenido pelo pré-tratamento com
lorazepam, visto que o “turnover” de serotonina encontrava-se diminuido em animais
estressados, mas ndo em animais estressados pré-tratados com lorazepam, sugerindo
a inibicdo da monoamina oxidade (MAO) induzida pelo estresse (OXENKRUG e
MCINTYRE, 1985), na sequéncia, elucidado que somente a inibicao seletiva de MAO-A
(por meio do tratamento com clorgilina) e ndo MAO-B (por meio do tratamento com
selegilina) era a responsavel pelo aumento nos niveis de melatonina (OXENKRUG et al.
1985). Posteriormente, foi comprovado por este mesmo grupo de pesquisa que de fato
o estresse promovia inibicdo da MAO no SNC, pois o estresse por contencao
combinado com o frio por duas horas aumentou significativamente as concentra¢des
cerebrais de um inibidor endogeno da MAO, a tribulina (BHATTACHARYA et al., 1988).
Portanto, neste conjunto de resultados os efeitos do estresse sobre a pineal foram
implicados pela inibi¢gao indireta da MAO.

Outro estudo deste mesmo grupo descreveu os efeitos do precursor de
serotonina, 5-hidroxitriptofano (5-HTP), sob a sintese de melatonina em ratos jovens e
senis. A administracdo de 5-HTP aumentou os conteudos de melatonina da pineal

apenas em ratos senis, mas nao em ratos jovens, ambos em condi¢des de claro-escuro
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12:12 horas. Todavia, condigdes de claro constante por 72 horas, os efeitos do 5-HTP
foi oposto do achado anterior, ou seja, ele aumentou apenas melatonina em animais
jovens, mas ndao em animais senis. Estes achados foram discutidos com base em
estudos prévios sobre a “up-regulation” dos adrenoceptores beta pela luz constante em
animais senis, e sugeriram que o decréscimo relacionado a idade na sintese de
melatonina nao esta inteiramente relacionado a mudancas da maquinaria enzimatica
para a sintese de melatonina, participando também, os receptores (MCINTYRE e
OXENKRUG, 1991). Sendo suportado por estudo anterior em que havia observado que
corticosterona potencia a produgdo de melatonina da glandula pineal na presenga de
baixas concentracbes de noradrenalina e, no sentido oposto na presenca de altas
concentragdes (YUWILER, 1989).

Nesta direcdo, corticosterona pode ter um efeito dualistico sobre a glandula
pineal, ndo exclusivamente dose-dependente e sim do estado fisiologico em que a
glandula pineal encontra-se no momento de incubagdo com corticosterona ou de
exposigcao a corticosterona. Na vigéncia da estimulacdo de adrenoceptores alfa e beta
(altas concentragdes de noradrenalina ou incubagédo das glandulas com agonistas a- e
B-adrenérgicos), a corticosterona inibe a produgdo de melatonina, opostamente, na
vigéncia de estimulacdo apenas de adrenoceptores beta (baixas concentracbes de
noradrenalina ou incubagdo apenas com agonista seletivo [(-adrenérgico), a
corticosterona potencia a produgao de melatonina (FERNANDES, 2009). Corticosterona
alcanga a glandula pineal de ratos conforme estudos de microdialise (FERNANDES et
al., 2009) e pode agir em receptores de GR presentes na mesma (FERREIRA et al.,
2005). Assim, podemos inferir que as condigdes de estresse usadas neste trabalho

agiram por meio da costicosterona sobre a glandula pineal num estado fisiolégico em
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que apenas (ou mais intensamente) adrenoceptores beta foram ativados. Somado a
isto, ocorre ativagcdo do sistema noradrenérgico quando da presenca de estresse
agudo, como os empregados aqui (revisto por MORILAK et al., 2005).

Lembrar que a inervagao da pineal é feita principalmente pela por¢ao autonémica
simpatica, provindo dos ganglios cervicais superiores (BLACKSHAW e SNYDER, 1997),
que libera noradrenalina (KLEIN, 1985), sendo a cascata da via de transdu¢cao AMPc-
proteina quinase A decorrente da estimulagcdo de adrenoceptores beta-1 (SUGDEN et
al., 1984). Estes receptores apresentam ritmicidade diaria com maior densidade na
transicao de fases (ROMERO e AXELROD, 1974; PANGER et al., 1990), lembrando
que o término da aplicacdo do estresse foi ao final da fase de claro, o que reforca a
hipétese aqui formulada. Além disto, os efeitos aqui encontrados do estresse
(independente de sua natureza) sobre a glandula pineal em aumentar a produgao de
melatonina sem alterar os niveis de seu precursor N-acetilserotonina podem ainda ser
compreendido pelos achados in vitro em que a agéo da corticosterona sobre a atividade
da enzima AA-NAT na presenga de noradrenalina ocorre na forma de sino, ou seja,
concentragdes menores potenciam esta atividade e concentragdes maiores possuem
efeito inverso e, também, corticosterona aumenta de modo dose-dependente a
atividade da enzima HIOMT (FERREIRA et al., 2005). No mesmo sentido, a cultura de
glandulas pineais de ratos adrenalectomizados mostrou que a estimulagao destas por
noradrenalina promovia alteragdo somente do conteudo de melatonina e ndo dos outros
componentes da reacdo de biossintese, assim mostrando o papel destacado da
corticosterona na ultima reagao da biossintese (FERNANDES, 2009).

Uma série de estudos reforca este efeito de resposta ao estresse em

adrenoceptores alfa, e também, adrenoceptores beta. Um estudo pioneiro de Klein et al.
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(1983) mostrou que a N-acetilstransferase da pineal foi regulada por noradrenalina por
meio de adrenoceptores alfa e beta pos-sinapticos. Na sequéncia, Sugden e Klein
(1984) demonstraram a presenga de adrenoceptores alfa nas membranas dos
pinealdcitos. A partir disto, a potenciacdo da producdo de melatonina por meio dos
adrenoceptores alfa em resposta a ativacdo do tempo-escuro foi sequencialmente
demonstrada (KLEIN, 1985; KLEIN et al., 1992). Adicionalmente, uma sequéncia de
artigos conduzidos por Reiter (1991) implicou a verdadeira extensdo da contribui¢cado da
producdo de melatonina por adrenoceptores alfa, algo em torno de 15%. Entretanto,
nenhum efeitos em ratos com idade superior a 8 semanas foram observados (RUBIO et
al., 1993; WAGNER et al., 2000; TOBIN et al., 2002). Nés lembramos que o tratamento
com fenilefrina em ratos estressados e ndo estressados ocorreu, nesta tese, em idade
superior a 12 semanas o que reforca novamente nossa hipétese que a modulagao
diferenciada da pineal pelo estresse é devido a corticosterona.

Ambos os sistemas, simpato-adrenomedular periférico (SAS) e
catecolaminérgico central, sdo ativados por muitos tipos de estresses (LAPIZ et al.,
2000). Contudo, os efeitos do estresse sobre o sistema noradrenérgico pode ser
negativo ou positivo; isto depende das condi¢des do estresse, tais como: tempo,
duracgao e natureza, bem como da estrutura neural avaliada.

Foi demonstrado que estimulos estressores, tais como: capsaicina, acido
cloridrico, pressdo mecanica, quente e frio, sdo capazes de aumentar a adrenalina
plasmatica em ratos imobilizados (MRAVEC et al., 2008). De maneira semelhante aos
estresses feitos aqui, imobilizagao (bandagem por duas horas; sessédo unica) diminuiu
os estoques de catecolaminas (~39%) em tecidos centrais como periféricos, e o

estresse pelo frio (4°C por duas horas; uma unica sessao) nado afetou os estoques
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catecolaminérgicos do hipotalamo, mas reduziu a dopamina do hipocampo (~20%)
como a noradrenalina em tecidos periféricos, enquanto os niveis de adrenalina
permaneceram inalterados (DRONJAK e GAVRILOVIC, 2006).

O receptor CRF (do inglés, corticotropin-releasing factor receptor type 1) no
nucleo paraventricular modula a resposta ao estresse em dois niveis, o eixo HPA e o
SAS, pois o bloqueio central de CRF4 reduz os aumentos dos niveis plasmaticos de
adrenalina (mas nao de noradrenalina) e corticosterona durante a aplicagéo do estresse
(imobilizagédo), além de mostrar um mecanismo adicional de potenciacdo do ACTH em
nivel da pituitaria (JEZOVA et al., 1999). Os adrenoceptores alfa-1 sdo capazes de
modular os niveis de RNAm de CRF no nudcleo paraventricular, visto que estes
aumentam cerca de 131 % apds administragcdo i.c.v repetida (cada 6 horas até
24 horas) de metoxamina (agonista a1-adrenérgico) no PVN, mas estes niveis de
RNAmM nao foram modificados 4 horas apds uma unica injegdo desta droga; prazosin
(antagonista a1-adrenérgico) ndo reverteu este aumento nos niveis do RNAm do CRF
apos 4 horas do estresse agudo (KISS e AGUILERA, 2003). Portanto,
os adrenoceptores alfa-1 auxiliam o aumento de longo-prazo dos niveis do RNAm do
CRF durante estresse prolongado. Modulagédo do CRF4 e dos adrenoceptores beta-2
em resposta ao estresse foi reportada. O estresse por contengédo agudamente (30
minutos; uma unica sessao) em camundongos promoveu uma marcante indugao de
ICER (do inglés, inducible cAMP early repressor) no lobo intermédio (IL) da glandula
pituitaria (MAZZUCCHELLI e SASSONE-CORSI, 1999). Além disto, a estimulagao
adrenérgica direciona a indugdo de ICER no IL por meio da ativacdo de ambos,
adrenoceptores beta-2 e CRF4, sendo que estes receptores estdo acoplados a via de

sinalizacdo da adenil ciclase, inducdo prévia de ICER no IL estd envolvida na
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expressao génica em resposta ao estresse.

Estudos sobre a neurocircuitaria de resposta ao estresse também consideraram
o locus coeruleus (LC) localizado na regido do tronco encefalico, este tem papel crucial
na resposta de despertar e na resposta rapida ao estimulo estressante e de alerta.
Lesdes no LC (por injecao bilateral de 6-hidréxi-dopamina) reduziram o pico plasmatico
de ACTH e de corticosterona ao estresse agudo (contengao por 30 minutos, sessao
unica), opostamente, estas lesbes ndo modificaram os niveis plasmaticos de ACTH e
corticosterona ao estresse cronico (contengdo por 30 minutos; 4 semanas). Desta
maneira, o locus coeruleus é uma regiao HPA-excitatoria para respostas ao estresse
agudo (ZIEGLER et al., 1999). Existe uma conexao entre o PVN e o LC (HWANG et al.,
1998) bem como uma relagéo entre LC e pineal observada mais evidente na presenca
de doengas neurodegenerativas, tal como Sindrome de Parkinson (SANDYK, 1989). O
LC foi identificado como um componente “upstream” da neurocircuitaria que parte do
cortex pré-frontal dorso-medial (MPFC), o qual modula a ativagédo do eixo HPA no
estresse psicolégico (RADLEY et al., 2008). Ainda sobre o mPFC, o estresse pelo frio
de forma cronica (5 °C; 2-3 semanas) foi capaz de aumentar a noradrenalina
extracelular, o que foi parcialmente revertido pela administracdo i.c.v. prévia de
antagonista de CRF (D-Phe-corticotropin-releasing hormone) indicando que CRF
endogeno nao modula a liberagdo de noradrenalina em resposta ao choque na cauda
em ratos expostos cronicamente ao frio (MURPHY et al., 2003).

No mesmo sentido, outra estrutura relevante € a amigdala basolateral (BLA) por
que esta responde a uma variedade de estressores ao passo que recebe massiva

inervagdo noradrenérgica proveniente do LC. Exposigdo crénica ao frio promove
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aumento de noradrenalina em grande parte de neurdnios da BLA, o que produz uma
facilitacdo de respostas evocadas pela estimulagdo de entradas corticais (entorhinal e
sensorial), entdo respostas a um estimulo estressor agudo é possivel mesmo quando
estresse cronico existe (BUFFALARI e GRACE, 2009). Diferentemente, a fungdo dos
adrenoceptores alfa-2 no nucleo central da amigdala (CeA) foi implicada como
necessario para hipoanalgesia induzida pelo estresse (ORTIZ et al., 2008).
Curiosamente, ha tempos ja se sabe do envolvimento da amigdala na modulagao da
glandula pineal, visto que pinealectomia modifica em longo-prazo o sistema
serotoninérgico da amigdala, diminuindo os niveis do acido 5-hidroxi-indol-3-acético e a
atividade da triptofano-hidroxilase (MIGUEZ et al., 1991).

Outra estrutura relacionada a resposta ao estresse, particularmente ao sistema
noradrenérgico, € a amigdala medial (MeA), a qual tém sido implicada na modulagao da
ativacao do eixo HPA quando o estimulo estressor ocorre. O estresse de imobilizagao
agudamente eleva a noradrenalina em dialisados e o ACTH no plasma. Somado a isto,
a administracdo na MeA de um antagonista de adrenoceptores alfa-1 (benoxathian)
mostra diminuicdo da noradrenalina de modo dose-dependente, e também, os niveis
plasmaticos de ACTH, mas injecdo conjunta de antagonistas de
adrenoceptores beta-1 e beta-2 na MeA nado tem efeitos significativos. Entdo, a
liberagcdo de NA em resposta ao estresse ocorre na MeA e agem primariamente por
meio de adrenoceptores alfa-1 (MA e MORILAK, 2005a). Estes mesmos autores
mostraram efeitos semelhantes para o estresse pelo frio crénico e intermitente (4 °C;
7 dias; 6 horas/dia) nos niveis de NA do PVN (MA e MORILAK, 2005b). Neste trabalho,

foi encontrado uma reducdo nos niveis de ACTH em animais estressados apods a
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microinjecéo bilateral de antagonista de adrenoceptores alfa-1 (benoxathian) no PVN.
Adicionalmente, eles mostraram que o estresse croénico aumentou de modo
dose-dependente os niveis de ACTH pela microinjegdo de fenilefrina no PVN. Assim, a
secrecdao de ACTH em resposta ao estresse ocorre no PVN via adrenoceptores alfa-1
no estresse agudo (MA e MORILAK, 2005b). Estudo prévio tinha mostrado que a
distribuicdo da imunoreatividade a adrenoceptores alfa-1B sobrepunha em parte com a
distribuicdo da imunoreatividade a c-Fos induzida no PVN pelo estresse de contencéao
ou administragdo de solugdo salina hipertbnica. Ainda, pré-tratamento sistémico com
prazosin falhou em atenuar expressao de c-FOS induzida pelo estresse no PVN bem
como a secregdo de corticosterona seguida ao estresse por contengdo. Portanto, a
resposta ao estresse depende dos adrenoceptores alfa-1 hipotalamicos (WILLIAMS e
MORILAK, 1997).

Salienta-se que os efeitos do estresse sobre adrenoceptores sdo bastante
variados na dependéncia das condigdes do estresse anteriormente mencionadas e
também dos tecidos estudados. Entdo, nds apresentamos dois estudos mais
relacionados a este.

Um primeiro estudo, fazendo uso do estresse de contengdo agudo em aparato
por 2 horas, mostrou que efeitos cerebrais e cardiacos ocorrem somente via
adrenoceptores alfa-1 e ndo por adrenoceptores alfa-2. Primariamente, este estudo
mostrou que nucleos da estria terminal (BST) exercem papel nas respostas
cardiovasculares ao estresse via sistema noradrenérgico, pois a microinje¢ao bilateral
de um bloqueador sinaptico inespecifico (CoCl,, cloreto de cobalto) através da BST
aumentou a frequéncia cardiaca (taquicardia), enquanto o pré-tratamento na BST com

antagonista seletivo de adrenoceptores alfa-1 (WB4101) causou efeitos semelhantes ao



Estresse e Funcido Pineal - Tese de Doutorado - Discussdao 199

cloreto de cobalto, indicando que a neurotransmissao noradrenérgica local esta
envolvida nos efeitos inibitérios da BST na frequéncia cardiaca em resposta ao
estresse. Adicionalmente, o tratamento na BST com doses equimolares de antagonista
de adrenoceptores alfa-2 (RX821002) ou de antagonista de [-adrenoceptores
(propanolol) ndo modificou a frequéncia cardiaca. Portanto, a influéncia inibitéria da
BST na resposta cardiaca ao estresse de contencdo € mediada por adrenoceptores
alfa-1 (CRESTANI et al., 2009).

Um segundo estudo, fazendo uso do estresse pelo frio agudo e crénico
(2 semanas) em sala com temperatura aclimatizada (5 °C) por 3 horas, mostrou que a
termorregulagcdo ocorre na area pré-optica medial (mPOA) sobre a estimulagdo de
adrenoceptores alfa-1 também. Neste estudo, o estresse pelo frio promoveu aumento
significativo na temperatura corporal interna e na frequéncia cardiaca, mas diminuiram
a temperatura da pele da cauda em ambos os estresses, agudo ou crbnico. Entretanto,
0 aumento dos niveis extracelulares de NA na mPOA devido ao estresse pelo frio foi
observado somente na exposi¢gao aguda e néo crdnica, entdo os mesmos parametros
foram mensurados durante a perfusdo com antagonista de adrenoceptores alfa-1
(fenoxibenzamina) quando a exposigéo ao frio ocorria. Esta ferramenta farmacoldgica
promoveu uma acentuada hipotermia com bradicardia somente na exposigao aguda ao
frio. Desta forma, a NA na mPOA modula a termoregulagdo em resposta ao estresse
pelo frio agudo via adrenoceptores alfa-1 e ndo na sua forma cronica ja que outros
receptores estdo agindo que ndo adrenoceptores alfa-1 (SAITO et al., 2008).

Juntos, frio e contengdo (ambos agudamente), promovem estresse com efeitos

em adrenoceptores alfa-2 em trés estruturas cerebrais: hipocampo (decréscimo da
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densidade destes receptores), amigdala (decréscimo da densidade e aumento da
afinidade destes receptores) e mesencéfalo (aumento da densidade e diminuigdo da
afinidade destes receptores). Estes resultados mostraram que as alteragdes pelo
estresse por contegdo-frio agudo ocorrem por mudangas nos niveis de NA nas
seguintes estruturas hipocampo, amigdala e mesencéfalo com uma importante
associacao entre “turnover” do neurotransmissor e fungao do receptor (NUKINA et al.,
1987). Ainda, estresse por contengcao agudo (2 horas; sessao unica) ndo tem efeitos
nos sitios de ligagcado do transportador de noradrenalina (NET) ou dos adrenoceptores
beta, diferentemente, quando aplicado cronicamente (2 horas/dia; 7 dias) diminui os
sitios de NET na amigdala, hipotalamo e locus coeruleus, com discreto efeito nos
adrenoceptores beta destas regides (ZAFAR et al., 1997). A interacao funcional entre
receptores para opidides, adrenoceptores e estresse em modular aprendizado estado-
dependente e memoéria também é relatado (HOMAYOUN et al., 2003).

O desamparo apreendido observado em resposta ao estresse € atribuido
especificamente aos adrenoceptores alfa-2C e ndo aos subtipos 2A ou 2B. A expressao
aumentada de adrenoceptores alfa-2C aumenta o tempo de imobilidade de
camundongos no teste de natacdo forgcada, ou seja, estes receptores promovem o
desenvolvimento do desamparo aprendido. Em adi¢cdo, expressdo aumentada de
adrenoceptores alfa-2C foi relacionada a corticosterona aumentada apds estresses
repetidos, além de responsavel pelo balango dopaminérgico e serotoninérgico no
cérebro, mas nao o “turnover” de noradrenalina (SALLINEN et al., 1999).

Diferengcas na resposta ao estresse sobre o sistema noradrenérgico entre
linhagens de ratos s&o apresentadas na literatura. Uma importante comparagéo entre

linhagens de ratos sobre a resposta apo estresse € entre a linhagem Wistar-Kyoto e
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sua aparentada Wistar. Assim, foi encontrado que estresse por contengdo agudo
(30 minutos, sessao unica) muda a expressao de mRNA para muitos componentes do
sistema noradrenérgico no locus coeruleus (LC) e na medula da adrenal. Os achados
foram os seguintes: a) no LC — a expressdao de mRNA da enzima tirosina hidroxilase
aumentou 40% em ratos Wistar aos 30 minutos retornando aos valores basais em
2 horas, enquanto ratos Wistar-Kyoto mostraram somente um aumento n&o siginicativo
de 29% em 2 horas; b) na adrenal - a expressdo de mRNA da enzima tirosina
hidroxilase aumentou em ratos Wistar-Kyoto em 2 horas com nenhuma alteragcdo nos
ratos Wistar. Além disto, 0o mMRNA de NET e dos adrenoceptores alfa-2 permaneceram
inalterados pelo estresse de contengdo em ambas as linhagens (SANDS et al., 2000).
Uma outra comparagao importante é feita entre as linhagens Wistar-Kyoto e
Sprague-Dawley. O estresse pelo frio crénico (4 °C; 4 horas/dia; 7 dias) promoveu
sensibilizagado da liberagdo de NA na BST de ratos Wistar-Kyoto, e também, restaurou a
facilitacdo noradrenérgica de sua resposta ao eixo HPA imediata-elevada
diferentemente do observado em ratos Sprague-Dawley (PARDON et al., 2003).
Contudo, estes dados sao opostos em relagdo a CeA, MeA, BST, mPFC e septo lateral,
onde através de microinje¢cdes de antagonistas de adrenoceptores diretamente nestas
regides apresentaram efeito modulatorio de deficiéncia de NA em ratos Wistar-Kyoto
quando comparados aos Sprague-Dawley (MORILAK et al., 2005). Portanto, pode-se
concluir que os efeitos modulatérios do estresse sobre o sistema noradrenérgico sé&o
mais exuberantes na linhagem Wistar seguido da Wistar-Kyoto e da Sprague-Dawley.
Estresse cronico apresenta muitas circunstancias em resposta ao estresse sobre

o sistema noradrenérgico. Desta forma, o isolamento social (em caixa moradia por 21
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dias) produz deplecdo dos estoques de NA hipotaldamica (~18%) e dopamina
hipocampal (~20%) sem modificar nos tecidos periféricos (DRONJAK e GAVRILOVIC,
2006). Um estudo comparou o estresse crbnico e agudo nesta mesma visdo, foi
observado que o isolamento social de longa duragao (21 dias) e natacédo forcada
repetida tém efeitos menores nas concentragbes periféricas de catecolaminas (niveis
plasmaticos de noradrenalina e adrenalina), mas os animais nesta situagdo quando
submetidos a estressores agudos tem aumento acentuado nos niveis plasmaticos de
noradrenalina e adrenalina (PAJOVIC et al., 2006). O estresse pelo frio crénico (5 °C;
2 semanas) aumenta em 65% os niveis de NA extracelulares no mPFC quando
desafiado com choque agudo na cauda (FINLAY et al., 1997). Ainda, choque
intermitente nas patas cronicamente (0,6 mA; 30 minutos/dia; 14 dias) ndao exibe
qualquer aumento nos niveis de NA extracelulares quando submetidos ao mesmo
desafio anterior (JEDEMA et al., 1999). Portanto, estes dois ultimos dados sugerem que
a natureza do estressor promove diferengas no desenvolvimento da liberagao
sensibilizada de NA. Nesta direcdo, o isolamento de longa duracédo bem como a
superlotacdo de longa duragdo aumentam os niveis plasmaticos de ACTH e
corticosterona sem modificar os niveis plasmaticos de NA e adrenalina, mas quando
desafiados com imobilizagdo ou frio por duas horas, os niveis plasmaticos de NA e
adrenalina aumentam. Adicionalmente, os niveis plasmaticos de ACTH foram
significativamente mais elevados em animais superlotados por longa duragédo do que os
isolados por longa duragcdo (DRONJAK et al., 2004). Portanto, o isolamento € um
estressor mais forte que a superlotagdo ao menos em condi¢des de longa duragao.

Como apresentado anteriormente os efeitos do estresse sdo diferentes em
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relacdo a duragéo (agudo ou crénico), mas os estressores sdo também diferentes em
relacdo ao tempo dos efeitos, sendo: imediatos, curta duragdo e longa duragéo.
Exemplificando, o estresse de imobilizagdo agudo (1 hora; sessdo unica), crénico
(1 hora/dia; 14 dias) e crdénico intermitente (1 hora; aleatoriamente por 60 dias) foram
estudados em ratos machos Sprague-Dawley eutanaziados imediatamente apos,
6 horas e 24 horas do ultimo estressor. O efeito imediato do estresse agudo foi uma
reducdo nos niveis de NA hipotalamicos e marcante aumento nos niveis de sulfato-
MHPG (do inglés, 3-methoxy-4-hydroxyphenylethylene-glycol sulfate) no hipotalamo,
hipocampo, cértex e LC. Em contraste, imediatamente apds o ultimo estressor do
esquema crénico ou cronico intermitente, nenhuma alteragdo na concentragcdo de NA
foi observada enquanto o sulfato-MHPG mostrou um discreto aumento nas quatro
regides cerebrais avaliadas quando comparado ao estresse agudo. O estresse agudo
induziu alteragcdes que foram normalizadas dentro de 6 horas, enquanto os outros
estresses mantiveram estas mudancgas por até 6 a 24 horas. Cumpre salientar que os
adrenoceptores beta no cértex mantiveram-se inalterados apés todos os paradigmas de
estresse (HELLRIEGEL e D'MELLO, 1997). Portanto, os efeitos do estresse sobre o
sistema noradrenérgico sdo duragao- e tempo-dependentes.

Anteriormente, discutimos sobre os efeitos do estresse sobre adrenoceptores
sobre o sistema nervoso central. Neste momento, discorreremos os efeitos do estresse
sobre os tecidos periféricos.

Foi mostrado que, o estresse por contengcdo agudo diminui a afinidade de
adrenoceptores beta-1 atriais (por metoprolol) o que depende das glandulas adrenais,
visto que dois dias apds adrenalectomia bilateral estes efeitos sdo abolidos e a infusédo

venosa de NA junto de adrenalina ndo tem efeitos (CAPAZ e DE MORAES, 1988).
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Portanto, conclui-se que os efeitos cardiacos do estresse acontecem pelos
corticosterodides adrenais. Recentemente, isto foi fortemente confirmado (TILLINGER et
al., 2008). Neste trabalho, ratos expostos agudamente e cronicamente (28 dias) ao frio
mostraram um aumento significativo nos adrenoceptores beta-3 no ventriculo esquerdo,
mas sem alterar os subtipos beta-1 e beta-2. Diferentemente, uma unica imobilizagao
diminui os niveis de mMRNA dos adrenoceptores beta-2 em atrio esquerdo e ventriculos
em relagdo ao estresse pelo frio agudo. Somado a isto, ambos os estresses (frio e
imobilizacdo) foram capazes de diminuir os niveis de mMRNA dos adrenoceptores
alfa-1B no coragdo. Portanto, a expressao génica dos diferentes subtipos de
adrenoceptores no coragdo € regulada diferencialmente na dependéncia do tipo de
estresse num padrao semelhante a muitas estruturas cerebrais.

Pela longa discussdo dos efeitos do estresse sobre os niveis de adrenalina e
noradrenalina apresentamos adiante um resumo destes. Como apresentado
anteriormente, os efeitos do estresse nos niveis de adrenalina s&o controversos. Alguns
estudos mostram que diferentes estresses agudos aumentam esta catecolamina no
sangue (JEDEMA et al., 1999; PAJOVIC et al., 2006; MRAVEC et al., 2008). Outros
autores nao observaram qualquer modificagéo plasmatica (DRONJAK e GAVRILOVIC,
2006). De forma semelhante, os niveis de noradrenalina s&o afetados pelo estresse de
diferentes maneiras, entdo aumento foi encontrado no plasma (JEDEMA et al., 1999;
PAJOVIC et al., 2006) e no sistema nervoso central (FINLAY et al., 1997; MURPHY
et al., 2003; MA e MORILAK, 2005a; SAITO et al., 2008; BUFFALARI e GRACE, 2009;),
bem como decréscimo no plasma (DRONJAK e GAVRILOVIC, 2006) e no sistema
nervoso central (HELLRIEGEL e D'MELLO, 1997; DRONJAK e GAVRILOVIC, 2006)

sao também observados, além de nenhuma alteragdo da noradrenalina no sistema
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nervoso central (JEDEMA et al., 1999; SALLINEN et al., 1999).

A competéncia do estresse em modular os adrenoceptores tem grande variagao
na literatura conforme apresentado nesta discussdo, assim no sentido de relembrar
estes tantos efeitos relatados apresentamos a seguir um resumo. O estresse foi capaz
de modular adrenoceptores alfa-1 (MA e MORILAK, 2005a; MA e MORILAK, 2005b;
SAITO et al.,, 2008; CRESTANI et al., 2009), adrenoceptores alfa-1B (WILLIAMS e
MORILAK, 1997; TILLINGER et al., 2008), adrenoceptores alfa-2 (NUKINA et al., 1987;
ORTIZ et al., 2008), adrenoceptores alfa-2C (SALLINEN et al., 1999), adrenoceptores
beta sem subtipo especificado (ZAFAR et al., 1997), adrenoceptores beta-1 (CAPAZ e
DE MORAES, 1988), adrenoceptores beta-2 (TILLINGER et al., 2008), e também
adrenoceptores beta-3 (TILLINGER et al., 2008).

Noés discutimos exaustivamente aqui que estresse age sobre adrenoceptores por
diferentes meios e modos, mas ndés ndo discutimos ainda a regulagdo do sistema
noradrenérgico por receptores de corticosterdides, sejam receptores para
mineralocorticoides (MRs) ou glicocorticéides (GRs). Isto ocorre por que a literatura
especializada tem poucos artigos sobre isto. Um importante artigo mostrou que o
tratamento por 35 dias com prazosin (antagonista de adrenoceptores alfa-1) nado tem
efeitos em ratos bons respondedores, mas marcadamente reduziu MRs e GRs
hippocampais bem como aumentou a secrecao de corticosterona induzida por estresse
em ratos maus respondedores. Explicando, os ratos bons respondedores sdo aqueles
que exibem um atraso na curva de decaimento de corticosterona seguida do estresse
de contencdo agudo, e o0 oposto sdo os maus respondedores. Além disto, os ratos
maus respondedores quando adrenalectomizados permitiram que o tratamento com

prazosin reduzisse os niveis de MRs hipocampais, mas sem alterar os GRs (KABBAJ et
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al., 2007). Portanto, estes achados mostraram regulagao diferencial pela noradrenalina
tanto de MRs como de GRs hipocampais nos dois tipos de ratos respondedores.
Efeitos semelhantes foram encontrados em humanos (ZUCKERMAN-LEVIN et al.,
2001). Particularmente, foi observado que em pacientes com deficiéncia (isolada) de
glicocorticéides devido a irresponsividade ao ACTH, os quais apresentam resposta
minima ao estresse, quando submetidos a trés niveis de estresse agudo: (1) levantar e
assumir rapidamente a postura ereta, (2) frio por pressao e, (3) exercicio; eles tiveram
aumentos em NA como um mecanismo compensatério aos baixos niveis de adrenalina.
Entdo, € possivel concluir que os glicocorticoides adrenais sdo essenciais para a
secrecao de adrenalina.

Portanto, de acordo com a literatura, o estresse pode atuar sobre todos os
adrenoceptores, mas vale lembrar também (apesar de escassa literatura) que a
regulacao do sistema noradrenérgico na vigéncia do estresse pode ocorrer por CRF via
adrenoceptores alfa-1 (KISS e AGUILERA, 2000) ou adrenoceptores beta-2
(MAZZUCCHELLI e SASSONE-CORSI, 1999) bem como por nenhum dos
adrenoceptores (JEZOVA et al., 1999). No mesmo sentido, os adrenoceptores alfa-1 em
animais estressados podem ter efeitos em MRs e GRs do hipocampo (KABBAJ et al.,
2007) com efeitos semelhantes em seres humanos (ZUCKERMAN-LEVIN et al., 2001).

Outro apontamento em favor de nossa hipotese é a fosforilagdo da Ser10 na
histona H3, a qual é responsavel pela condensagdo do cromossomo, progressao do
ciclo celular e, transcricdo génica em resposta a eventos de sinalizagdo (NOWAK e
CORCES, 2004). A ativacao da transcricao aumenta em 150 vezes o RNAm da enzima
AA-NAT (ROSEBOOM et al, 1996), e entédo, pensar que a fosforilagdo da histona H3

possa ocorrer € um caminho logico. Neste sentido, a fosforilagdo da histona H3 é
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aumentada significativamente durante a primeira metade da fase clara do ciclo claro-
escuro sob controle adrenérgico somente pela ativacdo de adrenoceptores beta na
glandula pineal do rato (CHIK et al., 2007). Portanto, é reiterada nossa hipétese que os
efeitos do estresse via corticosterona sobre a glandula pineal ocorre num estado

fisioldgico em que os adrenoceptores beta estdo em maior atividade.
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Numa primeira parte deste trabalho, observamos que a aplicagdo da contengao
como a exposicao ao frio promoveram aumento da corticosterona circulante, mas sem,
qualquer manifestagao fisiopatolégica como a presenca de Ulceras gastricas e da
citocina proé-inflamatéria TNF em nivel plasmatico. Portanto, a aplicagdo da contencéao
como a exposicao ao frio sdo modelos moderados de estresse.

Numa segunda parte, verificamos que ambas as modalidades de estresse
(contencéo e frio) a partir de um tempo maior (duas horas) promovem modulagdo da
atividade da glandula pineal com aumento significativo da produgcdo de melatonina e
sem qualquer alteragdo do conteudo do precursor N-acetilserotonina. Adicionalmente,
esta modulagédo distinta foi independente da natureza do estresse (psicolégica ou
fisica), o que implica que a neurocircuitaria de aferéncia ao nucleo paraventricular
(diferente para cada tipo de estresse) ndo esta envolvida nesta modulagdo. Portanto,
esta modulagcdo do estresse somente sobre o conteudo de melatonina da pineal é
implicada por agao da corticosterona.

Numa terceira parte, observamos que o tratamento com metirapona (inibidor da
sintese de corticosterona) como com mifepristone (antagonista farmacoldgico de GR)
foram capazes de abolir os efeitos de ambos os estresses sob a glandula pineal, ainda,
esta abolicdo foi independente do agente farmacoldgico empregado. Além disto, o
tratamento com talidomida aboliu quaisquer eventuais efeitos da citocina TNF (em
niveis cerebrais), o que poderia estar mascarando os efeitos da corticosterona.
Portanto, esta modulacédo do estresse sobre a pineal é feita indubitavelmente por acao
da corticosterona.

Numa quarta e ultima parte, observamos que o tratamento com fenilefrina

(agonista a-adrenérgico) nao modificou a modulagéo da pineal promovido por ambos os
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estresses. Portanto, a estimulagdo a-adrenérgica (por fenilefrina) juntamente da
B-adrenérgica (do estado fisiolégico da glandula) nao interfere com os efeitos da

corticosterona (do estresse) sobre o funcionamento da glandula pineal.

Em conjunto, os presentes resultados permitem concluir que o estresse
moderado agudo em ratos, independente de sua natureza, modula a atividade da
glandula pineal via corticosterona quando a relagdo adrenoceptores Bi:0¢ € alta,
ou seja, os adrenoceptores beta-1 estdo em grande numero em relagdo aos
adrenoceptores alfa-1. Além disto, nd6s compreendemos que o significado biolégico da
melatonina aumentada sob esta condi¢cdo de estresse € ser um amplificador de sinal do
estresse ao organismo inteiro, ja que os receptores de melatonina (revisto por
JOCKERS et al., 2008) estao tdo amplamente distribuidos como os de glicocorticoides
(revisto por DE KLOET et al.,, 1998), sendo que a melatonina enddcrina apresenta
efeitos sistémicos na mesma direcdo da corticosterona, isto é, efeitos anti-inflamatérios
(revisto por MARKUS et al., 2007; SMOAK e CIDLOWSKI, 2004). Por tudo exposto, a
glandula pineal esta integrada na resposta ao estresse (aqui demonstrado) como
também ao processo inflamatdrio (revisto por MARKUS et al., 2007), o que amplia a

caracterizagao do Eixo Imune-Pineal (COUTO-MORAES et al., 2009).
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