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RESUMO

Belo-Silva, A. E. Impacto do Estresse Cronico Imprevisivel Sobre o Eixo HPA e o
Comportamento do Tipo Ansioso em Camundongos Enriquecidos. 81p.
[Dissertacdo (Mestrado em Farmacologia)]. S&o Paulo: Instituto de Ciéncias
Biomédicas, Universidade de S&o Paulo, Sdo Paulo, 2020.

O termo ansiedade é conceitualmente empregado a fim de definir o estado de alerta
de um individuo frente a iminéncia de um determinado perigo, tratando-se, portanto,
de um estado emocional de grande valor adaptativo e evolutivo, essencial para a
sobrevivéncia. Contudo, quando o individuo apresenta estado ansioso persistente,
além de periodos apropriados ao nivel de desenvolvimento, isto pode evidenciar uma
ansiedade ndo mais como circunstancia adaptativa, e sim como transtorno
psiquiatrico. Apesar de ndo haver uma causa clara para o desencadeamento deste
transtorno, a etiologia da ansiedade inclui a associacdo de uma predisposicao
genética e fatores psicossociais tais como estresse. Regifes encefalicas como o
cortex pré-frontal (CPF) e o hipocampo sao essenciais na resposta ao estresse devido
sua neuromodulacdo sobre o eixo HPA, que é o centro de controle de resposta ao
estresse. Alteragbes no eixo HPA tém sido associadas ao desencadeamento da
ansiedade. Frente a isso, modelos animais que estudam o circuito do estresse tém
sido explorados a fim de correlacionar o comportamento de roedores aos processos
neurais humanos. Nesta pesquisa, 0 modelo utilizado foi o estresse croénico
imprevisivel (El), que promove estimulos estressores moderados a intensos. O
enriguecimento ambiental (EA), por sua vez, é um paradigma que fornece ao animal
estimulos variados e é capaz de reduzir sintomas de ansiedade e depresséo. Neste
projeto, o EA foi empregado com a proposta de avaliar os efeitos que esse ambiente
produz diante da exposicdo ao El no comportamento do tipo ansioso. Objetivo
Investigar o papel do eixo HPA na modulacdo do comportamento tipo ansioso apos El
em animais expostos ao EA. Metodologia Os camundongos foram submetidos ao EA
e, posteriormente, expostos ao modelo de El. O papel do eixo HPA foi investigado
pela inibicdo farmacoldgica por Metirapona (MET), que foi administrada via i.p 30
minutos antes de cada estresse. O comportamento tipo ansioso foi entdo avaliado

pelo labirinto em cruz elevado (LCE). As concentracdes plasméticas de corticosterona



(CORT) e do horménio adrenocorticotrofico (ACTH) foram avaliadas. Resultados O
EA, quando associado ao El, favoreceu um fenétipo do tipo ansioso, prevenido
guando houve a sobreposicéo das trés variaveis, que promoveu um efeito ansiolitico.
Esse efeito ansiolitico do EA-EI-MET foi acompanhado por um aumento de CORT. Ao
gue parece, a MET agiu como um agente protetor frente a ansiedade desencadeada
pelo estresse nos animais previamente enriquecidos, anulando o agente perturbador
(estresse). Os animais EA submetidos ao El apresentaram um aumento de ACTH
plasmatico, inibido pela MET. Alteracdes do eixo HPA induzidas pela administracéo
crobnica de MET revelaram um aumento de CORT plasmatica inversamente
proporcional ao comportamento tipo ansioso, de forma que maiores concentragdes de
CORT circulantes reverteram o estado ansiogénico. Quanto a expressdao de
receptores glicocorticoides (GR), o EA reduziu a expressdo de GR hipocampal e
aumentou no CPF. Conclusdo O EA néo exerceu efeito protetor frente ao El, e sim
intensificou o limiar de estresse, resultando em comportamento ansioso. Contudo, a
administracdo cronica de MET promoveu alteragcbes no eixo HPA e inibiu o
comportamento ansioso induzido por EA + EIl, as custas de um aumento nas

concentracfes de corticosterona plasmatica.
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ABSTRACT

Belo-Silva, A. E. Impact of unpredictable chronic stress on the HPA axis and anxious-
like behavior in enriched mice. 81p. [Dissertation (Master in Pharmacology)]. Sé&o
Paulo: Institute of Biomedical Sciences, University of Sdo Paulo, Sdo Paulo, 2020.

Introduction The term anxiety is conceptually used in order to define the alertness of
an individual in face of the imminence of a certain danger, being, therefore, an
emotional state of great adaptive and evolutionary value, essential for survival.
However, when the individual presents a persistent anxious state, in addition to
periods appropriate to the level of development, this may show anxiety no longer as an
adaptive circumstance, but as a psychiatric disorder. Although there is no clear cause
for the onset of this disorder, the etiology of anxiety includes the association of a
genetic predisposition and psychosocial factors such as stress. Brain regions such as
the prefrontal cortex (PFC) and the hippocampus are essential in the response to
stress due to their neuromodulation on the HPA axis, which is the control center for the
response to stress. Changes in the HPA axis have been associated with the onset of
anxiety. In view of this, animal models that study the stress circuit have been explored
in order to correlate rodent behavior to human neural processes. In this research, the
model used was chronic unpredictable stress (CUS), which promotes moderate to
intense stressful stimuli. Environmental enrichment (EE), in the other hand, is a
paradigm that provides the animal with varied stimuli and is capable of reducing
symptoms of anxiety and depression. In this project, the EE was employed with the
purpose of evaluating the effects that this environment produces in the face of
exposure to CUS on the anxious behavior. Aim Investigate the role of the HPA axis in
the modulation of anxious behavior after CUS in animals exposed to EE.
Methodology The mice were submitted to EE and, subsequently, exposed to the CUS
protocol. The role of the HPA axis was investigated by pharmacological inhibition by
Metyrapone (MET), which was administered via i.p 30 minutes before each stress.
Anxious behavior was then assessed using the elevated plus maze (EPM). Plasma
concentrations of corticosterone (CORT) and adrenocorticotrophic hormone (ACTH)
were assessed. Results EE, when associated with CUS, favored an anxious

phenotype, prevented when there was an overlap of the three variables, which



promoted an anxiolytic effect. This anxiolytic effect of EE-CUS-MET was accompanied
by an increase in CORT. Apparently, MET acted as a protective agent against anxiety
triggered by stress in animals previously enriched, canceling out the disturbing agent
(stress). EE animals submitted to CUS showed an increase in plasma ACTH, inhibited
by MET. Changes in the HPA axis induced by chronic administration of MET revealed
an increase in plasma CORT inversely proportional to anxious behavior, so that higher
concentrations of circulating CORT reversed the anxiogenic state. As for the
expression of glucocorticoid receptors (GR), EE reduced the expression of
hippocampal GR and increased in CPF. Conclusion EE did not have a protective
effect against CUS, but intensified the stress threshold, resulting in anxious behavior.
However, chronic administration of MET promoted changes in the HPA axis and
inhibited anxious behavior induced by EE + CUS, at the expense of an increase in

plasma corticosterone concentrations.
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1 INTRODUCAO

O termo ansiedade é conceitualmente empregado a fim de definir o estado de
alerta de um individuo frente a iminéncia de um determinado perigo (Sadock, Sadock
e Ruiz, 2017). De acordo com o proposto por Graeff (2007), a ansiedade se trata de
um estado emocional de grande valor adaptativo e evolutivo, que é experienciado, de
maneira subjetiva, como ndo prazeroso, desconfortavel e cuja expressdo plena
envolve alteracbes comportamentais, psicofisiolégicas e cognitivas. Trata-se de um
estado reativo importante do ser humano, essencial para a sobrevivéncia. Contudo,
guando o individuo apresenta estado ansioso persistente e sem a iminéncia de um
perigo real, isto pode evidenciar uma ansiedade n&o mais como circunstancia
adaptativa, e sim como transtorno psiquiatrico (Castillo et al. 2000; Montiel et al.
2014).

De acordo com o Manual Diagnéstico e Estatistico de Transtornos Mentais
(DSM V, 2014), os transtornos de ansiedade se diferenciam do medo ou da
ansiedade fisiologica por serem excessivos ou persistirem além de periodos
apropriados ao nivel de desenvolvimento. Eles diferem do medo ou da ansiedade
provisorios por serem persistentes (p. ex., em geral durando seis meses ou mais). Ha
manifestacbes fisicas e emocionais, como presenca de batimentos cardiacos
acelerados, calafrios, sudorese, formigamentos, caimbras, boca seca, colicas
abdominais, medo, distarbios do sono, dificuldade de concentracdo, fadiga,
irritabilidade, inquietacdo e sensacdo de vazio no estbmago (DSM V, 2014). Além
disso, podem causar preocupacdo exacerbada sobre o futuro, inquietude interna,
sensacdo desagradavel indefinida, apreensdo e desconforto mental (Ramos e
Furtado, 2009). Ainda, sao observadas atitudes de procrastinacdo que culminam em
diminuicdo do rendimento e autopercepc¢ao de “falha e incompeténcia’, que podem
levar o individuo ao estado de perda da autoestima e autocritica negativa (Pereira e
Lourenco, 2012).

Os transtornos de ansiedade diferem entre si nos tipos de objetos ou
situacOes que induzem medo, ansiedade ou comportamento de esquiva e na ideacéo
cognitiva associada. Assim, embora os transtornos de ansiedade tendam a ser
altamente comoérbidos entre si, podem ser diferenciados pelo exame detalhado dos

tipos de situacdes que sdo temidos ou evitados e pelo contedudo dos pensamentos ou



crencas associados (DSM V, 2014). Os transtornos de ansiedade se classificam em
ansiedade de separacdo; fobias especificas; transtorno de ansiedade social (fobia
social); transtorno de panico; agorafobia; transtorno de ansiedade induzido por
substancias; e, por fim, transtorno de ansiedade generalizada (TAG) (DSM V, 2014).

O TAG esta entre os transtornos da ansiedade mais diagnosticados na
clinica. Embora visto inicialmente como um transtorno leve, atualmente se avalia que
o TAG é uma doenca cronica, associado a uma morbidade relativamente alta e a altos
custos individuais e sociais (Schweizer, Rickels e Uhlenhuth, 1995; Andreatini,
Boerngen-Lacerda e Filho, 2001). Cerca de 24% dos pacientes classificados como
grandes usuérios de servicos médicos ambulatoriais apresentam diagnéstico de TAG
(Schweizer, Rickels e Uhlenhuth, 1995). As caracteristicas essenciais do TAG séo
ansiedade e preocupacdo excessivas (expectativa apreensiva) acerca de diversos
eventos ou atividades. A intensidade, duracdo ou frequéncia da ansiedade e
preocupacado € desproporcional a probabilidade real ou ao impacto do evento
antecipado. O individuo tem dificuldade de controlar a preocupacao e de evitar que
pensamentos preocupantes interfiram na atencao as tarefas em questdo. Além disso,
ansiedade e preocupacdo sao acompanhadas por pelo menos trés dos seguintes
sintomas adicionais: inquietacdo ou sensac¢do de estar com os nervos a flor da pele,
fatigabilidade, dificuldade de concentrar-se ou sensagdes de “branco” na mente,
irritabilidade, tensdo muscular e perturbacao do sono (DSM V, 2014).

Estudos epidemiolégicos mostram que os transtornos de ansiedade ocorrem
em até 75% dos casos com transtornos de depressao (Shankman e Klein, 2003),
como o transtorno depressivo maior (Regier et al. 1998; Hudson et al. 2007). Quando
a ansiedade esta associada a outros transtornos psiquiatricos, a sobrecarga
econdmica e pessoal, assim como a gravidade dos sintomas, apresentam significativo
aumento que corroboram para a intensificacdo do estado ansioso (Stein et al. 2001;
Hoffman, Dukes e Wittchen, 2008). Como reflexo do impacto deste transtorno no
funcionamento social e laboral, estudos mostram que individuos com transtorno de
ansiedade generalizada (TAG) apresentam médias de falta ao trabalho de 4 a 8 dias
superiores as médias de individuos sem transtornos mentais (Weiller et al. 1998;
Maier et al. 2000), causando substanciais custos econbémicos ao paciente, aos
familiares e ao servigo publico de saude (Maier et al. 2000), uma vez que, além da

debilitacdo individual, esses transtornos estédo diretamente relacionados a altos custos



para a economia (Pérez-Edgar et al. 2010). Em um trabalho de Greenberg e
colaboradores (1999), foi realizado um levantamento dos custos direcionados para o
tratamento de transtornos de ansiedade, nos Estados Unidos, ao longo dos anos 90,
em pacientes diagnosticados entre 15 e 54 anos. O resultado foi de quase 43 bilhdes
de dolares divididos em tratamentos psiquiatricos, custos de prescricdes
farmacéuticas, prejuizos com queda de produtividade, mortalidade e tratamentos nao-
psiquiatricos das comorbidades. De acordo com Vigo e colaboradores (2016), tais
custos contribuem para o negligenciamento de politicas publicas em sistemas de
salde voltadas para transtornos psiquiatricos. Esse quadro é ainda mais intensificado
em paises em desenvolvimento, onde se estima que até 85% dos individuos com
transtornos psiquiatricos severos ndo recebam qualquer tipo de tratamento (OMS,
2017).

Os transtornos de ansiedade estdo entre o0s transtornos psiquiatricos mais
prevalentes, chegando a representar cerca de 7,3% dos transtornos psiquiatricos
diagnosticados no mundo (Kessler et al. 2005; Chisholm et al. 2016). Com uma
prevaléncia de 10,3%, fobias (isoladas) sdo os transtornos de ansiedade mais
comuns (Jacobi et al. 2014). Transtorno do panico com ou sem agorafobia € o
proximo tipo mais comum, com prevaléncia de 6,0%, seguido de transtorno de
ansiedade social, também chamado de fobia social com 2,7% e transtorno de
ansiedade generalizada, com 2,2% (Bandelow e Michaelis, 2015).

Dados da Organizacdo Mundial de Saude (OMS, 2017) apontam que, no
continente americano, esse transtorno chega a alcancar 5,7%, com destaque para o
Brasil, onde a ansiedade estad presente em 9,3% da populacdo, possuindo maior
numero de casos entre 0s paises de todo o mundo. Ainda, de acordo com dados de
Andrade et al. (2012), cerca de 30% da populacdo da regido metropolitana de Sao
Paulo apresenta algum tipo de transtorno psiquiatrico e desses 30%, 19%
representam transtornos de ansiedade.

O género também é apontado como um fator importante na epidemiologia da
ansiedade, uma vez que mulheres tém risco 1,5 a 2 vezes mais alto de desenvolver
um transtorno de ansiedade ao longo da vida em relacdo a homens (Bandelow e
Michaelis, 2015). Lebron-Milad e Milad (2012) apontaram que a maior incidéncia em

mulheres estaria atrelada a diversos os fatores que contribuiriam para as diferencas



sexuais acerca dos transtornos de ansiedade, incluindo genética, ambiente e
neurobiologia.

Apesar de nao haver uma causa clara para o desencadeamento dos
transtornos psiquiatricos, a etiologia da ansiedade inclui a associacdo de uma
predisposicdo genética, que se manifesta em disfungcbes neurobiolégicas e
neuropsicolégicas, e fatores psicossociais tais como estresse (Bandelow et al. 2017).

O termo “estresse” foi introduzido no campo da saude em 1936 pelo
fisiologista canadense Hans Selye para designar a resposta geral e inespecifica do
organismo a um estressor ou a uma situagao estressante (Selye, 1936). Este termo
denota o estado gerado pela percepcao de estimulos que perturbam a homeostasia,
desencadeando um processo de adaptacédo caracterizado por diversas manifestacdes
sistémicas, com disturbios fisiologicos e psicolégicos (Margis et al. 2003).

Ja o termo “estressor”, por sua vez, define o evento ou estimulo que provoca
ou conduz ao estresse (Labrador e Crespo, 1994; Margis et al. 2003). O agente
estressor pode ser de natureza fisica (temperaturas extremas, radiacdo); quimica
(falta de oxigénio, intoxicacdo por uso de drogas recreativas); biolégica (hemorragia,
intervencdo cirdrgica); psicoldgica (separacdo de casais, morte na familia); ou social
(falta de recursos financeiros para suprir as necessidades da familia) (Magnusson,
1986).

De acordo com McEwen (2017), o estresse pode ndo necessariamente ser
deletério, podendo ser benéfico ou toleravel, a depender do tipo de estressor, duracéo
e frequéncia da exposicdo aos mesmos. Ele classifica como benéfico o estresse
capaz de promover um aprimoramento do desempenho pessoal do individuo;
tolerdvel, o estresse que proporciona determinado desconforto, mas ao qual um
individuo sadio é capaz de se adaptar sem maiores danos; e deletério, o estresse que
promove alteragdes fisiologicas, neuroenddcrinas, imunes, autondmicas, metabdlicas
e de vias de transducdo de sinal, que impedem uma resposta adaptativa capaz de
lidar com o estimulo estressor (McEwen, 2017) Este pode, portanto, levar a méa
adaptacdo que pode contribuir para a fisiopatologia de transtornos psiquiatricos
(McEwen et al. 2015).

Diversos estudos tém apontado para os efeitos do estresse sobre a
manifestacéo dos sintomas da ansiedade (Schless et al. 1977; McEwen e Wingfield,

2010), e, ainda, sobre a predictabilidade do estresse, uma vez que estressores



imprevisiveis tém maior impacto negativo, em humanos, do que 0s previsiveis,
devido a incapacidade dos individuos de antecipar o evento estressor e, portanto, de
lidar com tal acontecimento (Anisman e Matheson, 2005).

Estressores psicossociais que foram associados com a etiologia dos
transtornos de ansiedade incluem experiéncias traumaticas durante a infancia ou
adolescéncia como separacdo dos pais, discordia conjugal, doen¢a na infancia e
violéncia sexual ou fisica (Bandelow et al. 2016). Ainda, eventos traumaticos durante
a fase adulta como perda de um ente querido, divorcio e problemas de cunho
financeiro também foram apontados como possiveis gatilhos para o desenvolvimento
dos transtornos de ansiedade (Bandelow et al. 2016). Alguns trabalhos apontam,
também, a vida urbana como fator predisponente para o desenvolvimento de
transtornos de ansiedade (Dohrenwend e Dohrenwend, 1974; Marsela, 1998; Peen et
al. 2007) devido aos altos indices de violéncia, transito cadtico e poluicdo, que
reduzem a qualidade de vida dos habitantes, o que ajuda a compreender o porqué
dos indices serem exorbitantes na regido metropolitana de Sdo Paulo (Andrade et al.
2012). Além disso, o risco de desenvolvimento de transtorno de ansiedade € ainda
maior em ambiente de trabalho ou académico insalubres (Dusselier et al. 2005; Godin
et al. 2005).

As respostas fisiolégicas desencadeadas frente a um agente estressor sao
moduladas por mediadores como 0s sistemas autdbnomo (sintese de adrenalina),
neuroendocrino (ativacdo do eixo Hipotalamo-Pituitaria-Adrenal — HPA), metabdlico
(regulacdo hormonal do metabolismo energético) e imunolégico (componentes proé- e
anti- inflamatérios) (McEwen, 2007; Lupien et al. 2009). Tais respostas culminam em
efeitos como euforia, cogni¢cdo aprimorada, atencdo agucada e concentrada na
ameaca percebida e analgesia aumentada (Chrousos e Gold, 1999; Charmandari,
Tsigos e Chrousos, 2005); além de alteracdbes como mobilizacdo de energia para
manter a funcdo cerebral e muscular, aumento do tbnus cardiovascular e
redistribuicdo do fluxo sanguineo - aumentando o fornecimento de substrato e energia
ao cérebro e musculos, modulacdo da fungdo imune, inibicdo do comportamento
sexual e da funcédo reprodutiva, diminuicdo da alimentacdo e do apetite (Sapolsky,
Romero e Munck, 2000; Habib, Gold e Chrousos, 2001).

Essas respostas compfem um conjunto de mecanismos adaptativos que

preparam o organismo para reagir de maneira rapida e eficiente frente a ameacas. No



entanto, se esta resposta for ininterrupta ou cronica, essas alteracbes podem gerar
prejuizos a saude do individuo, causando reducdo da neurogénese hipocampal
(Kandel et al. 2014), atencao reduzida, inibicdo do comportamento social, tomada de
deciséao prejudicada e déficit de extincdo de memodria (Selye, 1976; McEwen, 2000;
Pacak e Palkovits, 2001; Dalley, Cardinal e Robbins, 2004).

Em um trabalho de Tilbrook e colaboradores (2000) foi apontada a
importancia de regides encefalicas especificas como o complexo basolateral da
amigdala (BLA), o hipocampo e o cértex pré-frontal (CPF) na compreensdo dos
impactos do estresse sobre o comportamento, funcdo cognitiva, ajustes autonémicos
e sobre a modulacao do eixo HPA.

A amigdala é uma regido de destaque dentro do mecanismo neuroenddocrino
de resposta ao estresse devido sua atividade modulatéria sobre o eixo HPA, sendo
um ativador do eixo e, portanto, promovendo liberagdo de hormoénios glicocorticoides
(Herman et al. 2003). Isto se da devido as altas concentracdes de receptores
glicocorticoides (GR) e mineralocorticoides (MR) nessa regido encefélica e cujos
neurdnios sdo densamente projetados para as regides do hipotalamo e do tronco
encefalico, intimamente conectados com o nucleo paraventricular do hipotalamo
(PVN), principal regulador do eixo HPA (Herman et al. 2003; Mitra et al. 2009). A
ativacdo excessiva ou prolongada desse sistema tem sido associada ao
desencadeamento dos transtornos de ansiedade, sobretudo ao prejuizo no
mecanismo de retroalimentag&o negativa (Pariante e Miller, 2001).

Frente a um estimulo estressor, o BLA é ativado e suas proje¢cdes excitatorias
promovem a ativacdo do PVN (Aguilera e Liu, 2012), levando a sintese e a secrecéo
do fator liberador de corticotrofina (CRF). O CRF, por sua vez, estimula as células
corticotroficas da adeno-hipoéfise a sintetizar e liberar o hormdnio adrenocorticotréfico
(ACTH), que, chega ao cortex das glandulas adrenais e induz a liberagdo de
glicocorticoides como o cortisol, em humanos, e corticosterona (CORT) em roedores
(Bornstein e Chrousos, 1999; Kandel et al. 2014; Nicolaides et al. 2015). Os
glicocorticoides, por sua vez, atuam no hipotdlamo e na hipdfise regulando o0 eixo
HPA via mecanismo de retroalimentacdo negativa, inibindo producdo e secrecao de
CRH e ACTH (Tilbrook, Turner e Clark, 2000; Lupien et al. 2009) (Figura 1).



Figura 1. Eixo Hipotalamo-Pituitaria-Adrenal
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Figura 1. Representacdo esquemética da cascata de ativacdo do Eixo Hipotalamo-Pituiraria-Adrenal
(HPA). (Fonte: Merlo, 2017).

O hipocampo e o CPF também exercem efeito sobre o eixo HPA, por meio da
modulacdo da liberacdo CORT (Herman et al. 2005). Essas regibes sdo amplamente
inibidoras da secrec¢éo de hormdnios do eixo HPA, ao passo que o BLA ¢é ativador da
secrecdo de glicocorticoides (Jacobson e Sapolsky, 1991; Feldman, Conforti e
Weindenfeld, 1995). Projecdes neuronais do giro denteado do hipocampo sobre o
nacleo paraventricular do hipotalamo colaboram para a sintese e liberacdo de CORT,
coordenando a retroalimentacdo negativa (Sapolsky, Krey e McEwen, 1984; Reul e de
Kloet, 1985; Moser e Moser, 1998). Situacdes de estresse crénico, em que ocorre um
aumento da disponibilidade de glicocorticoides, promovem disfuncdo e morte de
neurénios hipocampais. Desta forma, a degeneragcdo do hipocampo gera uma
resposta ao estresse mais pronunciada, levando a uma hiperdisponibilidade de
glicocorticoides, consequentemente gerando danos ao hipocampo (Issa et al. 1990).
Os efeitos dos glicocorticoides sobre o hipocampo também tém sido relacionados a
prejuizos na memoaria, como mostra o trabalho de Starkman e colaboradores (1992),

gue apontou extenso dano na memoria de pacientes diagnosticados com Sindrome



de Cushing, uma condi¢do caracterizada por hipercortisolemia. Ainda, os transtornos
de ansiedade tém sido relacionados tanto a hiperatividade da amigdala quanto a
atividade prejudicada do hipocampo (Herman et al. 2005).

Assim como o hipocampo, o CPF expressa grande numero de receptores
glicocorticoides (GR) e a sua regidao medial integra o “circuito cerebral do estresse”,
estando envolvido nas fungdes cognitivas executivas e no controle neuronal inibitério
da sintese e liberagdo de horménios do eixo HPA (Ahima e Harlan, 1990). A
regulacéo do eixo depende de uma fina comunicacéo entre a amigdala que projeta e
recebe projecbes do coértex pré-frontal e do hipocampo, que concomitantemente
modulam a liberacdo dos glicocorticoides. Situacbes de estresse sao capazes de
promover um hipofuncionamento dos neurdnios corticais (Diorio, Viau e Meaney,
1993), devido ao aumento de ACHT e CORT, nas regides cingulada do cértex e da
divisdo pré-limbica, que induz a producdo de CRH pelo nucleo paraventricular do
hipotdlamo, o que promove uma desregulacdo da retroalimentacdo negativa,
apontando um papel crucial CPF na inibicdo do eixo HPA (Figueiredo et al. 2003).
Segundo Bavley et al. (2017), disfuncdes no CPF podem afetar drasticamente a
regulacdo emocional, a atencéo e a cognicao.

Diversos estudos envolvendo roedores j& demonstraram que o aumento nas
concentracbes plasmaticas de corticosterona pode estar relacionado ao
desenvolvimento do comportamento tipo-ansioso (Adams et al. 2003; Aguilar-Valles et
al. 2005; Aisa et al. 2007; Heim et al. 2008). Corroborando estes dados, outros
autores demonstraram que pacientes diagnosticados com transtorno de ansiedade
apresentam hiperatividade do eixo HPA (Buchanan et al. 2004; Kukolja et al. 2008).

Logo, os resultados obtidos com animais se relacionam com os dados
encontrados em humanos, correlacionando 0 estresse as altas concentracbes
plasmaticas de glicocorticoides (Alfarez, Joel e Krugers, 2003; Choy et al. 2008). Em
um trabalho de Mitra e Sapolsky (2008), os autores observaram o efeito ansiogénico
da corticosterona, administrada via intraperitoneal, em ratos, no teste do labirinto em
cruz elevado (LCE). Ainda, Vyas et al. (2002) relataram que 0 estresse cronico
previsivel é capaz de promover um efeito ansiogénico e aumentar a arborizagéo
dentritica no BLA, ao passo que pode reduzir no hipocampo. Adicionalmente, Radley
et al. (2006) mostrou efeito de atrofia dendritica no CPF induzido por estresse. Em

outro trabalho, Kim et al. (2014) mostraram que a administracao sistémica de CORT



produziu efeitos contrarios no CPF e no BLA. No CPF, atrofiou a arborizacdo
dendritica e causou prejuizo na memoria de trabalho; e no BLA, hipertrofiou a
arborizacdo dendritica, que esta relacionada com o aumento do comportamento do
tipo ansioso. Desta forma, quando o organismo perde a capacidade de se
autorregular, o estresse se torna uma ameaca relacionada a doencas que podem
comprometer a vida do individuo (Herman 2013).

Modelos animais tém possibilitado estudos neurobiolégicos detalhados,
correlacionando o comportamento de roedores e seus processos neurais subjacentes
ao comportamento de humanos (Kandel et al. 2014). Contudo, para avaliar a utilidade
dos modelos animais € preciso que haja a chamada validade, especialmente os trés
critérios de validade com maior relevancia para os modelos voltados para transtornos
psiquiatricos: validade de face, constructo e preditiva (Ellenbroek e Cools, 1990). A
validade de face esté relacionada a quéo fidedigno o modelo € ao mimetizar sintomas
de uma determinada condic¢&o clinica; ja a validade de construto esté relacionada com
a habilidade de um modelo reproduzir aspectos fisiopatoldégicos de determinada
doenca; e a validade preditiva esta voltada a propriedade pela qual um modelo animal
pode demonstrar resposta, em animais, aos agentes terapéuticos para determinada
condicdo em humanos (McGonigle 2014).

Em relacdo aos modelos animais voltados para ansiedade, ha trés categorias
em gue estes podem ser classificados: testes etoldgicos (ou ndo condicionados),
testes de conflito e testes de condicionamento classico (Cryan e Sweeney, 2011). No
caso dos testes etoldgicos, estes se baseiam na combinagdo de um comportamento
natural, ndo condicionado, como a exploracdo do ambiente, associado a um estimulo
aversivo para criar um conflito no animal. E o caso do teste do labirinto em cruz
elevado (LCE), um dos modelos de ansiedade mais utilizados, inicialmente proposto
por Handley e Mithani (1984) e posteriormente validado por Pellow e File (1986); os
testes de conflito condicionado combinam um comportamento motivado, como beber
ou comer, com um estimulo aversivo, como choque elétrico. Tais testes, como o teste
de conflito de Vogel (Vogel, Beer e Clody, 1971) sdo conhecidos por serem altamente
confiaveis com minimas taxas de erros (Rodgers 2010); Ja os testes de
condicionamento classicos se utilizam do condicionamento para treinar o animal a
associar estimulos neutros, como um barulho aleatério, a um estimulo aversivo a fim

de alterar um comportamento natural (McGonigle 2014). Um teste classico dessa



categoria € o medo condicionado (ou associado ao contexto), em que o0 animal é
treinado para associar um som (ou local) a um choque elétrico, promovendo o
chamado comportamento de freezing, funcionando como indicador do nivel de
ansiedade (Borsini et al. 2002)

No que se refere ao estresse, diversos modelos animais estdo sendo
desenvolvidos e utilizados para estudar modificag6es bioquimicas e comportamentais
decorrentes de um evento estressor. Sao utilizados diversos modelos de inducdo de
estresse como o de imersdao em agua fria (Agrawal, Jaggi e Singh, 2011); nado
forcado (Armario, Gavalda e Marti, 1995); isolamento social (Dronjak e Gavrilovic,
2006); imobilizacdo ou contencado (Klenerova et al. 2007); choque nas patas (Jodar,
Takahashi e Kaneto, 1995); e alteracdo de ciclo claro/escuro (Galvao et al. 2009). E
sdo classicamente divididos na literatura de acordo com a duracdo e numeros de
eventos estressores em agudo (Donadio et al. 2007), sub-crénico (Asor et al. 2013) e
cronico (Blanchard, Mueser e Bellack, 1998). Dentre estes modelos, estudos
envolvendo o estresse cronico demonstram anormalidades comportamentais
duradouras e persistentes, como prejuizos cognitivos e transtornos emocionais como
a ansiedade (Vyas, Pillai e Chattarji, 2004) que podem levar a estados patolégicos
(Joca, Ferreira e Guimaraes, 2007). E, ainda no que se refere a modelos de estresse
cronico, estes podem, ainda, promover estimulos repetidos chamados de previsiveis
ou que variam, considerados estressores imprevisiveis.

O modelo de estresse crénico imprevisivel (El) € baseado na variedade de
estressores, apresentados randomicamente uma ou duas vezes por dia aos roedores,
durante um determinado periodo, de forma intermitente e imprevisivel, de modo a
mimetizar a variabilidade dos estressores encontrados no cotidiano (validade de
constructo). Os protocolos de EI sdo amplamente utilizados em roedores e
demonstraram ser altamente eficazes na inducdo de fendtipos relacionados ao
estresse (Papp, Moryl e Willner, 1996; Zurita et al. 2000; Ricon et al. 2012). Além
disso, o modelo de El eleva a atividade do eixo HPA continuamente, o que dificulta
uma adaptacdo do animal as condi¢des aversivas (Willner et al. 1987; Franco et al.
2016).

O EIl é usualmente associado a comportamentos do tipo depressivo em
roedores, tendo como consequéncia, por exemplo, anedonia (perda do prazer por

coisas que, anteriormente, eram prazerosas) (Papp e Moryl, 1996; Willner, 2005).



Além disso, diversos estudos em roedores demonstraram que a exposicao crénica ao
El foi capaz de aumentar o comportamento tipo-ansioso, avaliados pelos testes de
labirinto em cruz elevado e interagdo social. Os resultados mostram perfis
semelhantes aos observado na psicopatologia humana, incluindo alteracdes de peso,
insonia ou hipersonia (Willner, 1984; Zurita et al. 2000; Maslova, Bulygina e Markel,
2002; Tannenbaum et al. 2002; Bowman, Beck e Luine, 2003; Buwalda et al. 2005;
Campos et al. 2013), além de uma reducdo do volume hipocampal e prejuizos na
memoria (Isgor et al. 2004). Ainda, outros estudos descobriram que a remodelagéo
estrutural dos neurénios hipocampais e do BLA pode persistir por até trés semanas
apos o término do EIl, assim como os comportamentos do tipo ansiosos (Vyas e
Chattarji, 2004; Vyas et al. 2004; Buwalda et al. 2005).

A Metirapona (MET) € um bloqueador enzimatico pertencente a um grupo de
agentes farmacoldgicos designados ‘“inibidores da biossintese de esterdides
adrenocorticais". Este farmaco atua reduzindo a sintese de glicocorticoides, inibindo a
enzima 11-B-hidroxilase, que converte a 11-desoxicorticosterona em corticosterona
(Schimmer e Parker, 1996). A MET é amplamente utilizada para bloquear a liberacédo
de glicocorticoides induzida por estresse em estudos que tratam do papel fisiol6gico
desses hormdnios (Rottlant et al. 2002), sendo, portanto, utilizada para testar a
integridade do eixo HPA (Neylan et al. 2003). Os efeitos da administracdo de MET
sdo geralmente atribuidos a sua inibicdo de biossintese de glicocorticéides e
consequente reducdo da retroalimentacdo negativa de glicocorticoides no eixo HPA
(Rottlant et al. 2002). A administracdo de metirapona resulta na ativacao da regiao
paraventricular do hipotalamo, o que promove liberacdo aprimorada de CRF (Conte-
Devolx et al. 1992).

O enriguecimento ambiental (EA), por sua vez, € um protocolo experimental
utilizado em roedores que tem se mostrado funcionar como um fator protetor frente a
estimulos estressores. O EA consiste em um ambiente estimulante em que o animal
tem contato com objetos inanimados de diferentes cores e texturas como rodas de
exercicios, tuneis, escadas etc. As gaiolas enriquecidas sdao maiores do que as
gaiolas padrédo, o que, por si so, ja é um fator enriguecedor, uma vez que expde 0s
animais a um ambiente com maior complexidade em relacdo as condi¢cbes padrédo da
gaiola de laboratério (Nithianantharajah e Hannan, 2006). Além disso, 0 espaco

aumentado propicia um ambiente variado, baseado na insercao de novidades como a



roda de exercicio, que promove atividade fisica voluntaria, além dos brinquedos que
estimulam a exploracdo do ambiente.

Em camundongos, o EA exerce um efeito ansiolitico (Benaroya-Milshtein et al.
2004) e pode conferir um fendtipo resiliente a camundongos expostos ao estresse
cronico (Lehmann e Herkenham, 2011). Novaes e colaboradores (2017) constataram
gue animais expostos ao EA sao resilientes ao desencadeamento de comportamento
do tipo ansioso induzido pelo estresse agudo de contencdo. No entanto, o EA néo foi
capaz de inibir 0 aumento das concentracdes sericas de corticosterona induzido pelo
estresse, ao passo que preveniu a translocacdo nuclear do receptor de glicocorticoide
no BLA.

O protocolo de EA requer uma apresentacédo dinamica da novidade, ou seja,
0s objetos precisam ser trocados e reorganizados, a fim de estimular a memoaria e o
aprendizado (Nithianantharajah e Hannan, 2006). Além disso, a substituicao rotineira
dos objetos incentiva o0 comportamento exploratério, a curiosidade e a atencéo (VEle,
Berardi e Maffei, 2014).

A novidade, a interacdo social e o exercicio fisico voluntario sdo citados por
Louilot e colaboradores (1986) como os trés fatores chaves do EA que visam
desenvolver as funcdes sensoriais, visuais, cognitivas e motoras dos animais

(Nithianantharajah e Hannan, 2006; Percaccio et al. 2007) (Figura 1).

Figura 2. Esquema de Caixa Enriquecida

Motor Cognitivo

Somatosensonal
Visual

/ \;L‘

< ‘\/

\ A
) S )

Figura 2. Representacdo esquemética do EA e ativacdo de diferentes areas do sistema nervoso
decorrente da interacdo com os diversos objetos, correspondendo a regifes visuais, motoras,

cognitivas e somatossensoriais (Fonte: Nithianantharajah e Hannan, 2006).



O EA pode exercer efeito positivo sobre o individuo e, de acordo com
Lehmann e Herkenham (2011), isto se d& devido a hipétese de que o EA se trata de
um “eustress”, ou seja, um “estresse bom” para o organismo. Este modelo é
considerado um estresse cronico leve por se tratar de um ambiente complexo com
interacOes sociais constantes e exposi¢cdes frequentes a uma variedade de estimulos.
E comparado por Crofton, Zhang e Green (2015) a uma “imunizac&o por vacina”, no
sentido de fornecer ao individuo condi¢cdes para responder a exposi¢des futuras de
estresse, promovendo um fendtipo resiliente, por meio das exposicdes leves a fatores
estressantes, preparando o individuo para lidar com situacbes aversivas mais
intensas (Lehmann Herkenham, 2011).

Tais fatos levam a crer que o EA seria capaz de ndo apenas prevenir, COmo
também de reverter efeitos comportamentais e fisiol6gicos causados em decorréncia
do estresse. Em um estudo de Brenes e colaboradores (2008), o protocolo de EA foi
realizado antes da exposicao ao estresse e apontou que o EA é capaz de produzir um
efeito antidepressivo em roedores. Segundo Schloesser e colaboradores (2010), o EA
promove adaptacdes no organismo, como a reducdo dos comportamentos submissos
e do tipo depressivos; e a retomada do comportamento heddnico, minimizando o0s
efeitos deletérios do estresse.

Em um trabalho de Benaroya-Milshtein et al. (2004), animais expostos ao EA
apresentaram reducdo do comportamento tipo ansioso no teste de labirinto em cruz
elevado, o que também foi observado por Francis e colaboradores (2002) apés
submeter os animais ao estresse de separacdo materna. No que se refere a estudos
acerca de dependéncia, Marianno e colaboradores (2017) mostraram que a exposi¢ao
ao EA durante os periodos de privacdo ao etanol causou diminuicdo no consumo
voluntario apds estresse agudo de contengao.

A neurobiologia dos efeitos protetores do EA em relacdo ao estresse ainda
nao foi completamente elucidada, porém diversos trabalhos tém buscado esclarecer
tais mecanismos. Estudos envolvendo roedores demonstraram que o EA promove
alteracbes tanto neuroquimicas quanto moleculares em diferentes estruturas
encefalicas (VEle, Berardi e Maffei, 2009), como o aumento da arborizacéo
dendritica, bem como o aumento da densidade de espinhos dendriticos nos neurénios
piramidais parietais do cortex (Leggio et al. 2005) e o aumento da neurogénese

hipocampal (Kempermann, Kuhn e Gage, 1997).



Considerando que o estresse € uma condicdo cada vez mais observada na
sociedade moderna, resultando em Varios prejuizos neurocomportamentais, a
investigacdo acerca de estimulos estressores, seus impactos sobre o eixo HPA e
encontrar estratégias de reducdo de danos torna-se fundamental, uma vez que o
estudo das alteracdes fisiologicas e suas relagcdes com alteragcdes comportamentais
abrem precedentes para abordagens farmacoldgicas e terapéuticas mais precisas.

Frente ao exposto, este trabalho propde estudar o comportamento ansioso,
mudancas hormonais do eixo HPA e na expressdo de GR decorrentes exposi¢ao de
camundongos machos adultos ao modelo de estresse crbénico imprevisivel (El) e,
ainda, explorar o efeito protetor do enriqguecimento ambiental (EA) sobre estes

individuos.



2 CONCLUSAO

No presente trabalho concluiu-se, inicialmente, que o EA, classicamente
conhecido por seu papel protetor frente a estresses agudos e crbnicos previsiveis,
nao exerceu tal efeito protetor sobre estresses crénicos imprevisiveis. Na realidade,
nesse contexto, o estresse do EA se somou ao do El, promovendo um limiar de
estresse ainda maior, resultando em comportamentos ansiosos e resposta
prejudicada do eixo HPA.

Por outro lado, a administracdo crénica de MET promoveu uma série de
alteracdes hipotalamicas e extra-hipotalamicas, em todo o eixo HPA, que culminaram
em respostas comportamentais semelhantes a de animais controle. Ou seja, apesar
dos animais EA-EI-MET apresentarem respostas hormonais e expressfes proteicas
alteradas, tais alteracbes promoveram um remodelamento bioquimico e neural que
contribuiu para a reversdo do comportamento ansioso, apontando o efeito protetor da
associacao do EA a MET frente a estresses cronicos, imprevisiveis e intensos, o que
foi a grande descoberta desta pesquisa.

Frente a tudo que foi exposto, os resultados apontam a necessidade de que
estudos subsequentes sejam conduzidos com o intuito de elucidar os mecanismos
envolvidos em tais efeitos protetores promovidos pelo EA e pela MET. Assim,
enxerga-se nessa proposta a possibilidade do desenvolvimento de novas estratégias
terapéuticas farmacolégicas e ndo farmacoldgicas, em conjunto, para o tratamento

dos transtornos de ansiedade.
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