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RESUMO

SCHWERZ, Janaina Paola. Mapeamento da atividade cerebral de ratos submetidos aos
estresses fisico, psicoldgico e misto empregando [*C]-2-Deoxi-Glicose e expressdo da
proteina Fos. 2020. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias) — Instituto de Psicologia.
Universidade de S&o Paulo, 2020.

Os transtornos psiquiatricos tém sido relacionados a experiéncias de estresse. Modelos de
estresse podem contribuir para o entendimento das bases neurobiolédgicas da depressdo mas
apresentam vérias limitaces. Este trabalho teve como objetivo investigar as bases neurais
envolvidas em diferentes categorias de estresse agudo: fisico (inalacdo de vapor de éter),
psicolégico (contencdo) e misto (nado). Para isso, empregamos 0 mapeamento da atividade
cerebral pelo acimulo do tragador [**C]-2DG e pela transcricéo da proteina Fos. Ratos Wistar
machos adultos foram implantados permanentemente com cateteres intravenosos 7 dias antes
dos protocolos experimentais para [**C]-2DG. Imediatamente antes do estresse, 0s animais
foram injetados por via intravenosa com 50 micro-Ci de [**C]-2DG. Uma hora ap6s a injeco,
os animais foram decapitados e os cérebros processados para autorradiografia e densitometria
Optica. As regides de interesse foram identificadas com base no atlas de cérebro de Watson &
Paxinos - 6% Ed. A densitometria Optica empregou o sistema MCID Core 7. Além disso,
avaliamos a expressao da proteina Fos a partir da técnica de imuno-histoquimica, com janela
temporal de 2 horas apds 0s estresses e também para o procedimento da canulacdo, em
regides selecionadas do paraventricular do hipotalamo e amigdala. Os resultados mostraram
qgue as areas envolvidas preferencialmente no controle emocional, como amigdala, areas
corticais limbicas e accumbens, mostraram aumento da captacdo de glicose no estresse
psicolégico. Por outro lado, o estresse fisico afeta principalmente as areas do hipocampo. As
areas hipotalamicas foram estimuladas pelos dois estresses. Surpreendentemente, o estresse
misto do nado induziu uma forte diminuicdo na captagdo de glicose em todas as areas do
cérebro investigadas. Quanto a analise da proteina Fos, houve um aumento da marcacao nas
regibes autondémicas PaDC e PaV ap0s estresse fisico. Na regido PALM, houve um aumento
da expressdo da proteina Fos no estresse misto. Ja na regido PaMP, todos os estresses
mostram aumento da atividade neural através da expressdo da proteina Fos, ressaltando o
envolvimento tanto do CRF quanto da AVP na estimulagdo do eixo HPA. Esses resultados
apoiam resultados laboratoriais anteriores, mostrando que existem diferentes padres de
ativacdo cerebral com diferentes tipos de estresse. Para compreender os efeitos paradoxais do
estresse do nado na distribuicdo cerebral de [**C]-2DG, empreendemos uma investigacéo
adicional sobre a distribuicdo do marcador no cérebro, figado e musculo de animais controles
e estressados pelo nado. Observamos uma redugdo na glicemia em decorréncia do nado, assim
como um acumulo maior do marcador no figado. A avaliagio dos musculos ndo foi
conclusiva. O maior acimulo de [**C]-2DG no figado e a menor glicemia dos animais
submetidos ao nado pode explicar a baixa captagdo do marcador pelo cérebro, devido a sua
menor disponibilidade durante o nado, que representa uma atividade fisica intensa. Essa
avaliacdo nunca foi considerada por outros autores. Os resultados de mapeamento
correlacionam-se com estruturas envolvidas no transtorno da depressdo maior e 0 estresse
psicoldgicos podem ter efeito marcante no desenvolvimento desse transtorno.

Palavras-chave: Estresse agudo. Modelos animais. Depressdo. Contencéo. Nado. Eter.



ABSTRACT

SCHWERZ, Janaina Paola. Mapping brain activity in rats subjected to physical,
psychological and mixed stress using [1*C] -2-Deoxy-Glucose and Fos protein expression.
2020. Dissertacao (Mestrado em Ciéncias) — Instituto de Psicologia. Universidade de S&o
Paulo, 2020.

Psychiatric disorders have been linked to stressful experiences. Stress models can contribute
to the understanding of the neurobiological bases of depression, but they have several
limitations. This work aimed to investigate the neural bases involved in different categories of
acute stress: physical (ether inalation), psychological (restraint) and mixed (swimming). For
this, we mapped the brain activity by using the [**C]-2DG tracer and the expression of Fos
protein. Adult male Wistar rats were permanently implanted with intravenous catheters 7 days
before the experimental protocols for [%*C]-2DG experiments. Immediately before stress,
animals were injected intravenously with 50 micro-Ci of [**C]-2DG. One hour after injection,
the animals were decapitated and brains were processed for autoradiography and optical
densitometry. The regions of interest were identified based on the Watson & Paxinos - 6th Ed
brain atlas. The optical densitometry was performed used MCID Core 7 system. Fos protein
expression was mapped by immunohistochemistry, in a time window of 2 hours after stress.
An additional control for the surgical procedure of cannulation was performed and selected
regions of the paraventricular hypothalamus and amygdala were analised. Results showed that
areas related to emotional control, such as amygdala, cortical and limbic areas and
accumbens, increased glucose uptake in psychological stress more than in physical stress. On
the other hand, physical stress mainly affects areas of the hippocampus. The hypothalamic
areas were stimulated equally by both stresses. Surprisingly, swimming stress induced a sharp
decrease in glucose uptake in all brain areas investigated. Fos protein expression was
increased in the autonomic PVH areas PaDC and PaV after physical stress. Swimming stress
caused an increase in Fos protein in PALM sub-region. All stresses stimulated Fos expression
in PAMP pointing to the involvement of this structure in both CRF and AVP-mediated
responses to stress and HPA axis response. These results support the concept that different
stress modalities involve different neural controls and mediators. To understand the
paradoxical effects of swimming stress in the regional uptake of [**C]-2DG, we investigated
blood glucose levels and the presence of [**C]-2DG in brain, liver and muscles, in control
unstressed animals and after swimming stress. We observed a reduction in blood glucose due
to swimming, and an increase of the marker in the liver. The evaluation of muscles was not
conclusive. Therefore, the lower availability of [**C]-2DG may explain the lower brain uptake
of the tracer after swimming which represents an intense physical activity, an issue never
considered by other authors. Our results of brain activity mapping strongly correlates to brain
areas affected by major depressive disorders and suggests that psychological stresses may
have a distinguished effect on the development of depression.

Keywords: Acute stress. Animal model. Depression. Restraint. Ether. Swimming



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 - A esquerda, rato implantado com céanula permanente na veia iliaca e botdo de
acesso externo. Ao lado, processo de injecao da [M*C]-2DG.......ccccoeueveriiveircrereriieiecee e 24

Figura 2 - A esquerda da figura, cortes seriados corados em Nissl para referéncia

neuroanatémica, e ao lado, foto dos filmes autorradiograficos. ...........ccccovvevieiicii e 24

Figura 3 - Fotos dos aparatos e realizacdo dos estresses. A: nado; B: contencgéo; C: inalagédo de
(VLo Lo g ()L OSSPSR 27

Figura 4 - llustracdo baseada na tabela 1. Os dados abaixo mostram a porcentagem de
variagdo da captacdo de [**C]-2DG nas diferentes areas cerebrais depois dos estresses, em

relaGio 80 grUPO CONTIOIE. .....o.iiiiiiiiiiiieiee ettt 31

Figura 5 - A esquerda, imagens em Nissl onde as regides de interesse sdo identificadas e
delimitadas. A direita, imagem de corte autorradiogréafico com filtro de cor, mostrando o
carimbo gerado sob essa imagem. Imagem ilustrativa de um animal controle (A e C),
contencdo (B) e éter (D). As regides delimitadas sdo: Cg, PrL, IL, Pir, Cpu, STMA, STMV,

Figura 6 - A esquerda, imagens em Nissl onde as regides de interesse sdo identificadas e
delimitadas. A direita, imagem de corte autorradiogréafico com filtro de cor, mostrando o
carimbo gerado sob essa imagem. Imagem ilustrativa de um animal controle (A), contencéo
(B) e éter (B). As regides delimitadas sdo CA1, CA2, CA3, GrDG, MoDG, BLA e Ce......... 33

Figura 7 - Efeito do estresse do nado sobre a captacéo de [**C]-2DG no figado e cérebro (A) e

MUSCUIO gAaSLrOCNEMIO (B)....viiveeiieciieii ettt et sre et saeesbe e 35

Figura 8 - Glicemia dos animais submetidos ao estresse do nado, n=7 (A) e contencdo, n=4-6

Figura 9 — Fotomicrografias representativas das células Fos imunorreativas nos diferentes
nacleos do complexo paraventricular do hipotalamo (coluna A), no complexo central da
amigdala (coluna B) e no complexo da amigdala basolateral (coluna C). Grupos: controle
(linha 1), controle canulado (linha 2), contencdo (linha 3), éter (linha 4) e nado (linha 5).
o | TS0 V1Y S S USPOSPRN 38

Figura 10 - Densidade de células Fos positivas nas diferentes regies do nucleo
paraventricular do hipotalamo (A) e nas regides da amigdala (B). ........ccccovvereniiiiiniencninn 39


file:///C:/Users/Administrador/Desktop/Dissertação/Dissertação%20mestrado%20CorrecaoConjunta.docx%23_Toc31288405
file:///C:/Users/Administrador/Desktop/Dissertação/Dissertação%20mestrado%20CorrecaoConjunta.docx%23_Toc31288405
file:///C:/Users/Administrador/Desktop/Dissertação/Dissertação%20mestrado%20CorrecaoConjunta.docx%23_Toc31288405
file:///C:/Users/Administrador/Desktop/Dissertação/Dissertação%20mestrado%20CorrecaoConjunta.docx%23_Toc31288405
file:///C:/Users/Administrador/Desktop/Dissertação/Dissertação%20mestrado%20CorrecaoConjunta.docx%23_Toc31288405
file:///C:/Users/Administrador/Desktop/Dissertação/Dissertação%20mestrado%20CorrecaoConjunta.docx%23_Toc31288409
file:///C:/Users/Administrador/Desktop/Dissertação/Dissertação%20mestrado%20CorrecaoConjunta.docx%23_Toc31288409
file:///C:/Users/Administrador/Desktop/Dissertação/Dissertação%20mestrado%20CorrecaoConjunta.docx%23_Toc31288409
file:///C:/Users/Administrador/Desktop/Dissertação/Dissertação%20mestrado%20CorrecaoConjunta.docx%23_Toc31288409
file:///C:/Users/Administrador/Desktop/Dissertação/Dissertação%20mestrado%20CorrecaoConjunta.docx%23_Toc31288409

AcbC
ACC
ACTH
ATP
AVP
BLA
[1*C]-2DG
CAl
CA2
CA3
Ce

Cg
Cpu
CRF
CRF1
DMPAG
DPM
FrA
FSC
GLUT
GrDG
HPA
LPAG
IHQ
IL
IMAO
ISRN
ISRS
ISRSN
M1
M2

LISTA DE SIGLAS E ABREVIATURAS

Nucleo accumbens

Cortex cingulado anterior

Hormonio adrenocorticotréfico

Adenosina trifosfato

Arginina-Vasopressina

Complexo basolateral da amigdala
[**C]-2-Deoxi-Glicose

Camada piramidal do hipocampo 1

Camada piramidal do hipocampo 2

Camada piramidal do hipocampo 3

Complexo central da amigdala

Cortex cingulado areas 1 e 2

Caudato putamen - estriado

Hormoénio Liberador de Corticotrofina
Receptor 1 do horménio liberador de corticotrofina
Substéncia cinzenta periaquedutal, dorsomedial
Desintegrag¢des por minuto

Cortex frontal associativo

Fluxo sanguineo cerebral

Transportador de glicose

Camada granular do giro denteado
Hipotalamo-hipdfise-adrenal

Substancia cinzenta periaquedutal, lateral
Imuno-histoguimica

Cortex infralimbico

Inibidor da monoamina oxidase

Inibidor seletivo da recaptacdo de noradrenalina
Inibidor seletivo de recaptacdo de serotonina
Inibibor seletivo de receptacdo de serotonina e noradrenalina
Cortex motor primario

Cortex motor secundario



MeA
MoDG
MPA
MRI
OMS
PaAP
PaDC
PaLM
PaMP
PaV
PET
Pir
PrL
PVC
PVH
SGLT
SNCD
SNR
SO
STLV
STMA
STMV
TDM
UCMS
V1ib
VTA

Nucleo medial da amigdala

Camada molecular do giro denteado

Area pré-optica medial

Ressonancia magnética

Organizacdo Mundial da Saude

Nucleo paraventricular do hipotalamo, anterior parvocelular
Nucleo hipotaldamico paraventricular dorsal
Nucleo hipotalamico magnocelular lateral
Nucleo hipotalamico paraventricular parvocelular medial
Nucleo paraventricular do hipotalamo, ventral
Tomografia por emissdo de positrons

Cortex piriforme

Cortex pré-limbico

Policloreto de polivinila

Nucleo paraventricular do hipotalamo
Transportador de glicose dependente de sodio
Substéncia negra compacta dorsal

Substancia negra reticular

Nucleo supra-optico

Nucleo leito da estria terminal, lateral ventral
Nucleo leito da estria terminal, medial anterior
Nucleo leito da estria terminal, medial ventral
Transtorno da depressdo maior

Estresse cronico leve imprevisivel

Receptor 1b de vasopressina

Area tegmental ventral



12

SUMARIO

1 INTRODUGAD ..ottt aanas st s 13
1.1 Transtorno da DepreSSA0 MAIOK ........cc.coiiiriiiiiinieiieiee ettt 13
1.2 Neuroanatomia da JEPIESSED.........ccurieiirerie ettt sr bbb ere s 14
1.3 Neuroquimica e mediadores da dEPreSSA0 .........cciveieieerieiiieiiereeee e e see e rre e e eeens 15
1.4 Modelos animais de transtorn0s PSIQUIALIICOS. .........cveieerieiieieeie e e see e 17
1.5 EStresse COmMO MOUEIO ........eoiiiiiiieice e e 17
2 OBUIETIVOS ...ttt ettt sttt b e b e s ettt reenes 21
2.1 ODJEIVO QEIaAl ...cuviiiie e e 21
2.2 ODJEtiVOS ESPECTTICOS. .. iiuiiitieiicie ettt te e re s 21
3 MATERIAIS E METODOS ...t ssessesieeses st essnes 22
TR N o [0 USSR 22
3.2 DiVis80 d0S grup0os EXPEITMENTAIS: ........coviiveriiriirieeieiei ettt e 22
3.3 Mapeamento cerebral do consumo de [Y*C]-2DG........cccceuevviicerereiieeeee e 23
3.4 Expressdo imuno-histoquimica da proteina FOS.........ccooiiiineiiinenese e 25
3.5 ProtOCOI0S U8 BSIIESSE. .....iviiviiieitieiieie ettt bbbttt bbb b e 26

K JE 70 A - o [o T USSR UPRPTPRPRRPN 26

3.5.2  INalacao de VapOr € ELET .......ccviieiieece et 26

TR R @70 o (=] (o7 o OSSPSR 27
3.6 Analise da distribuic8o de [ C]-2DG ......cccoviuirereiieicrce e 27
3.7 Avaliacao dos NIVEIS GIICEMICOS ......ccecieiieiiee et 28
3.8 ANALISE ESTALISTICA .. e.veveveiesiieiee ettt ettt bbb 28
4 RESULTADOS. ... .ottt sttt sttt e beese s e e et e b e ntesbeabenreanes 29
4.1 Alteraces na distribuicdo cerebral de [1*C]-2DG depois dO eStresse..........cccovvveveveveeee. 29
4.1 Distribuicio de [Y*C]-2DG €M OULIOS OFQADS...........c.vrveuererrreeeerereseeeseseeieieseseseseesesesenenes 34
4.2 Avaliacdo dos niveis glicémicos durante 0S EStrESSES. .......ccerveererereeeriereeesie e 34
4.3 Analise da expressao da proteina FOS.........coiiiiiiiiriine e 37
5 DISCUSSAD.......oiiiiiiiieiee ettt 40
B CONCLUSOES.......oiiiiiieiecieiie ettt 49
REFERENCIAS ..ottt 50

ANEXOS ...t 59



13

1 INTRODUCAO

1.1 Transtorno da Depressdao Maior

O Transtorno da Depressdo Maior (TDM) é um transtorno psiquiatrico de alta
complexidade devido ao seu cardter heterogénio, multifacetado e na maioria das vezes
cronico. E definido por humor deprimido por mais de duas semanas, acompanhado por
sintomas adicionais como desesperanca, culpabilizacdo, alteracdes no sono e apetite e
anedonia (AMERICAN PSYCHIATRIC ASSOCIATION, 1994). E uma das principais
causas de morbidade em todo o mundo, com risco recorrente de perda de vida, devido a
ideacdo suicida (NESTLER et al., 2002; HAENISCH; BONISCH, 2011). Em 2010, 0 TDM
ficou em segundo lugar como a principal causa de incapacidade induzida por doenca, sendo
que 0 paciente passa 8,2% do total de anos vividos com esse transtorno. Recentemente a
Organizacdo Mundial da Saude (OMS) previu que até 2030 o TDM sera a principal causa de
incapacidade do mundo (CZEH et al., 2016).

O TDM acomete todos 0s géneros, idades e origens; jovens, idosos e mulheres sdo
mais suscetiveis (WILLIAMS et al., 2007; SEEDAT et al., 2009). Tornou-se uma
preocupacdo de saude publica devido ao grande gasto com o tratamento e utilizagdo dos
servigos publicos, bem como a significativa perda funcional de seus acometidos. Dados de
outros paises mostram que 0s custos econdmicos causados pela doenca, nos Estados Unidos
da América, sdo de cerca de 83 bilhdes de ddlares, e na Europa esse valor chega a 118 bilhdes
de euros (SOBOCKI et al., 2006; DONOHUE; PINCUS, 2007).

A ideia de que o TDM seja o resultado de uma complexa interacdo entre fatores
genéticos, epigenéticos, sociais e comportamentais é amplamente aceita, mas sua etiologia e
fisiopatologia ainda s&o pouco conhecidas; estratégias eficazes de prevencéo e tratamento da
depressédo se fazem urgentemente necessarias, uma vez que a farmacoterapia disponivel para
tratar esses transtornos € limitada e insuficiente em relacdo a eficacia, tolerancia e taxa de
remissdo dos sintomas (LESCH, 2004; BAO; MEYNEN; SWAAB, 2008; HAENISCH,;
BONISCH, 2011).
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1.2 Neuroanatomia da depressao

Estudos de imageamento cerebral atraves do uso da ressonancia magnética (MRI) ou
tomografia por emissao de positrons (PET), tem sido largamente empregados em pacientes
com TDM, para tentar compreender esta patologia. Tais estudos podem ser morfométricos ou
funcionais e sdo efetuados em condicdo de repouso ou sob desafio. Nos estudos funcionais
sdo avaliados o fluxo sanguineo regional e a captacdo de glicose marcada com radioisotopo,
oferecendo um mapeamento de areas cerebrais sob ativacdo ou inibicdo (QIU; LI, 2018).

No entanto, para o estudo desta patologia em modelos animais, o uso de PET e MRI
sdo dificultados devido ao alto custo dos equipamentos e sua instalagdo. Alternativamente ao
PET que utiliza a fluorodeoxiglicose para avaliar as regides cerebrais mais ativas sob
determinadas condicdes, emprega-se 0 método da [**C]-2-Deoxi-Glicose ([**C]-2DG). O uso
de um analogo da glicose, marcado com is6topo radioativo que também permeia a barreira
hematoencefalica, [*“C]-2DG, permite a identificacdo das areas que mais consumiram glicose
refletindo o grau de atividade dessas regides (SOKOLOFF et al., 1977). Diferentemente da
glicose, que no final se converte basicamente em diéxido de carbono e agua, a [*C]-2DG
também sofre metabolizacdo nos tecidos, sendo fosforilada pela hexoquinase a [*C]-
desoxiglicose-6-fosfato (SOLS; CRANE, 1954), que permanece ligada aos tecidos permitindo
seu mapeamento (SOKOLOFF et al., 1977).

Os amplos sintomas clinicos do TDM implicam no envolvimento de diversos sistemas
cerebrais, como os que regulam o humor, ansiedade, medo, recompensa, aten¢do, motivacéo,
resposta ao estresse, interagdo social e fungdes neurovegetativas (PRICE; DREVETS, 2012),
sugerindo a participacdo de diversas areas cerebrais. Acredita-se que o circuito limbico-
cortical-estriado-palido-talamico, que se conecta ao hipocampo, amigdala, nucleo caudado
putdmen e cortex frontal seja o circuito chave na depressdo (NESTLER et al., 2002; PRICE;
DREVETS, 2012; JEON; KIM, 2016).

Estudos relatam anormalidades estruturais em varias regides do cérebro de pacientes
depressivos principalmente no hipocampo, giro cingulado, amigdala e cortex pré-frontal.

O hipocampo é uma das estruturas cerebrais que mais tem sido estudadas. Esta
associado a memoria de curto prazo, declarativa e contextual, bem como ao aprendizado
espacial, além de regular negativamente o eixo Hipotalamo-Hipo6fise-Adrenal (HPA)
(JACOBSON; SAPOLSKY, 1991). Nota-se atrofia e reducdo de seu volume depois de
exposicoes ao estresse cronico e depressdo (BREMNER et al., 2000; COLLA et al., 2007).
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O cortex pré-frontal, outra regido que tem se destacado nos estudos de imagem, faz
conexBes com inimeras outras regides, como o hipocampo, ganglios da base, tdlamo, area
tegmental ventral (VTA), dentre outras, que estdo intimamente associadas a fisiopatologia da
depressdo (MURRAY; WISE; DREVETS, 2011).

O giro cingulado, outra regido percentence ao cortex, estd envolvido na modulagéo do
aprendizado e dos processos emocionais. Lesdes no giro cingulado podem afetar os processos
cognitivos e a capacidade de processar emocgdes (CHEN et al., 2017). Um estudo anterior
relatou que alteracOes estruturais nas regides cerebrais associadas ao cértex cingulado anterior
(ACC) estdo relacionadas ao comportamento suicida em pacientes com depressao
(HEERINGEN; BIJTTEBIER; GODFRIN, 2011).

A amigdala, regido conhecida por ser responsavel por atribuir importancia
emocional/afetiva a estimulos positivos ou negativos, esta associada as acdes farmacoldgicas
dos tratamentos antidepressivos. O fluxo sanguineo cerebral (FSC) em repouso e metabolismo
de glicose tém se mostrado consistentemente elevados em pacientes com subtipos primarios
de distarbios de humor, incluindo o transtorno depressivo familial puro e transtorno bipolar
ndo-psicético (ver CARLSON et al., 2006).

Outros sistemas também tem sido bastante relacionados a depresséo, dentre eles o
sistema dopaminérgico mesolimbico, que parece estar envolvido em mecanismos de
motivacdo e recompensa, tudo isso relacionado a VTA e nucleo accumbens (AcbC)
(NESTLER; CARLEZON, 2006). Também, acredita-se que o hipotdlamo, parte do eixo HPA
conhecido como “eixo do estresse”, esteja significativamente associado aos sintomas da

depressao, incluindo insdnia, perda de apetite e perda de desejos sexuais (JEON; KIM, 2016).

1.3 Neuroguimica e mediadores da depressao

Dentre os diversos mediadores, mecanismos e sistemas propostos como importantes
no TDM podem ser citados o desequilibrio da transmissdo monoaminérgica (SIEVER;
DAVIS, 1985), receptores beta-adrenérgicos (FRAZER et al., 1982; TRONCONE; TUFIK,
1991), receptores alfa-2 adrenérgicos (GARCIA-SEVILLA et al., 1999; NEUMEISTER et al.,
2006), receptores alfa-1 adrenérgicos (STONE et al., 2007; GOLD; MACHADO-VIEIRA,;
PAVLATOU, 2015) os sistemas dopaminérgicos (BROWN et al., 1993; CABIB; PUGLISI-
ALLEGRA, 1996), eixo HPA e corticosterdides (ASNIS et al., 1985; THOERINGER et al.,
2007), citocinas (HAYLEY et al., 2005), neurotrofinas (DUMAN; MONTEGGIA, 2006),
atrofia neuronal (MCEWEN, 2005), neurogénese (SANTARELLI et al., 2003), mais
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recentemente mudangas na microbiota intestinal (MAYER et al., 2014) e mecanismos
inflamatorios (ROSENBLAT et al., 2014).

Ao longo das ultimas cinco décadas, o estudo do sistema monoaminérgico no cérebro
contribuiu significativamente para o conhecimento da fisiopatologia e tratamento da
depressdo (CHARNEY, 1998). De acordo com a teoria monoaminérgica, a depressao pode ser
atribuida a um desbalanco ou deficiéncia de monoaminas e neurotransmissores como a
serotonina, noradrenalina e dopamina (JEON; KIM, 2016). Essa hipotese contribuiu para o
desenvolvimento de um grande numero de diferentes classes de antidepressivos, incluindo os
triciclicos, os inibidores da enzima monoamina oxidase (IMAO), os inibidores seletivos de
recaptacdo serotonina (ISRSs), os inibidores seletivos da recaptagdo de noradrenalina
(ISRNs), e os combinados, como os inibidores seletivos da recaptacdo de noradrenalina e
serotonina (ISRSNs) (HIRSCHFELD, 2000; GAO; BAO, 2011; HAENISCH; BONISCH,
2011). Entretanto, antidepressivos que tém como alvo o sistema monoaminérgico, fazem
efeito apenas em alguns pacientes. Além disso, existe uma grande discrepancia entre as aces
farmacologicas e bioguimicas dos antidepressivos (poucos minutos) e a alteracdo clinica
esperada que pode levar de 2 a 4 semanas (LEONARD, 2007). Essa diferenca tem sido
explicada pela existéncia de mecanismos neurais adaptativos. Devido a este tempo de
laténcia, pacientes deprimidos correm grande risco de suicidio.

Além dos antidepressivos com alvo aminérgico, outros mecanismos e alvos foram
explorados. A Agomelatina, um agonista dos receptores de melatonina tem sido utilizado
como tratamento do TDM. Esse antidepressivo parece ndo apresentar tantos efeitos colaterais
como por exemplo a sindrome serotoninérgica e sindrome de descontinuacdo (POMPILI et
al., 2013). Mais recentemente, a Cetamina, um antagonista ndo competitivo dos receptores
NMDA de glutamato, tém sido proposto como antidepressivo por apresentar vantagens nunca
antes observadas, como a inducdo de uma resposta rapida e eficiente em uma Unica dose
subanestésica (ZARATE et al., 2006).

Humor deprimido, um dos principais sintomas do TDM, pode ser induzido
experimentalmente pela reducdo da disponibilidade de serotonina apenas em um subgrupo de
humanos particularmente vulneraveis. Este resultado questiona a relacdo direta entre as
mudancas no sistema monoaminérgico e a ocorréncia de depressdo (RUHE; MASON;
SCHENE, 2007; COWEN, 2008), sugerindo que as monoaminas exercam apenas uma

influéncia modulatdria na sintomatologia da depressao.



17

1.4 Modelos animais de transtornos psiquiatricos

As ferramentas diagnoésticas para depressdo e ansiedade sdo baseadas essencialmente
na observacdo comportamental, nas relacdes interpessoais e na expressdo verbal reportada
pelo paciente. Nenhuma destas estratégias pode ser avaliadas em animais, tornando dificil a
obtencdo de modelos laboratoriais para doencgas psiquiatricas. Assim, Haenisch e Bonisch em
extensa revisao da literatura sobre depressédo e antidepressivos, publicada em 2011, apontam
que o principal sintoma da depressdo, a idea¢do suicida, ndo pode ser monitorada em animais
e, portanto, modelos animais para doencas psiquiatricas seguem critérios reducionistas
(HAENISCH; BONISCH, 2011). Um bom modelo animal deve seguir trés critérios:
isomorfismo, reproducéo de sintomas apresentados na doenga humana; validade preditiva, as

drogas ativas na doenca humana também causam melhoras nos parametros comportamentais
do modelo; e finalmente, 0 modelo animal deve envolver as mesmas estruturas neurais, a

semelhanga com as bases neurobiolégicas da disfungdo humana. Como apontam os autores,

no entanto, o conhecimento das bases neurobioldgicas da doenca depressiva ou ansiedade
ainda sdo muito limitadas, tornando dificeis as correlagbes entre modelos animais e o
disturbio humano.

Para o estudo do TDM, os modelos animais podem ser divididos em duas grandes
categorias: a primeira em que uma linhagem ou uma manipulacdo (lesdo) predispde o0s
animais a estados depressivos, e a segunda em que o animal é submetido a alguma forma de
perturbacdo ou estresse levando-o a estados depressivos. Por esta segunda, considerada mais
natural, listam-se os modelos de estresses como a contengédo, desamparo aprendido, estresse
cronico leve imprevisivel (do inglés chronic unpredictable mild stress - UCMS), o modelo
residente-intruso, separacdo maternal, isolamento, entre outras formas de estresse social. No
caso de humanos, o estresse cronico parece desempenhar um papel central no
desenvolvimento da doenca, principalmente a perda ou medo da perda de status social,
validando ainda mais os modelos animais de estresse social (DE KLOET; JOELS;
HOLSBOER, 2005; BALE, 2006; HAENISCH; BONISCH, 2011).

1.5 Estresse como modelo
A experiéncia do estresse é de comum ocorréncia a todos 0s seres vivos, sendo que
nos mamiferos, a resposta ao estresse é fruto de uma reacdo integrada, fisioldgica e
psicolOgica, & adversidade real ou percebida. Uma das principais alterac@es fisiologicas em
resposta ao estresse € a liberacdo de glicocorticoides (cortisol em humanos e corticosterona

em outros mamiferos), pelas glandulas suprarrenais, que agem redistribuindo recursos de
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energia para otimizar a sobrevivéncia e manutencdo da homeostase do organismo frente ao
agente estressor (HERMAN; CULLINAN, 1997; MYERS; MCKLVEEN; HERMAN, 2012).

O eixo HPA é o responsavel pelo controle da secrecdo de glicocorticoides, e 0 seu
controle central é regulado por uma populacdo selecionada de neurossecretores no ndcleo
paraventricular do hipotalamo (PVH). Ao serem estimulados pelo estresse, esses neurdnios
produzem e liberam tanto o hormonio liberador de corticotrofina (CRF) quanto arginina-
vasopressina (AVP) na circulacdo portal hipofisaria. Ambos peptideos estimulam a sintese e
secrecdo de horménio adrenocorticotrofico (ACTH) do hipotalamo anterior para a circulacédo
sistémica. Isso faz com que ocorra a sintese e secre¢do de glicocorticoides pelo cortex da
adrenal (PACAK et al., 1990; NESTLER et al., 2002).

As aferéncias neuronais aminérgicas no PVH originam-se principalmente de grupos de
células do tronco cerebral inferior, na medula ventrolateral (grupos de células A1/C1), ao
redor e dentro do nucleo do trato solitario (grupos de células A2/C2) e no locus coeruleus
(grupo de células A6) (PALKOVITS et al., 1980; SWANSON et al., 1981; SAWCHENKO;
SWANSON, 1982). Os eferentes neuronais do PVH se projetam diretamente para o tronco
cerebral inferior, coluna celular intermediolateral da medula espinhal (que contém os
neurbnios simpaticos pré-ganglionares), eminéncia média eferentes da subdivisdo
parvocelular do PVH, e a neuro-hipdfise vindo da subdivisdo magnocelular do PVH (PACAK
etal., 1992).

A porcdo parvocelular do PVH ¢é inervada principalmente a partir de grupos de células
A2/C2. A divisdo parvocelular também contém terminais noradrenérgicos e adrenérgicos nas
células reativas ao CRF, sugerindo um papel das catecolaminas na regulagcdo das respostas
hipdfise-adrenocorticais (LIPOSITS; PHELIX; PAULL, 1986; PLOTSKY, 1987).

Existem mecanismos que limitam a magnitude e a duragdo da secrecdo de
glicocorticoides, como o ciclo circadiano da secre¢do dos mesmos, controlado pelo ndcleo
supra-optico (SO) e influenciado pela AVP, assim como o mecanismo de “feedback” negativo
dos glicocorticoides, através do qual a liberagdo de ACTH ¢ inibida. O “feedback™ negativo
pode ser dividido em: (a) rapido ou ndo-genémico — sensivel a taxa de glicocorticoide
secretado e (b) tardio — sensivel aos niveis de glicocorticoides envolvendo a¢Ges gendmicas.
Este ultimo processo pode ser subdividido em intermediario e tardio, uma vez que, com 0
aumento da duracdo do estresse, ocorre também um prolongamento das mudancas no
conteldo de pro-opiomelanocortina (peptidio precursor do ACTH) e ACTH. Assim, o0s
glicocorticoides parecem modular o eixo HPA por maltiplos mecanismos de retroalimentagéo
(KELLER-WOOD; DALLMAN, 1984).
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E importante ressaltar que o eixo HPA é suscetivel a regulacdes independentes de
glicocorticoides. Por exemplo, o hipocampo, a amigdala e o cortex pré-frontal estdo
envolvidos na regulacdo do eixo HPA, onde hipocampo e cortex pré-frontal exercem papel
inibitério e a amigdala excitatorio (HERMAN; CULLINAN, 1997). O PVH € ricamente
inervado por neurénios GABA-érgicos de multiplas regibes do cérebro, incluindo o nicleo
leito da estria terminal, area pré-6ptica medial, hipotdlamo dorsomedial, hipotalamo lateral e
neurodnios dispersos pelas imediacdes do PVH (CULLINAN; HERMAN; WATSON, 1993,
ROLAND; SAWCHENKO, 1993).

Alguns autores sugerem que 0 estresse pode ser categorizado como fisico/sistémico,
que afeta a homeostase do individuo (hemorragia ou infecgdo), ou psicolégico/processivo,
onde ha envolvimento cortical e tomada de decisdo, luta ou fuga (conflito social, estimulos
aversivos...) (HAENISCH; BONISCH, 2011). A categorizagdo tem sido baseada no padréo de
ativacdo de areas cerebrais a partir da transcricdo do gene c-Fos em algumas areas especificas
do cérebro, como a amigdala e o PVH. De acordo com esses parametros, 0s autores
classificam o nado forcado e a contencdo na categoria de estresse psicologico, e a inalacao de
vapor de éter como estressor fisico. Apontam-se controvérsias quanto a categorizacao do nado
forcado, por isso, poderia ser acomodada em uma categoria intermediaria, que em nosso
laboratdrio foi denominada por estresse misto (PACAK et al., 1990; HERMAN; CULLINAN,
1997; SAWCHENKO; LI; ERICSSON, 2000; PACAK; PALKOVITS, 2001; RAMOS;
TRONCONE; TUFIK, 2007).

Tendo em mente que o estresse tem profundas inter-relagbes com a
inducdo/desencadeamento de episodios de depressdo devido a uma desregulagdo do eixo
HPA, e que a resposta ao estresse compartilha muitos mediadores, circuitarias e
fenomenologias com a depressdo, nosso laboratdrio envolveu-se anteriormente a este
trabalho, no estudo de trés farmacos experimentais desenvolvidos como potenciais
antidepressivos ou ansioliticos, pela Pfizer e Sanofi-Aventis Pharma. Séo elas: a CP154,526
(Pfizer) antagonista do receptor 1 do horménio liberador de corticotrofina (CRF1), o
SSR125543 (Sanofi-Aventis), também antagonista desse receptor, e 0 SSR149415 (Sanofi-
Aventis), antagonista do receptor V1b da vasopressina. Todos esses f&rmacos mostravam-se
ativos em modelos animais de depressdao empregados pelos fabricantes. Assim, os estudos
deste laboratdrio avaliaram a capacidade destes em bloquear a resposta de secrecdo de ACTH
em trés modelos de estresse.

Esses trabalhos mostraram pela primeira vez que a supressao da secre¢cdo do ACTH

por uma ou outra classe de antagonistas depende da natureza do estresse envolvido, de tal
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forma que apenas 0 uso concomitante de ambos o0s antagonistas leva a uma supressao total da
resposta hipotalamica ao estresse (RAMOS; TRONCONE; TUFIK, 2007). Este procedimento
foi, entdo, empregado para avaliar se a supressdo total da resposta hipotalamica poderia ter
um efeito antidepressivo maior que o obtido com os farmacos individuais. Os resultados nao
mostraram um aumento da acéo antidepressiva sugerindo que esta ndo tem relacdo direta com
os circuitos controladores da secrecdo hipotalamica/pituitaria de ACTH em resposta a
estresses, reforcando a hipotese de que estas drogas agem em substratos neurais extra-
hipotaldmicos para exercer efeitos antidepressivos ou ainda, que circuitos neurais que
empregam AVP ou CRF podem influenciar estados de humor controlados por outras
estruturas cerebrais (RAMOS et al., 2014).

A fim de aprofundarmos o conhecimento sobre as bases neurais responsaveis por essa
distincdo na resposta a diferentes agentes estressores, neste trabalho, mapeamos a atividade
cerebral em ratos submetidos a estressores de natureza fisica, psicolégica e mista. O
mapeamento da atividade cerebral por [**C]-2DG reflete a atividade regional em uma janela
temporal imediatamente seguinte a injecdo do tracador. Ja o mapeamento da proteina Fos
mostra a ativacao cerebral induzida por estimulo em uma janela de duas horas apds o estimulo
ou manipulagdo. Em outro estudo, nosso laboratério mapeou a atividade da enzima
metabolica citocromo-oxidase, que reflete os efeitos de estresses prolongados, com duracéo
de dias a semanas (HOMEM, 2017).

Segundo Czéh et al. (2016), o aumento continuo da incidéncia da depressdo que tem
sido documentado todos os anos desde o inicio do século XX, pode ndo ser explicado pela
disseminacédo de fatores genéticos e epigenéticos de suscetibilidade. Pelo contréario, sugere-se
gue este aumento seja causado pelas inUmeras mudancas drasticas de cunho socioecondmico
nesse periodo, que sdo potentes estressores. Por esse motivo, os modelos animais baseados em
estressores ambientais ou sociais permanecerdo altamente relevantes na pesquisa. Assim, a
partir da caracterizacdo e da identificacdo das bases neurais dos diferentes tipos de estresses,
sera possivel modelar subconjuntos diferentes de pacientes, e tracar correlagcdes neurais entre
0 estresse e o TDM. Eventualmente serd possivel fornecer alvos potenciais para novos
tratamentos da doenca. Com o0 conhecimento dessas bases neurais sera ainda possivel
desenvolver melhores modelos animais para o teste de novos antidepressivos, fornecendo

importante subsidio ao desenvolvimento desses farmacos tdo necessarios.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

O objetivo geral deste estudo consistiu em investigar as bases neurais envolvidas em
diferentes tipos de estresse: fisico, psicolégico e misto, através de diferentes janelas
temporais, e relaciona-las com estruturas envolvidas no TDM, contribuindo para a

compreensdo dos papéis das estruturas cerebrais na génese da doenca.

2.2 Objetivos especificos
e Investigar as areas cerebrais que apresentam alteracdo na taxa metabolica apds
exposicdo dos animais aos trés estresses propostos, empregando autorradiografia do
consumo de 2-deoxi-D-glicose marcada ([**C]-2DG), que mapeia as areas cerebrais

dentro de uma janela temporal de até vinte minutos.

e Mapear a expressdo da proteina Fos, que reflete a atividade neuronal regional em uma
janela temporal de duas horas, como consequéncia da ativacdo da transcricdo

génica/proteica.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Animais:

Ratos Wistar machos, pesando entre 2509 a 300g (x2 meses de idade) foram
fornecidos pelo biotério central do Instituto Butantan e mantidos no biotério do Laboratério
de Farmacologia. Os animais receberam comida e agua a vontade, em sala com temperatura e
umidade controladas (22°C+2°C, 55%+10% UR) e ciclo claro/escuro de 12 horas, com luz das
7:00 as 19:00 horas. Os procedimentos experimentais foram aprovados pelo Comité de Etica
no Uso de Animais do Instituto Butantan (protocolo CEUAIB 13/1175 novo 6398181018).

3.2 Divisdo dos grupos experimentais:
Foram feitos o0s seguintes grupos de animais com n de 4 a 6 ratos:
e Controle sem estresse para mapeamento de proteina Fos;
e Controle canulado e sem estresse para mapeamento de proteina Fos;
e Controle canulado e sem estresse para mapeamento por [**C]-2DG;
e Experimental contencéo para mapeamento de proteina Fos;
e Experimental éter para mapeamento de proteina Fos;
e Experimental nado forcado para mapeamento de proteina Fos;
e Experimental contencdo canulado para mapeamento por [**C]-2DG;
e Experimental nado forcado canulado para mapeamento por [*C]-2DG;

e Experimental éter canulado para mapeamento por [**C]-2DG;

Os animais que passaram por cirurgia de canulacdo da veia iliaca (animais em que foi
necessario um acesso venoso, utilizados no protocolo do mapeamento por [*C]-2DG) foram
mantidos em caixas de polipropileno individuais. Um grupo de animais foi implantado com
canulas da mesma forma, mantidos em caixas individuais, mas ndo foram injetados com
tracador pois foram utilizados no estudo de expressdo da proteina Fos, a titulo de controle
canulado. Os animais que ndo passaram pelo procedimento cirtrgico (animais utilizados para
mapeamento de proteina Fos) foram mantidos em caixas de 4 animais cada.

Durante todo este trabalho, foram utilizados aproximadamente 80 animais.
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3.3 Mapeamento cerebral do consumo de [**C]-2DG

Para os estudos de mapeamento cerebral de consumo de [*C]-2DG foram empregados
protocolos qualitativos descritos por Sokoloff (SOKOLOFF, 1981, 2008; SOKOLOFF et al.,
1977). Os ratos foram inicialmente submetidos a uma cirurgia de implantacédo permanente de
catéteres da Instech (USA) na veia iliaca. Para isso, 0s animais foram anestesiados com
isoflurano (BioChimico®) e oxigénio medicinal até atingir um plano cirurgico. Foi realizado
um corte na regido da virilha e outro inter-escapular. Isolou-se a veia iliaca e introduziu-se a
canula na veia. A canula foi fixada por sutura e conduzida pelo sub-cutaneo até a regido
cervical inter-escapular, onde foi conectada a um conector Instech com acesso venoso e
fixada por sutura. A canula foi lavada diariamente com heparina (1:100) em solugédo
fisioldgica 0,9% para manutencdo da mesma. Durante os 3 primeiros dias pos cirargicos, foi
administrado 1 gota de ibuprofeno (TEUTO 50 mg/mL) diluido na agua de beber, para cada
250 mL de &gua. Os animais permaneceram 7 dias em recuperagdo antes de serem submetidos
aos experimentos. Os animais submetidos aos protocolos de estresse, que serdo descritos
abaixo, foram injetados com uma aliquota de 50 micro-Ci de [**C]-2DG (American
Radiolabeled Chemicals Inc., St Louis-Mo) junto com solucéo fisiologica 0,9% pela canula
imediatamente antes do estresse, ou mantidos nas caixas de residéncia por 60 minutos
(controles), em seguida, foram decapitados por guilhotina para remocéo do cérebro. O cérebro
foi lavado em salina gelada, congelado rapidamente em gelo seco e armazenado em freezer -
80°C. Posteriormente, o cérebro inteiro foi cortado em criostato (Leica CM1850) (-18°C +/-
2°C) em cortes coronais de 20 micrometros. Os cortes foram coletados a um intervalo de 6
cortes (120 micrémetros), coletando o 7° corte para uma lamina que foi exposta ao filme
autorradiografico e o 8° corte em uma lamina que foi corada com Nissl (cresil violeta) para
identificacdo neuroanatémica. Os cortes montados em laminas foram imediatamente secos em
chapa aquecida a 60° C por 5 minutos, dispostos em cassetes radiograficos e expostos a filme
radiografico (Carestream, BIOMAX MR Filme, USA) por um periodo de 23 dias juntamente
com os padr@es de calibracdo (alcance: 0.0 — 35.0 pCi/g, Carbono-14, American Radiolabeled
Chemicals Inc., St Louis-Mo). Apds revelacdo dos filmes com revelador e fixador comercial
Kodak®, as imagens das autorradiografias e Nissl foram capturadas utilizando-se o aparato
Northern Lights contendo um transluminador + camera. A densitometria optica digital foi
realizada empregando-se o sistema MCID 7.0 - Ontario-CA e computado seguindo
procedimento similar ao descrito por Troncone et al. (2011), que mede a densidade dptica das
regides de interesse (ROI). O valor da densidade Gptica da amostra é plotado contra a curva-

padrdo de cada filme, obtida a partir da densidade Optica produzida pelos padrdes e o valor
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equivalente em nCi é tomado como valor amostral. As regides foram delimitadas baseando-se
no atlas de cérebro de rato de Watson e Paxinos 62 edigdo (ver figuras 5 e 6). As areas foram
escolhidas levando em consideracao as areas supostamente afetadas pelo estresse e depresséo,

ja descritas na literatura.

Figura 1 - A esquerda, rato implantado com canula permanente na veia iliaca e botdo de
acesso externo. Ao lado, processo de injecéo da [**C]-2DG.

Fonte: Arquivo pessoal

Figura 2 - A esquerda da figura, cortes seriados corados em Nissl para referéncia
neuroanatémica, e ao lado, foto dos filmes autorradiogréaficos.
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Fonte: Arquivo pessoal
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3.4 Expressdo imuno-histoquimica da proteina Fos

A imuno-histoquimica (IHQ) foi realizada usando o protocolo convencional de
imunoperoxidase free-floating. Duas horas ap6s o término do estresse, 0s animais foram
anestesiados com anestésico volatil isoflurano e oxigénio medicinal e perfundidos
transcardialmente com solucdo salina tamponada 0,9%, por 10 minutos, seguida de
formaldeido 4% em tampao fosfato 0,1 M (pH 7,4), a 4°C, a um fluxo de 18 ml/min por 20
minutos. Apos a perfusdo, o encéfalo foi removido e colocado na mesma solucéo fixadora
anterior pelo periodo de 4 horas. Depois, o encéfalo foi trocado de solucdo, ficando em
sacarose 30%, em geladeira, por no minimo 48 horas para crioprotecdo. Posteriormente o
cérebro foi cortado em micr6tomo de congelamento (Leica SM2000R) a uma espessura de
30uM ao longo do plano coronal, a intervalo de 6 cortes (150 uM) e, entdo, armazenados a -
20°C em tampao anti-freeze. Para realizacdo da técnica de IHQ, os cortes foram lavados em
tampao fosfato de potassio (KPBS) 0,02M e em seguida, incubados em anticorpo primario
anti-Fos produzido em coelho (Calbiochem, 1:20.000) diluido em Triton X-100 0,3%
contendo 2% de soro normal de cabra, pelo periodo aproximado de 72 horas, em geladeira
(4°C) sob agitacdo. Depois de 6 lavagens de 5 minutos com KPBS 0,02M, os cortes foram
incubados em anticorpo secundario biotinilado anti-coelho produzido em cabra (Vector
1:200), por 90 minutos em temperatura ambiente, sob agitacdo. Nova sequéncia de lavagens
foi realizada com posterior incubacdo em complexo avidina-biotina-peroxidase (Kit ABC,
Vectastein Elite — Vector 1:200) pelo periodo de 90 minutos em temperatura ambiente sob
agitacdo. Uma nova sequéncia de lavagens antecedeu a exposi¢do dos cortes ao cromogeno da
reacdo. Os cortes foram incubados em uma solugdo contendo 50mg de 3.,3’-
Diaminobenzidina tetrahidrocloreto hidrato (Sigma), 2 mL de solucdo aquosa de sulfato de
niquel a 10% (intensificador de cor) além 40 mg de cloreto de amdnio, 0,6 mg de glicose
oxidase (enzima da reacdo) em 100 mL de tampdo fosfato de sodio 0,1M, por 5 minutos.
Depois disso 2 mL de uma solucdo aquosa de B-D glicose (Sigma) 10% foi adicionada
(substrato) para ocorrer a reacdo, que levou cerca de 40 minutos. Os cortes foram lavados em
KPBS para interromper a rea¢do, montados em laminas gelatinizadas, secos, desidratados em
sequéncia de alcoois seguida por xilol, e as laminas foram cobertas com laminula e Entellan.
Cada secdo de tecido contendo as areas de interesse foi fotografada usando um microscépio
(Nikon Eclipse E800), com objetiva de 10x de aumento, acoplado a uma camera digital
(Nikon D5-Fil). As fotos foram capturadas contendo uma escala de 50 pum. A anélise das
imagens foi realizada por meio do software Image J (NIH, EUA). A regido de interesse foi

delimitada manualmente com base no atlas de cérebro de rato de Watson e Paxinos 62 edi¢édo
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e, atraves da calibracdo do software a partir da escala da foto, a area foi medida em um? e
depois convertida em mm?. Os ndcleos das células, na regido delimitada, que puderam ser
claramente distinguidos do fundo foram contados e foi feita a densidade dividindo-se o
nimero de nucleos contados pela area da regido delimitada. As regifes cerebrais analisadas
foram: nacleo hipotalamico paraventricular dorsal (PaDC), nlcleo hipotalamico magnocelular
lateral (PaLM), nucleo hipotalamico paraventricular parvocelular medial (PaMP), ndcleo
hipotalamico paraventricular ventral (PaV) e duas regides da amigdala: complexo central da

amigdala (Ce) e complexo basolateral da amigdala (BLA) (figura 9).

3.5 Protocolos de estresse
Os protocolos de estresses do nado, inalacdo de vapor de éter e contencdo foram
idénticos aos empregados em estudos anteriores em nosso laboratorio (RAMOS;
TRONCONE; TUFIK, 2007; RAMOS et al., 2014).
Todos os protocolos de estresse foram realizados no mesmo turno, entre as 09:00—
14:00 horas.

3.5.1 Nado

Para o estresse do nado foi empregado o aparato composto por 4 cilindros verticais de
acrilico (60 cm de altura e 30 cm de diametro), contendo 40 cm de agua a temperatura
ambiente, em torno de 21°C (figura 3A). Os ratos implantados com canulas para mapeamento
por [*C]-2DG foram injetados com o marcador e imediatamente colocados nos cilindros e
mantido por 5 minutos, retirados e enxugados em toalhas e colocados de volta nas caixas de
manutencdo. Animais para mapeamento da proteina Fos foram tratados da mesma maneira,
mas sem implantacdo da canula e administracdo de [*C]-2DG. Ap6s o periodo de uma hora
do inicio do estresse, para protocolo de mapeamento por [**C]-2DG, ou duas horas do fim do
estresse para protocolo de IHQ para Fos, os animais foram eutanasiados conforme protocolos

descritos acima.

3.5.2 Inalacéo de vapor de éter

O estresse de inalacao de vapor de éter, que mencionaremos como “éter”, foi realizado
colocando-se o rato em um dessecador, contendo um chumaco de algoddo/gaze embebido em
éter etilico P.A. (Anidrol®) isolado do animal por um anteparo ceramico (figura 3C). A

exposicao durou até o animal apresentar sinais de sedacdo, que ocorreu de 1 a 3 minutos.
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Depois disso, 0s animais voltaram para suas caixas de manutencdo e 14 foram mantidos pelo
periodo de uma hora, para protocolo de mapeamento por [**C]-2DG, ou 2 horas do fim do
estresse para protocolo de IHQ para Fos. Os animais foram eutanasiados conforme descrito

acima.

3.5.3 Contencao

O estresse de contengédo consistiu em manter o rato em um tubo de PVC ventilado pelo
periodo de uma hora (figura 3B). Assim, os ratos implantados com canulas, como descrito
acima, foram injetados com [**C]-2DG e introduzidos nos tubos de contencdo pelo periodo de
uma hora, apds, foram removidos e decapitados imediatamente e foi seguido protocolo
descrito anteriormente para mapeamento cerebral pelo consumo de [**C]-2DG. Ja os animais
que foram utilizados para IHQ para Fos, também ficaram dentro do tubo pelo periodo de uma
hora, retirados e devolvidos a caixa de manutencdo por mais 2 horas. Apos esse periodo 0s
animais foram eutanasiados e processados para mapeamento por IHQ contra proteina Fos,

como descrito acima.

Figura 3 - Fotos dos aparatos e realizacéo dos estresses. A: nado; B: contencéo; C: inalagdo de vapor
de éter.

A
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Fonte: Arquivo pessoal

3.6 Analise da distribuicéo de [**C]-2DG
Este protocolo, bem como o protocolo descrito posteriormente (3.7), foram realizados
em apenas alguns grupos experimentais selecionados, com o intuito de tornar a discussdo dos
resultados obtidos possivel. A fim de detectar a localizagdo do marcador radioativo “C, o
grupo experimental do estresse nado e o controle passaram pelo protocolo anteriormente

descrito no mapeamento cerebral de consumo de [**C]-2DG. Uma hora ap6s a injecdo de
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[**C]-2DG, os animais foram decapitados e o cérebro, figado e musculo gastrocnémio foram
coletados. Esses tecidos foram pesados inteiros. Um hemisfério do cerebro (esquerdo), um
fragmento do figado e o gastrocnémio (direito) foram utilizados na contagem de *C. Para
isso, os tecidos foram homogeineizados com agua destilada (10mL) em Ultra-turrax pelo
tempo aproximado de 2 minutos. Desse homogenato, 1mL foi transferido para um frasco de
cintilacdo contendo 10 mL de liquido de cintilacdo (EcoLume™). Esse material foi entdo
colocado no contador de cintilagdes beta Beckman Coulter LS6500, e a quantidade de *C foi
obtida em desintegracbes por minuto (DPM). Os valores encontrados foram
proporcionalizados para o valor total de *C contida nos cérebro e figado, ou por grama de

tecido, no caso do musculo.

3.7 Avaliacao dos niveis glicémicos

Para a avaliagdo da glicemia, os animais foram subdivididos em 4 grupos
experimentais: nado, contencdo e seus respectivos controles. N&o houve restricdo alimentar
para evitar a adicdo de mais um componente estressor. A glicemia foi medida usando o
aparelho One Touch Ultra®. O sangue, obtido através de uma pequena puncdo de agulha na
ponta da cauda, foi coletado em 3 momentos: antes do estresse, imediatamente depois do
estresse (5 minutos para os animais do grupo nado e 1 hora para 0s animais do grupo
contencdo) e 20 minutos apos o fim do estresse. Os animais dos grupos controle permanceram
em suas caixas de manutencdo e o sangue foi coletado nos mesmos tempos do seu respectivo

grupo estresse.

3.8 Analise estatistica

Foram aplicados teste ‘t” nas analises do mapeamento e distribuicdo de [**C]-2DG. Para
as analises da glicemia, foi utilizado teste ‘t” multiplo-bicaudal e teste de amostras pareadas.
Para as andlises da expressdo da proteina Fos foi aplicado ANOVA de uma via seguia de
Bonferroni. As andlises foram feitas utilizando o programa estatistico SPSS e Graphpad Prism
6. O programa MCID para densitometria Optica ja fornece os resultados com calculo da média
e desvio padrdo da densidade Optica medida nos pixels da ROl em nCi. Os demais resultados
foram expressos como média + erro padrdo da média (S.E.M). Foram considerados

significativos quando p<0,05.
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4 RESULTADOS

4.1 Alteracdes na distribuicdo cerebral de [**C]-2DG depois do estresse

As regides analisadas foram escolhidas com base em evidéncias de possiveis relacdes
com estresse e depressao, ja relatadas na literatura. Foram elas: cortex frontal associativo
(FrA); cortex cingulado areas 1 e 2 (Cg); cortex pré-limbico (PrL); cortex inflalimbico (IL);
cortex piriforme (Pir); hipocampo (CA1, camada piramidal); hipocampo (CA2, camada
piramidal); hipocampo (CA3, camada piramidal); camada molecular do giro denteado
(MoDG); camada granular do giro denteado (GrDG); complexo basolateral da amigdala
(BLA); complexo central da amigdala (Ce); caudato putamen - estriado (Cpu); nucleo
accumbens (AcbC); nucleo leito da estria terminal medial anterior (STMA); nucleo leito da
estria terminal medial ventral (STMV); nucleo leito da estria terminal lateral ventral (STLV);
nacleo supra-Optico (SO); nucleo paraventricular do hipotdlamo, anterior parvocelular
(PaAP); nucleo paraventricular do hipotdlamo, ventral (PaV); area pré-Optica medial (MPA);
substancia negra reticular (SNR); substancia negra compacta dorsal (SNCD); substancia
cinzenta periaquedutal lateral (LPAG) e substancia cinzenta periaquedutal dorsomedial
(DMPAG). Duas areas corticais motoras, priméria e secundaria (M1 e M2) foram adicionadas
a analise no grupo controle e nado.

A Tabela 1 apresenta os valores médios de captacdo de [**C]-2DG obtidos em nCi em
cada uma das areas investigadas. A figura 4 ilustra as mudancas na captacdo da [**C]-2DG, em
diferentes areas cerebrais depois da exposicdo aos estresses. Nesse grafico os valores das
médias de nCi foram apresentados normalizados, tomando-se os controles como 0%. O
estresse de contengdo levou a um aumento no consumo de [**C]-2DG em relagdo ao grupo
controle em todas as areas analisadas. No entanto, significAncia estatistica foi alcancada
apenas na regido CA2. No estresse da inalagdo do vapor de éter, assim como no estresse da
contencdo, todas as areas analisadas mostram um aumento no consumo de [**C]-2DG quando
comparadas ao grupo controle, mas alteracbes estatisticamente significativas foram
encontradas apenas em Pir, MoDG; STMV e STLV. No estresse do nado, todas as areas
mostraram reducdo na captacdo de [**C]-2DG em relacdo ao grupo controle. Diferencas
estatisticamente significativas foram observadas nas regides: FrA, Pir, CAl, CA3, MoDG,;
GrDG; Ce, AchC; STMA, PaAP, PaV, SNR, DMPAG e M2.



Tabela 1 - Os nlmeros abaixo representam a quantidade de [**C]-2DG acumulada nas diversas estruturas

estudadas. Os valores estéo expressos como médias em nCi + desvio padrdo. Teste ‘t”. *p<0,05. N=5-6.

CQEE?;S Controle psI?c?(t)rI%Sgsieco Estresse fisico Estresse misto
FrA 0,07386 +£0,00962  0,10299 + 0,4075  0,07475+0,01483 = 0,04924 +0,01493*
Cg 0,07708 + 0,01222 0,10227 + 0,05663 0,09216 +0,01886 | 0,05953 + 0,02216

PrL 0,07222 + 0,01338 0,11001 + 0,05823 0,08822 + 0,01865 0,0568 + 0,023
IL 0,06377 £0,01173 0,09827 + 0,05055 0,07153 £ 0,01768 | 0,04928 +0,02021
Pir 0,07037 = 0,01681 0,10073 £ 0,05491 | 0,09223+ 0,02253* @ 0,04823 + 0,01906
CAl 0,04837 = 0,01045 0,05525 + 0,02035 0,06032 +0,01825 | 0,0312 £ 0,00973*
CA2 0,04894 + 0,01002  0,05852 + 0,02081*  0,06557 £ 0,01957  0,03362 £ 0,01105
CA3 0,04856 +0,01037 = 0,05427 +0,02124 | 0,05952 + 0,01909 = 0,0322 + 0,00984*
MoDG 0,05071 = 0,01208 0,05511 + 0,02112 0,0621 + 0,02055* @ 0,03468 £0,01146*
GrDG 0,04811 + 0,0107 0,05482 + 0,02093 0,05842 +0,0188 | 0,03433 +0,01005*
BLA 0,05883 + 0,00998 0,07808 + 0,03706 0,07489 £ 0,02339  0,0417 +0,01331
Ce 0,03782 + 0,00581 0,05688 + 0,02158 0,05109 +0,01972 | 0,02839 £0,01154*
Cpu 0,06814 = 0,01319 0,09143 + 0,04491 0,08548 + 0,02121 = 0,05433 = 0,02269
AcbC 0,06038 = 0,01395 0,08293 + 0,04141 0,07235 +0,01785 | 0,03929 +£0,01466*
STMA 0,04276 £0,00711 = 0,04676 +0,01706  0,05049 + 0,01619 = 0,02923 +0,01212*
STMV 0,03877 = 0,007 0,05737 £ 0,02366 | 0,05221+ 0,01427* | 0,03839 + 0,01634
STLV 0,03638 = 0,00679 0,05356 + 0,02292 0,05176+ 0,0147*  0,03277 £ 0,01401
SON 0,03904 +0,01157 = 0,04524 +0,0259 | 0,04892 + 0,02188 = 0,03072 + 0,01488
PaAP 0,03649 + 0,00708 0,04327 + 0,01996 0,04485 + 0,01609 @ 0,02865 +0,00664*
PaVv 0,04293 + 0,00571 0,05048 + 0,02683 0,04805 + 0,01088 | 0,02784 +0,00968*
MPA 0,04289 + 0,00937 0,05777 + 0,02864 0,05485 + 0,01834 0,03465 + 0,014
SNR 0,04438 +0,00988 = 0,05085 +0,01914 | 0,05071 +0,01917 = 0,03062 +0,01397*
SNCD 0,05112 + 0,01048 0,05696 + 0,018 0,06046 + 0,02236 = 0,03785 + 0,01623
LPAG 0,05027 = 0,00733 0,05981 + 0,01365 0,06267 +0,0165 | 0,03632 + 0,01422
DMPAG  0,04334+0,00798  0,05296 +0,01198 = 0,05374 +0,01362  0,03059 +0,01048*
M1 0,07754 + 0,0698 0,0582 + 0,02024
M2 0,07741 = 0,00568 0,05713 +0,02075*

30



Figura 4 - llustracdo baseada na tabela 1. Os dados abaixo mostram a porcentagem de variacio da captacdo de [**C]-2DG nas diferentes areas cerebrais
depois dos estresses, em relacdo ao grupo controle. Teste ‘t’. *p<0.05. N= 5-6.

Captacdo de [1“C]-2-Deoxi-Glicose pelas dreas cerebrais durante os estresses (A% versus grupo controle)
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Figura 5 - A esquerda, imagens em Nissl onde as regides de interesse sdo identificadas e
delimitadas. A direita, imagem de corte autorradiografico com filtro de cor, mostrando o carimbo
gerado sob essa imagem. Imagem ilustrativa de um animal controle (A e C), contencdo (B) e éter
(D). As regibes delimitadas sdo: Cg, PrL, IL, Pir, Cpu, STMA, STMV, STLV
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Figura 6 - A esquerda, imagens em Nissl onde as regides de interesse sdo identificadas e delimitadas.
A direita, imagem de corte autorradiografico com filtro de cor, mostrando o carimbo gerado sob essa
imagem. Imagem ilustrativa de um animal controle (A), contencdo (B) e éter (B). As regides
delimitadas sdo CA1, CA2, CA3, GrDG, MoDG, BLA e Ce
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4.1 Distribuicdo de [**C]-2DG em outros 6rgaos

Em vista da inesperada reducédo de captacdo de [**C]-2DG durante o nado avaliamos a
distribuicdo do tracador em 3 tecidos com fungdes distintas: o cérebro responsavel pelo
processamento central, o figado como um 6rgdo metabolizador e 0 muasculo, necessario para
realizacdo da atividade fisica. Como o figado e o cérebro puderam ser isolados totalmente e
seu peso total obtido, os dados desses 6rgdos estdo apresentados separadamente do musculo,
em que foi feita uma proporcinalizagdo na forma de DPM/grama de tecido.

Houve um aumento significativo na captacdo de [**C]-2DG pelo figado dos animais
estressados (135.745 DPM/figado) quando comparado ao grupo controle (107.844
DPM/figado). Diferencas ndo foram observadas para o cérebro desses animais (figura 7A).

J& em relacdo ao musculo gastrocnémio, ndo houveram diferencas significativas na
captacdo de [**C]-2DG nos animais submetidos ao nado em comparacdo ao grupo nao

estressado (figura 7B).

4.2 Avaliacdo dos niveis glicémicos durante os estresses

Observou-se uma reducao significativa do nivel glicémico dos animais que passaram
pelo estresse do nado quando medido imediatamente apds a exposicdo ao estresse, se
acentuando 20 minutos ap6s a exposi¢do, quando comparado ao grupo controle (figura 8A).
Os animais submetidos ao estresse de contencdo apresentaram aumento (ndo significativo) da
glicemia na medida tomada imediatamente apds a contencdo quando comparado ao grupo
controle. No entanto, hd& um aumento estatisticamente significativo quando comparadas a
glicemia basal e a glicemia pos estresse do grupo contencdo (figura 8B). Neste grupo, 0s

niveis glicémicos igualam-se ao controle ap6s 20 minutos do término do estresse.
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Figura 7 - Efeito do estresse do nado sobre a captacéo de [*“C]-2DG no figado e cérebro (A) e misculo
gastrocnémio (B). Os resultados estdo expressos em média + S.E,M. Teste ‘t’- unicaudal. *p<0,05
guando comparado ao grupo controle. N=7.
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Figura 8 - Glicemia dos animais submetidos ao estresse do nado, n=7 (A) e contencdo, n=4-6
(B). As medicdes glicémicas foram realizadas nos tempos: basal, imediatamente depois do
estresse e 20 minutos depois do fim do estresse. Os dados estdo expressos em média + S.E.M.
Teste ‘t” multiplo e teste de amostras pareadas. *p<0,05 quando comparado ao grupo controle.
#p<0,05 quando comparado ao mesmo grupo, no tempo basal.
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4.3 Analise da expressdo da proteina Fos

Para avaliacdo da expessdo da proteina Fos, foram avaliadas diferentes regies do
PVH: PaDC, PaLM, PaMP, PaV e duas regiGes da amigdala: Ce e BLA.

A figura 10 mostra um aumento da expressdo da proteina Fos nos animais submetidos
ao estresse do éter nas chamadas regides autonémicas PaDC e PaV quando comparados aos
grupos controles. Na regido PaLM, houve aumento significativo da expressdo de Fos no
estresse do nado. No PaMP e na regido da amigdala BLA, todos os grupos estresse
(contencdo, éter e nado) apresentaram aumento estatisticamente significativo na expressao de
Fos quando comparados ao grupo controle. Na regido Ce, houve uma diminuicao significativa
da expressdo da proteina Fos no grupo controle canulado quando comparado ao grupo

controle.
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Figura 9 — Fotomicrografias representativas das células Fos imunorreativas nos diferentes
nacleos do complexo paraventricular do hipotalamo (coluna A), no complexo central da
amigdala (coluna B) e no complexo da amigdala basolateral (coluna C). Grupos: controle
(linha 1), controle canulado (linha 2), contencdo (linha 3), éter (linha 4) e nado (linha 5).
Escala: 50pM.
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Figura 10 - Densidade de células Fos positivas nas diferentes regifes do nicleo paraventricular do
hipotdlamo (A) e nas regiGes da amigdala (B). Os resultados estdo expressos em média £ S.E.M.
*p<0,05 quando comparados ao grupo controle. ANOVA de uma via seguida de teste de Bonferroni.
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5 DISCUSSAO

O estresse € definido como um estado de desarmonia e ameaca a homeostase
(CHROUSQOS; GOLD, 1992). Hipdcrates afirmava que somos assediados por forgas
perturbadoras do equilibrio, que hoje chamamos de estressores. Galeno dizia que haviam
forgas no trabalho que ajudavam a restaurar o equilibrio, as quais chamava de “forgas
curativas da natureza”, que poderiam ser identificadas com o que atualmente denominamos de
respostas adaptativas, ou homeostase (CHROUSOS; GOLD, 1992; GOLD; MACHADO-
VIEIRA; PAVLATOU, 2015).

Embora o estresse, no seu conceito geral tenha uma ampla definicdo, ele tem sido
subdividido em diferentes categorias. O estresse fisico, como ja comentado acima, estd mais
relacionado a desafios sistémicos, que induzem uma resposta metabolica a fim de manter a
homeostase. Ja 0 estresse psicolégico esta relacionado a um processamento cortical de alta
complexidade (PACAK et al., 1990; SAWCHENKO; LI; ERICSSON, 2000; DAYAS et al.,
2001; PACAK; PALKOVITS, 2001). Essas classificacBes do estresse tém se mostrado
coerentes e distintas tanto em relagdo as diferentes areas cerebrais ativadas, quanto pelo
hormdnio mediador de cada um desses estresses, como a AVP ao estresse fisico e 0 CRF ao
estresse psicoldgico (RAMOS; TRONCONE; TUFIK, 2007).

A glicose é a principal fonte de energia para todos o0s tipos celulares encontrados em
mamiferos. Ela é responséavel pela producdo de adenosina trifosfato (ATP) tanto em aerobiose
como anaerobiose. A glicose ndo permeia livremente a membrana plasmaética e a captacao
celular desse nutriente € realizada por proteinas transportadoras associadas a membrana. Esses
transportadores de glicose sdo divididos em: transportadores de glicose (GLUTS) e
transportadores de glicose dependentes de sodio (SGLTs) (MUECKLER et al., 1985;
HEDIGER et al., 1987; PEREIRA; LANCHA, 2004).

S&o descritos na literatura 14 subtipos de GLUT distribuidos nos mais variados
tecidos. O GLUTL1 é encontrado predominantemente nos eritrocitos e cérebro; o GLUT2 €
encontrado predominantemente no figado e células B pancreaticas; 0 GLUT3 esta no cérebro,
placenta e rim e GLUT4 é predominante no musculo esquelético e tecido adiposo
(SCHEEPERS; JOOST; SCHURMANN, 2004). O musculo esquelético contém varios
transportadores de glicose. As evidéncias indicam que a translocacdo do GLUT4 para a
superficie celular é o principal mecanismo responsével pela captagdo regulada de glicose
neste tecido durante o exercicio. A insulina e as contra¢gdes musculares sdo 0s estimulos mais

importantes para que haja a mobilizacdo do GLUT4 do seu compartimento de armazenamento
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intracelular para a membrana plasmatica (PEREIRA; LANCHA, 2004). Durante o exercicio,
a captacdo de glicose pelos musculos é aumentada em 10 a 20 vezes. Além disso, em
humanos, exercicios que nao sao treinados levam a uma mobilizacdo 60% maior de GLUT4
para a membrana do que exercicios treinados (WAHREN et al., 1971).

Em nossos experimentos com estresse do nado, observamos uma surpreendente
reducdo da captacdo de [**C]-2DG pelo cérebro, inclusive em areas motoras M1 e M2 (figura
4). Por isso, algumas anélises adicionais foram efetuadas em busca de uma explicacéo (figuras
7 e 8). Estudamos o acumulo do marcador no tecido cerebral e hepatico, como um todo, e
também em um fragmento de mdsculo. Também avaliamos a glicemia dos animais em trés
momentos diferentes do protocolo: antes do estresse, imediatamente apds o estresse e 20
minutos apos o fim do estresse. Observamos que 0s animais submetidos ao nado apresentaram
uma queda da glicemia logo ap0s o estresse que se acentuou apds 20 minutos. Por outro lado,
animais submetidos a contengdo apresentaram uma tendéncia a elevagdo da glicemia ao final
do periodo de contencdo e retorno aos niveis dos controles ap6s 20 minutos. Embora os dados
da captacdo de ['*C]-2DG pelo musculo ndo tenham apresentado diferencas significativas
entre controles e animais submetidos ao nado (figura. 7B), é possivel observar uma tendéncia
a um aumento de captacdo. Tal aumento ndo foi maior devido ao curto periodo de atividade
fisica, onde o uso do glicogénio muscular pode ter sido a primeira fonte de energia utilizada.
Além disso, ndo foi possivel proporcionalizar a quantidade de [**C]-2DG captada por todos os
masculos envolvidos na tarefa do nado. Assim, a avaliacdo da mobilizacdo de glicose para o
sistema muscular ficou comprometida pois teria sido necessario coletar uma quantidade
representativa da massa muscular dos ratos para se inferir tal mobilizac&o.

No figado, mais precisamente nos hepatocitos, é encontrado o transportador de glicose
GLUT?2. Esse transportador possui alta capacidade e confere fungéo glico-sensora as células
em que se expressa (BURCELIN; DOLCI; THORENS, 2000). Durante o nado, pode ter
havido um pico glicémico semelhante ao observado no estresse da contencdo, fazendo com
que o figado aumentasse a captacdo de glicose pelo GLUTZ2, tentando manter a glicemia
estavel. Dessa forma haveria um acimulo maior de [**C]-2DG no figado, o que foi observado
em nossos resultados (figura. 7A). Entdo, o GLUT2 capta a glicose da circulagdo, levando a
uma reducado na glicemia, que foi observada em nossos dados (figura. 8A). Quando a glicemia
é estavel, a atividade do GLUT2 tende a se manter baixa. Diante desses fatos entende-se que
ndo houve efetivamente uma reducio da captacio de glicose [**C]-2DG pelo cérebro, e sim,
que houve um sequestro maior de glicose pelo figado e musculos, ndo deixando disponivel o

tracador em quantidades suficientes para os outros 6rgdos. Na préatica, o resultado aparece
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como se 0s animais tivessem sido injetados com uma quantidade significativamente menor do
tracador [**C]-2DG.

Alguns trabalhos utilizaram-se da metodologia da captacdo de [**C]-2DG também no
modelo de teste de antidepressivos do nado forcado de Porsolt a fim de observar alteracdes na
ativacdo de determinadas areas cerebrais. Nesses estudos é possivel observar que poucas areas
apresentam aumento no consumo de [**C]-2DG quando comparadas ao controle, e areas como
o PVH, muito relacionada ao estresse, aparecem menos ativadas ou com pouca ativagdo em
relacdo ao controle (DUNCAN; JOHNSON; BREESE, 1993; DUNCAN et al., 1996). Esses
autores ndo levaram em consideracdo a captagdo de [**C]-2DG por outros 6rgdos e o fato
desse modelo introduzir viés fisico muito grande quando analisado através desta metodologia.
Somando-se a isso, os protocolos de Porsolt sdo significativamente diferentes do que se
praticou aqui, tornando dificil a comparacdo dos resultados. Essas diferencas consistiram em
uma exposicdo prévia de 15 minutos ao aparato do nado, um dia antes do teste. O tempo do
teste, 5 minutos, foi 0 mesmo tempo que utilizamos para o estresse do nado, no entanto,
nesses estudos, os animais foram decapitados 5 minutos apds a inje¢do do [**C]-2DG, e no
nosso caso a decapitacdo foi realizada 60 minutos apds a injecdo, ndo interrompendo o
processo de captacdo deste tracador. Com isso propiciamos um tempo maior para a
manifestacdo dos efeitos do nado. Consideramos que o nado é um modelo que sofre com a
interferéncia da intensa atividade fisica, possivelmente alterando de modo inespecifico a
captacdo do tracador pelo sistema nervoso central.

O cérebro é um o6rgdo complexo e heterogéneo subdividido em muitos componentes
anatdbmicos e funcionais com niveis marcadamente diferentes de atividade funcional que
variam independentemente com o tempo e a funcdo (SOKOLOFF, 2008). Os resultados
obtidos no mapeamento cerebral da captacdo de [**C]-2DG nos estresses do éter e contencéo
puderam ser interpretados. As &reas corticais, incluindo as regibes FrA, Cg, PrL, IL, séo
regibes relacionadas a percepcdo da dor, das emocOes, e também estdo relacionadas a
respostas afetivas a estimulos nocivos e ao medo (NAKAMURA; KATAYAMA,
KAWAKAMI, 2010; LU et al., 2016; MAREK et al., 2018). Sdo areas que processam e
integram informacBes para produzir uma resposta ao estimulo recebido. O FrA parece
também ligado a processos de aprendizem (NAKAYAMA et al., 2015). Embora o estresse
fisico tenha causado metabolismo aumentado nessas areas em relagdo ao grupo controle, a
demanda energética dessas regides € marcadamente maior quando o estressor é psicoldgico
(figura. 4). O Pir esta relacionado principalmente ao sistema sensor olfatério (DE CURTIS et

al., 2019). Em nossos dados, foi encontrada diferenca estatistica no metabolismo desta area
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quando os animais foram expostos ao estresse fisico (figura 4), indicando que a inalagdo do
vapor de éter ativou de forma marcante esta regido.

O hipocampo, um componente importante do sistema limbico, é separado em
diferentes regibes de acordo com a morfologia de suas células e a formacdo das fibras
nervosas. Esse sistema desempenha papéis importantes no aprendizado, na memoria e
cognicdo, especialmente na consolidacdo de informagdes da memdria de curto prazo para a
memoria de longo prazo. Além disso esta relacionado com a localizacdo espacial (SOSA,
GILLESPIE; FRANK, 2018; TZAKIS; HOLAHAN, 2019). Nossos dados do mapeamento
com [**C]-2DG mostram uma pequena ativagio do hipocampo nos animais submetidos ao
estresse psicoldgico, onde o CA2 chega a alcancar significacdo estatistica. Uma tendéncia
ainda maior foi observada durante o estresse fisico, que alcancou significancia estatistica na
regido MoDG. Esse aumento na ativacdo hipocampal no estresse fisico ja foi observado em
estudos do laborat6rio onde a atividade da enzima citocromo ¢ oxidase foi medida depois de
uma sequéncia de estresses fisicos, refletindo alteracbes de longa duracdo na atividade
neuronal nessa estrutura (ANEXO C). E importante notar que naquele estudo se notou uma
clara reducdo da atividade da citocromo oxidase apos estresses psicolégico. Em um estudo
funcional realizado por Werner e colaboradores (2009), ndo houve diferencas significativas na
ativacdo hipocampal dos individuos com TDM quando comparados ao grupo controle. No
entanto, dados morfométricos de outros estudos mostram que ha uma reducdo do volume
hipocampal em pacientes deprimidos principalmente em episddios recorrentes (CAMPBELL
et al., 2004; VIDEBECH; RAVNKILDE, 2004). Nesse sentido, embora os efeitos agudos do
estresse fisico sejam pequenos em nosso modelo, os efeitos desse tipo de estresse aplicado por
maior tempo, conforme observado no mapeamento da atividade da citocromo oxidase, pode
se correlacionar com 0 observado nos quadros depressivos. Mais importante ainda, a
aplicacdo prolongada de estresse psicolégico, com aumento da atividade hipocampal, pode
levar a uma lesdo hipocampal, que seria observada como reducgéo da atividade da citocromo
oxidase, como citado acima. Resta comprovar se a reducdo da atividade da citocromo ¢
oxidase se deve a um processo de perda neuronal, como parece ser no quadro de depresséo.

O AchC estd principalmente conectado ao sistema limbico. Desempenha papel
modulador no fluxo de informacgdes do complexo da amigdala para outras regiées como, por
exemplo, os ganglios da base e regides mesolimbicas. Sendo assim, é considerado uma
interface entre a motivagéo e a acdo, tendo papel no comportamento sexual, comportamento
motivado por recompensa, comportamento relacionado ao estresse e a dependéncia quimica
(STURM et al., 2003; WEST; CARELLI, 2016). O AcbC e a VTA compdem um circuito
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critico na via de sinalizacdo de recompensa. Um desbalango nesse circuito pode levar a
anormalidades na motivacdo e hedonia que sdo caracteristicas da depressdo e mania
(NESTLER et al., 2002). Nos transtornos de humor, ha um aumento no metabolismo desta
estrutura (CARLSON et al., 2006). Nossos resultados mostraram que essa regiao tende a estar
mais ativada durante o estresse psicoldgico, porém sem alcance significativo (figura 4).

O Cpu é uma das principais partes dos ganglios da base, coordena sinais neuronais de
varias regiGes corticais e subcorticais e desempenha um papel critico em movimentos
voluntarios, aprendizado motor, cognicdo e emocdo (HWANG et al.,, 2016). Nossos
resultados, embora ndo significativos mostram uma tendéncia a aumento da captacéo de [**C]-
2DG tanto no estresse fisico quanto no psicoldgico (figura 4). Em pacientes com TDM, o
caudato, uma das regides do Cpu, apresenta reducdo da atividade funcional (FORBES et al.,
2009; GUO et al., 2015). Como esta regido estd associada ao sistema de recompensa, sua
alteragio pode estar associada a anedonia, um dos principais sintomas da doenca. E preciso
notar que nossos animais ndo podem ser considerados deprimidos, mas sim estressados, 0 que
compromete a comparacéo direta entre os resultados de atividade cerebral.

Como apresentado na figura 4, STMA, STMV, STLV, que fazem parte da chamada
amigdala estendida, sdo regides com tendéncia a aumento no consumo de [**C]-2DG nos
estresses psicologico e fisico, mas de forma mais acentuada no estresse psicologico. As
regibes STMV e STLV sdo ainda mais notaveis mesmo que nao atinjam significacéo
estatistica. Diferenca estatistica nessas regides foi vista no estresse fisico. Estas regides estao
relacionadas a estimulos ansiogénicos, medo, aversdo e recompensa (WALKER; DAVIS,
1997; ALVAREZ et al., 2011;). A captacdo da [*C]-2DG obedece a uma curta janela
temporal, cerca de 20 minutos (SOKOLOFF, 1981). Assim, é possivel considerar que o inicio
do estresse de contencdo seja relacionado preponderantemente a um quadro de ansiedade, que
é essencial para a sobrevivéncia, onde a atencao é focalizada predominantemente no estressor
ameacador (GOLD, 2015).

A MPA recebe aferéncias de regides limbicas e envia projec6es para o hipotalamo e
tronco cerebral (WESTERHAUS; LOEWY, 1999; MYERS et al., 2014). Suas conexdes com
a porcao parvocelular do PVH possivelmente regulam as saidas neuroenddcrinas. Além disso,
tem sido relatado que a exposicéo a breves sessdes de estresse provoca acentuada ativacdo
neuronal na MPA (CULLINAN et al., 1995). Tal ativacdo foi vista em nossos dados, com
uma tendéncia a aumento de captacdo do tracador no estresse fisico e mais evidentemente no
estresse psicoldgico. As evidéncias acima sugerem a MPA como uma estrutura implicada na

resposta do estresse (MYERS et al., 2014). Assim como a MPA, o SO também parece
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implicado na resposta ao estresse bem como em inimeras fun¢fes como controle do apetite,
comportamento sexual, comportamentos sociais e ansiosos (LENG; RUSSELL, 2019). Seu
metabolismo tendeu a aumentar no estresse psicoldgico, mas principalmente no fisico (figura
4).

A substancia negra, subdividida em por¢do compacta e reticular, € uma estrutura rica
em neurdnios dopaminérgicos e esta implicada ndo sé na regulacdo motora, mas também na
regulacdo do sono e recompensa (LIMA; REKSIDLE; VITAL, 2009). A por¢do compacta
tem como funcdo principal o controle motor, através de suas projecdes excitatdrias ao estriado
(HODGE; BUTCHER, 1980), além de regular a motivagdo (IKEMOTO; YANG; TAN,
2015). Como observado em nossos dados de mapeamento, ha uma maior ativacdo dessa
regido no estresse fisico (figura 4), que pode estar relacionada a tentativa do animal em
manter seu tonus e postura quando passa a sentir os efeitos de sedacdo causados pela inalacdo
do vapor do éter.

A PAG € uma estrutura cerebral mesencefélica localizada no caminho de diferentes
circuitos neurais que regulam funcdes autonémicas (ZELENA et al., 2018). Mantém diversas
aferéncias e eferéncias com varias regifes encefalicas, bem como é modulada por muitos
neurotransmissores e neuropeptideos (para revisdo ver SILVA; MCNAUGHTON, 2019).
Além disso, esta relacionada a diferentes comportamentos: sociais, materno, agressivo,
defensivo e sexuais. Também tem sido envolvida na regulacdo das emocdes, medo, ansiedade,
panico e dor (MOTTA; CAROBREZ; CANTERAS, 2017). A PAG dorsal é um local
importante para o processamento do medo e ansiedade (ZELENA et al., 2018). Observamos
em nossos resultados do mapeamento por [*C]-2DG uma tendéncia de ativacdo das areas
DMPAG e LPAG tanto no estresse psicologico quanto no fisico (figura 4). Este aumento da
atividade dessas regides no estresse psicologico pode estar relacionado a um enfrentamento de
conflito causado pela contencdo. No estresse fisico 0 aumento da atividade pode ser proposto
como sendo em funcdo de um maior recrutamento das areas autonémicas a fim de manter a
homeostase.

O PVH contém subpopulacdes de neurdnios topograficamente organizados, que se
relacionam diretamente com os mecanismos autondémicos e neuroenddcrinos (SWANSON;
SAWCHENKO, 1983). Os grupos de células noradrenérgicas Al do tronco encefélico,
projetam-se substancialmente para células neurosecretoras magnocelulares do PVH e SO,
secretoras de AVP (SAWCHENKO; SWANSON, 1982). A AVP é um nonapeptideo
regulador-chave do eixo HPA. Em algumas condi¢cdes, a AVP de origem magnocelular

potencializa a acdo do CRF e facilita a secre¢cdo de ACTH. Nossos dados mostrando um
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aumento da expressao da proteina Fos na area PaLM no nado suportam esse mecanismo
(figura 10A). Esse estressor, categorizado como misto, tem como mediadores tanto CRF
qguanto AVP, o que reforca a nocdo de potencializacdo entre esses mediadores na secrecao de
ACTH. Neurénios extrahipotalamicos contendo AVP foram identificados no nicleo medial
da amigdala (MeA) e no ndcleo leito da estria terminal (CAFFE; VAN LEEUWEN; LUITEN,
1987).

Neurbnios neurossecretores parvocelulares do PVH sdo responsaveis pelo
fornecimento de CRF a eminéncia média para o controle estimulatério do ACTH. Além do
PVH, o locus coeruleus e amigdala expressam neurdnios contendo esse peptideo, o que lhes
sugere papel nos transtornos de humor e ansiedade (HOLMES et al., 2003). Nossos dados da
expressao da proteina Fos no PaMP, parecem corroborar estudos anteriores do laboratério
(RAMOS; TRONCONE; TUFIK, 2007), que relacionam o estresse psicoldgico ao CRF.

Em contrataste com a expressdo da AVP nos neurénios magnocelulares, que séo
regulados principalmente por mudancas osméticas, a AVP nos neur6nios parvocelulares séo
responsivas ao estresse e a mudancas nos niveis plasmaticos de glicocorticoides (KOVACS;
SAWCHENKO, 1996; AGUILERA; RABADAN-DIEHL, 2000). O estresse agudo estimula a
liberacdo de CRF e AVP da eminéncia média para a circulagdo porta-hipofisaria e aumenta a
expressdao dos dois peptideos nos neurbnios parvocelulares do PVH (AGUILERA;
RABADAN-DIEHL, 2000). Encontramos um aumento da expressdo da proteina Fos na
regidao PaMP também apds estresse fisico (figura 10A). Tanto o estresse fisico quanto o misto
(nado) envolvem liberacdo de AVP para efetuar a resposta de ACTH. Uma observacéo
interessante e indo de encontro aos nossos dados foi obtida por Dayas et al. (2001), que
também observou um aumento significativo na expressdo da proteina Fos na regido
parvocelular apos estresses fisicos (hemorragia e desafio imune com IL-1pB), psicolégicos
(contencéo e ruido) e misto (nado forgado).

As regibes PaV e PaDC estdo relacionadas a fungdes autondmicas. Os neurdnios do
PVH que se projetam para o medula ventrolateral dorsal, estdo localizados principalmente
nessas regides, além do nucleo hipotaldmico parvocelular posterior (PaPo). Nessas regides,
peptideos incluindo ocitocina, CRF e AVP foram detectados (LEE; RYU; LEE, 2013).
Nossos dados mostraram aumento da expressao da proteina Fos nas regides PaV e PaDC apoés
estresse do éter, indicando uma maior tendéncia do estresse fisico em ativar vias autonémicas
(figura 10A). Em nossos dados de mapeamento da captacdo de [**C]-2DG devido a limitacdo
da imagem, apenas as regides PaV e PaAP foram analisadas. Embora ndo significativamente,

ambas as regifes, apresentam aumento na captacdo de [*C]-2DG tanto no estresse fisico
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quanto psicolégico sendo majoritario o aumento de captacdo de [**C]-2DG pela regido PaAP
no estresse fisico e no estresse psicologico pela regido PaV (figura 4).

O Ce € visto como o ponto central da disseminacdo de informacdes relacionadas a
ansiedade e ao medo por meio de suas projecdes eferentes em respostas autonémicas,
enddcrinas e comportamentais coordenadas (LEDOUX et al., 1988; DAVIS, 1992). Também
é responsavel por responder a corticoides enddgenos. Um trabalho publicado por Dayas e
colaboradores (2001) fornece fortes evidéncias de que estressores fisicos (por exemplo,
desafio imunoldgico e hemorragia) ativam preferencialmente células do Ce, enquanto
estressores psicolégicos (por exemplo, contencéo e ruido) ativam preferencialmente células da
MeA. Em nossos dados da expressdo da proteina Fos, ndo encontramos diferencas
significativas nos grupos estresse quando comparados ao controle. E preciso notar que nosso
grupo controle apresentou uma alta densidade de células Fos positivas, 0 que nao era
esperado. 1sso comprometeu a comparacao estatistica com os grupos estressados (figura 10B).
Em nosso estudo, quando avaliado o metabolismo desta estrutura a partir da captagdo de
[**C]-2DG observa-se uma tendéncia acentuada de aumento da atividade dessa regido causada
pelo estresse psicoldgico, e um aumento um pouco menor da captacdo de [**C]-2DG no
estresse fisico (figura 4).

O grupo controle canulado foi incluido no estudo para avaliar o impacto causado pela
cirurgia de canulacdo da veia iliaca, necessaria para o protocolo do mapeamento da atividade
da [**C]-2DG. Com os nossos dados foi possivel perceber que nas poucas regides analisadas
para expressdo da proteia Fos, ndo ha diferenca significativa entre o grupo controle e controle
canulado, exceto na Ce (figura 10B). Nesta regido houve uma reducdo da expresséo de Fos
nos controles canulados, que pode ser atribuido a uma maior adaptacdo e resiliéncia dos
animais canulados, visto que eram manipulados diariamente depois da cirurgia, para
manutencdo da canula. O efeito dessa manipulacdo didria também deve ser considerado na
interpretacdo final dos resultados de mapeamento de [**C]-2DG.

O BLA esta implicado em afetos negativos e positivos, bem como aprendizado
espacial e motor (ROOZENDAAL; MCEWEN; CHATTARIJI, 2009). Em nossos resultados
observamos aumento na expressao da proteina Fos em todos os grupos submetidos aos
estresses (figura 10B). No mapeamento por [**C]-2DG também ha uma tendéncia de aumento
na captacdo nessa area em ambos estresses (fisico e psicologico) (figura 4).

Alguns estudos comparando pacientes depressivos com o subtipo primario do TDM,
ndo medicados, tem reportado elevado FSC e metabolismo no cortex pré-frontal lateral

orbital/ventrolateral, ACC, cortex pregenual e insula anterior em condicdo basal (BRODY et
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al.,, 2001; DREVETS, 2000). Essas areas fazem conexfes com a amigdala, que tem
apresentado aumento anormal da atividade em pacientes com TDM (DREVETS, 1999;
ONGUR, 2000; DREVETS; BOGERS; RAICHLE, 2002). Alta atividade fisiologica também
foi reportada no cértex cingulado posterior, que abrange a area do accumbens. Além dessas
areas que mostraram aumento na atividade metabdlica, areas com reducdo do metabolismo
foram encontradas no ACC ventral, cortex subgenual e cortex pré-frontal
dorsomedial/dorsolateral em depressivos, quando comparados ao controle (DREVETS;
BOGERS; RAICHLE, 2002).

Como bem lembrado por Qiu e Li (2018) em sua reviséo sobre TDM e o uso da MR,
o TDM é uma condicdo heterogénea, que ndo envolve apenas areas cerebrais e sim
circuitarias complexas, tornando dificil uma comparacéo e estabelecimento de paralelos entre
as ativacgdes cerebrais. Resultados falsos positivos ou negativos podem ser obtidos em alguns
estudos devido ao numero limitado de animais ou pessoas disponiveis para a analise bem
como métodos variados e inconsistentes de analise e processamento de dados.

Em linhas gerais, o estresse psicolégico tende a causar um aumento na captacdo de
[**C]-2DG principalmente nas regides corticais e limbicas (FrA, Cg, PrL, IL, Pir, BLA, Ce,
Cpu, AcbC, STMV e STLV) com poucas excessdes (STMA) e o estresse fisico tende a causar
uma maior ativacdo das areas hipocampais (CAl, CA2, CA3, MoDG, GrDG). Nas areas
hipotalamicas ambos 0s estresses parecem estimular, de formas variadas, essas regioes.
Assim, os resultados apresentados na figura 4 suportam os resultados anteriores do
laboratorio, mostrando que ha diferentes padrdes de ativagdo cerebral com os diferentes tipos
de estresses.

No estresse fisico todas as areas analisadas apresentaram aumento no consumo de
[**C]-2DG, indo ao encontro dos resultados do mapeamento da atividade da citocromo c
oxidase (ANEXO C) (HOMEM, 2017). A citocromo ¢ oxidase é uma enzima mitocondrial
que esta diretamente relacionada a producdo de ATP (HARRO et al., 2011). Assim, essa
categoria de estresse parece demandar maior energia das areas cerebrais tanto em uma janela
temporal curta, medida através do consumo de [**C]-2DG (figura 4), em uma janela
intermediéria como observado na expressdo da proteina Fos (figura 10), bem como em uma
janela temporal maior, mostrando alterages mais duradouras de atividade cerebral, medidas
através da atividade da enzima citocromo ¢ oxidase (ANEXO C). Assim, esses resultados
mostram que a exposic¢do prolongada a estresses pode causar uma mudanga na expressao das
enzimas mitocondriais, servindo de indicagdo de que podem ocorrer alteracdes de longo prazo

nas funcgdes de circuitos cerebrais.
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CONCLUSOES

Existem diferentes padrbes de ativacdo cerebral nos diferentes tipos de estresse, 0
que ja haviamos observado em alguns estudos anteriores do laboratério. Neste
caso, 0 mapeamento da atividade cerebral metabodlica refletida imediatamente apds
0 estresse mostra 0 estresse psicoldgico relacionado a uma maior demanda
energética pelas partes corticais e limbicas, responsaveis pelo processamento das
emocOes, enquanto o estresse fisico tende a ativar principalmente as regides
hipocampais. Ambos os estresses ativaram as areas hipotalamicas.

O mapeamento por [**C]-2DG ndo é um bom modelo para avaliar a ativacio de
areas cerebrais de animais submetidos ao nado. Estresses que envolvem atividade
fisica intensa levam a uma estimacédo errénea de consumo de [**C]-2DG pelo
cérebro, pois 0 ato da atividade fisica provoca grande demanda glicémica por
outros Orgaos.

O estressor misto, que tem como mediadores tanto o0 CRF quanto a AVP, causou
aumento na atividade neural pela expressdo da proteina Fos tanto na regido
magnocelular PaLM quanto na regido parvocelular PaMP do hipotadlamo, o que
reforca a nocao de potencializacdo entre esses mediadores na secrecdo de ACTH.
Aparentemente o estresse fisico, por mais curto que seja seu tempo de exposicéo
qguando comparado aos estresses misto e psicologico, parece ativar mais
fortemente as vias autonémicas, refletindo maior expressdo da proteina Fos nas
regides PaDC e PaV.

O uso de uma mesma metodologia, no mesmo laboratdrio permitiu a comparacao
da acéo dos diferentes estresses sobre a ativagéo cerebral.

Desejamos ampliar os dados do mapeamento da expressdo da proteina Fos para
outras areas que foram mapeadas por [**C]-2DG, para tragar um panorama mais
completo.
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Experimentacao Animal (COBEA), e foi aprovado pela COMISSAO DE ETICA NOC USO DE
ANIMAIS DO INSTITUTO BUTANTAN (CEUAIB) em reunido de 20/6/2018.

Es

This is to certify that the proposal “Investigation and improvements on the Unpredictable
Chronic Mild Stress test for antidepressants”, protocol n® 1175/13, under the responsibility of
Lanfranco Raniert Paclo Troncone and Adriana de Toledo Kamos e Karen Silvia de Carvalho
Homem - which invelves the breeding and/ or use of animals belonging to phylum Chordata,
subphylum Vertebrata {except human beings) - has been reviewed by the Institute Butantan
Animal Care and Use Committee and approved in 6/20/2018, This proposal is in accordance
with standards outlined by Brazilian laws for use of experimental animals, and with ethical

principles adopted by the Brazilian College of Animal Experimentation.

Vigéncia do Projeto: N” de animais/espécie Observagio
05/2014 - 12/2018 N N
Laboratorio de Farmacologia Sem adicio de animais Prorrogacio de vigéneia

Sao Paulo, 20 de junho de 2018

Fan .
. .'r..--. A . '11 i. j Al F s
v el feusto Okleti Q.
R

Dra. Maria Leonor Sarno de Oliveira
Coordenadora da CEUAIB
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ANEXO B - Carta de aprovagio do Comité de Etica no Uso de Animais do Instituto Butantam,
constando 0 novo nimero do protocolo.

Uso de Animars

Sao Paulo, 10 de dezembro de 2018
CEUA N 6398181018

: b butantan Comissdo de Etica no

limo(a). Sr(a).
Respansdvel: Lanfranco R. P. Troncone
Area: Farmacologia

Titulo da proposta: "Investigacdo e aperfeicoamento do modelo do Est-esse leve cronico e imprevisivel (UCMS) para teste de
antidepressivos {antige 1175/13)".

Parecer Consubstanciado da Comisséao de Etica no Uso de Animais IB (o co1702)

A Comissao de Etica no Uso de Animais do Instituto Batantan, no cumprimento das suas atribuigdes, analisou e APROVOU a
Emenda (versao de 04xdezembro/2018) da proposta acima referenciada.

Resumo apresentado pelo pesquisador: *0 laboratério de Farmacologia e<td em processo de mudanga para o prédio novo {127). E
vista disso ndo pudemos iniciar os protecolos experimertais sob risco de sermos colhidos 2m meio a mudanga. Nesse momento a
data da mudanca de prédio se definiu e terd lugar em Janeiro de 2019, Assim, o protocolo ser4 retomado ap6s amudanga e serd
cumpride de forma segura. Solicitamos a prorrogacio da vigéncia para dezembro de 2019.%.

Comentdrio da CEUA: "*,

4((11«). lw.r# np A (Ls.'wz

Maria Leonor Samo de Oliveira Nancy Oguiura
Coordenador da Comissao de Etica no Uso de Animais Vice-Coordenadora da Zomissdo de Etica no Uso de Animais
Instituto Butantzn Instituto Butantan



ANEXO C - Figura ilustrativa dos dados ainda ndo publicados e pertencentes a Doutora Karen Silvia de Carvalho Homem, mostrando os resultados
obtidos no mapeamento cerebral da atividade da citocromo ¢ oxidase depois de estresses psicoldgicos e fisicos aplicados em protocolo de UCMS. Os
resultados mostram a porcentagem de variacdo da atividade da citocromo oxidase em relacdo ao grupo controle. Anova de uma via seguida de Bonferroni.
*

p=0,05.

Cytochrome Oxidase activity in brain areas after chronic stresses (A% against
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