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RESUMO

PESTANA, Fernanda Marquedvaliacdo Comportamental e dos Niveis Séricos e
Metabolismo Periférico dos Hormonios Tireoidianos & Ratos Submetidos ao Estresse
Social Seriado.2010. 75f. Dissertacdo (Mestrado em Medicina Veéira, Patologia e
Ciéncias Clinicas). Instituto de Veterinaria, Umsidade Federal Rural do Rio de Janeiro,
Seropédica, RJ, 2010.

O estresse tem um impacto profundo sobre o desemeito de diversas psicopatologias,
afetando varios processos fisiolégicos, como ocemiat endocrino, imunitario e nervoso
central. A exposicao a eventos estressantes € depaerturbar a regulagcdo normal dos eixos
neuroenddcrinos, e embora a maioria dos estudds oampo apontem, principalmente, 0s
horménios classicos do estresse: glicocorticoidesatecolaminas tém aumentado as
evidéncias que indicam que os horménios tireoidiafldT) também sdo alterados em
resposta ao estresse crénico. Apés o conflito koepeetido ocorrem mudancas na producéo
de hormodnios da tiredide que ja foram descritosestados clinicos e experimentais. Os
efeitos do estresse sobre a funcéo da tiredidemaplexos e dependem do tipo e duragcédo do
estresse e 0s mecanismos envolvidos sdo descoodhedb ponto de vista médico
veterinario, é importante considerar os freqluemiees de manipulacdo que ocorrem por
proprietarios e criadores, inclusive em zoolégi@m, que animais novos sao introduzidos
sem qualquer critério em ambientes dominados psideetes. Sabendo-se que o conflito
social é um determinante importante das mudancagpatamentais, e que estes podem
constituir um risco para a saude e producao anialialja & escassez de estudos que avaliam
0 metabolismo dos HT (atividade iodotironinas désges enzimas) associados ao estresse
social cronico, este estudo pode ser consideradgratele importancia. No presente estudo
foram avaliados os niveis séricos de hormonio®items (HT) e a atividade das enzimas
iodotironinas desiodases tipo 1 (D1) e tipo 2 (D®) modelo de derrota social, que é
considerado o modelo mais fiavel para simular ¢iga de estresse do cotidiano a que sao
submetidos diariamente os seres humanos e tambémniomis. Para esclarecer dados
controversos da literatura quanto aos niveis deehiiTresposta ao estresse, tanto a curto e
longo prazo, foi realizado um estudo seriado deessé social. Ratd#/istar adultos foram
submetidos a estresse subordinacdo diariamentaurpoperiodo de um a oito semanas.
Amostras de sangue foram obtidas antes, 1, 4 enfarses apds o inicio do estimulo
estressante para avaliar os niveis séricos de 3 4,cbrticosterona. As atividades da D1 e da
D2 foram avaliadas no final de cada protocolo. AsracGes comportamentais foram
avaliadas por testes comportamentais, sendo ascdes mais importantes observadas na
semana 4, sendo associada ao hipotireoidismo gha tecorrido antes, desde a semana 1 no
grupo estressado. Os niveis séricos de T4 e Téfoeataurados na semana 8, no momento
em que as principais alteracbes no comportamerdgofaram mais observados. Em outro
protocolo, o tratamento com fluoxetina (10 mg / R@ durante quatro semanas), evitou
parcialmente o comportamento referente ao esteeasemalizou o T4, mas nao foi capaz de
restaurar os niveis séricos de T3 no grupo esttessa relacdo ao grupo controle 4 semanas
apods o inicio do tratamento. O trabalho atual aer@s novos conceitos sobre alteracdes no
metabolismo da tiredide induzidas pelo estressegers que o hipotireoidismo pode fazer
parte de nos eventos-chave, e em Ultima andlige, negsmo conduzir a alteragbes
comportamentais desencadeadas pelo estresse social.

Palavras-chave:estresse, comportamento e tiredide.
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ABSTRACT

PESTANA, Fernanda MarqueBehavioral Evaluation, of Serum Levels and Periphel
Metabolism of Thyroid Hormones in Rats Subjected toSocial Stress serie2010. 75 f.
Dissertation (Master Science in Veterinary Medigir@linical Sciences) Instituto de
Veterinaria, Universidade Federal Rural do Rio aleeiro, Seropédica, RJ, 2010.

Stress has a profound impact on the developmennaniy psychopathologies, affecting
numerous physiological processes, such as endpamneune and central nervous. Exposure
to stressful events is able to disrupt the nornegjulation of neuroendocrine axes, and
although most research in this field has mainlynpea to the classic stress hormones:
glucocorticoids and catecholamines, increasing engds indicate that thyroid hormones
(TH) also change in response to chronic stres®rAépeated social stress there are changes
in serum thyroid hormones that have already besaribed in either clinical or experimental
studies. The effects of stress on thyroid functiomcomplex and depend on the kind and time
of stress and the mechanisms involved are largelynawn. From the standpoint of
veterinary surgeon, it is important to consider fitegjuent handling errors occurring by pet
owners and breeders, including zoos, without intonaly any criteria, new animals in
environments dominated by residents. Knowing thatiad conflict is an important
determinant of behavioral changes, and they mayptitate a risk to health and livestock
production, coupled with the scarcity of studiealaating the metabolism of TH (expression
/ activity lodothyronine deiodinases enzymes) witltonic social stress, this study can be
considered of great importance. In the currentystud evaluated serum thyroid hormones
(TH) levels and type 1 (D1) and type 2 (D2) deied activity in a model of social defeat,
which is considered the most reliable model to roimaily stress situations occurring in
humans and also with the animals. To clarify controversi@ta in literature regard TH
response to stress, both short and a long-teresssprotocols in a time-course fashion were
performed herein. Adult male Wistar rats underwdaily subordination stress for a period of
one or eight weeks. Blood samples were obtainddpfere and 1 or 4 and 8 weeks after the
beginning of stressful stimulus to assess serumTlB84and corticosterone levels. D1 and D2
activity was assessed in the end of each prot&tss-like behavior, assessed by Behavioral
tests, was mainly observed in week 4, and was mdedcwith hypothyroidism which has
been occurred before, since week 1 in stressedpgi®erum T4 and T3 was restored to
control levels in week 8 at the time when the nt@@havior changes were no more observed.
In another protocol, fluoxetine treatment (10 mgA@ during four weeks) partially avoided
stress-like behavior and normalized T4, but was betable to restore serum T3 levels in
stressed group compared to control 4 weeks afeebdiginning of the treatment. The current
work adds new concepts concerning thyroid metafolchanges induced by stress and
suggests that hypothyroidism may take part in teg kvents which ultimately lead to
behavioral changes induced by social stress.

Keywords: stress, behavior and thyroid.
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1 INTRODUCAO

O estresse tem um impacto profundo sobre o desemasito de psicopatologias que
afetam diversos processos fisiolégicos como enddcimunolégico e do sistema nervoso
central. A exposicdo a eventos estressantes € dapperturbar a regulacdo normal do eixo
neuroenddcrino e, embora a maioria das pesquists ceempo apontem, principalmente, para
0os horménios classicos do estresse, como os glibomides e as catecolaminas, estédo
aumentando as evidéncias que indicam que os hoosdiieoidianos (HT) também
participam da resposta ao estresse.

Alteracdes na funcdo da tiredide tém sido descdtastranstornos psiquiatricos e o
hipotireoidismo clinico também tem sido relacionaddepressdo e a menor capacidade de
resposta ao tratamento antidepressivo. Em conjestes resultados sugerem uma complexa
relacdo bilateral entre a funcéo da tiredide @idigbs psiquiatricos.

Para obter uma avaliacdo mais consistente da fumigctiredide, diante de
psicopatologias, tém sido utilizados muitos modeloemportamentais de estresse.
Infelizmente, esses trabalhos tém gerado bastanteowérsia. Os efeitos do estresse sobre as
funcdes da tirdide sdo complexos e dependem desviatiores, tais como: 0 agente estressor,
sua duracao, intensidade e previsibilidade, erfirale, as linhagens de animais utilizados em
cada experimento.

O principal produto da secrecao tireoidiana éaxitia (3,5,3',5' tetraiodotironina) ou
T4, que é conhecida como um pro-hormoénio por nabistogicamente ativo. Para isso, ha a
necessidade da conversdo do T4 a T3 (3, 5, 3datironina), o componente que pode
efetivamente ligar-se aos receptores para hormdmesidianos e mediar acdes celulares
horménio-dependente. Ja4 que a meia-vida do T4gal@uma semana em humanos), o papel
do eixo hipotalamo-hipofise-tiredide (HHT) em remula disponibilidade de T3 é
complementado pela acdo das enzimas iodotironisi@dheses, as quais ativam ou inativam
0s hormoénios tireoidianos. Considerando-se a relagéire o metabolismo dos HT e o
estresse, ha poucos dados na literatura sobrevidade das desiodases em modelos de
estresse e praticamente auséncia de trabalhomreldo-as ao estresse social.

Considerando-se a vida moderna, foi constatado dgprdre 0s estressores mais
comuns no ser humano, estao aqueles de origemduga@ ou social. Isso demonstra uma
clara vantagem na escolha do modelo animal e tanmi@raso de conflito social entre
membros da mesma espécie como gerador de eseassmmparacdo aos demais modelos
de estresse, os quais utilizam estimulos fisicessaxos, como por exemplo, choque nas
patas, contencéo, privacao hidrica ou exposicdoadNumerosos estudos tém mostrado que
a perda temporaria do controle social (derrotaadpéium importante fator que pode levar a
alteracdes psicopatoldgicas.

Além disso, as modernas relacdes do homem conagiorie manutencédo de animais
em cativeiro se ddo de diversas formas, dentre al@mais direcionados para producéo,
exposi¢cao, companhia, reintroducdo na naturezaiaondms de apreensdo. Em comum estas
relacbes apresentam a manipulacdo e a interfer@n@t e muitas vezes repentina das
condicbes ambientais e relagdes sociais intra-d8@es; refletindo-se diretamente no bem-
estar animal e consequentemente na producédo, qoaratomais séo utilizados para este fim.
Estas influéncias muitas vezes se refletem emaetifes formas de estresse e a presenca
constante destes agentes estressores esta dirttaraktionada a diferentes transtornos
comportamentais.

Do ponto de vista médico-veterinario, € importatdasiderar os frequentes erros de
manejo ocorridos por parte de proprietarios de aisira criadores, sobretudo em zooldgicos,



que introduzem, sem critério algum, animais nowvasaenbientes dominados por residentes.
Tendo-se conhecimento de que o conflito social &raportante determinante de alteracées
comportamentais, e que estas podem representaizo®jpara a saude e producdo animal,
associado & escassez de estudos relacionandoacavalos niveis séricos e 0 metabolismo
dos HT (atividade das enzimas iodotironinas desieslacom o estresse social, 0 presente
estudo pode ser considerado de grande relevancia.

Portanto, neste trabalho, objetivou-se padronizandelo de estresse social crénico e
concomitantemente, avaliar a influéncia deste ro HHT e no metabolismo dos HT, através
da determinacao da atividade das enzimas iodatactesiodases.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Estresse e Homeostase

O termo estresse tem origem da palavra lairiagereque significa provocar tensao
(PAVON, 2004). Na lingua portuguesa, registra—s@anglicismo "estresse", um termo
originario da Fisica, definido como a forca apleaa um material capaz de alterar a sua
estrutura, ou seja, € a forca capaz de rompeiisiémsia oferecida pelo material ao qual ela é
aplicada. A transposicdo do termo estresse daaFfmca a Biologia gerou e ainda gera
controversias.

Claude Bernard, no século XIX, deu uma nova nocé&ohdrmonia organica,
introduzindo o conceito de Meio Interno, o prinoigie um equilibrio interno. Mais tarde,
Walter Cannon introduziu o termo homeostase (teridéao equilibrio ou estabilidade
organica por mecanismos de auto-regulacao) e estesal conceito para o plano emocional,
além dos parametros fisicos. Além disso, descraveacao de luta ou fughght or fligth
reaction) e relacionou a resposta adaptativa ao estresseaceecrecdo de catecolaminas
(DOUGLAS, 1988).

A vida existe devido & manutencdo da homeostasestartemente desafiada por
forcas adversas intrinsecas e extrinsecas. O srganieage a essas forcas por meio de
ajustes vegetativos e respostas comportamentafSNER 2005).

Em seus estudos experimentais, Selye (1946, 19%Serwou que o0s ratos
apresentavam respostas inespecificas a diversoteagmcivos e descreveu a sindrome geral
de adaptacdo. Ele observou aumento do tamanho rdaadatrofia do timo e de outros
tecidos linféides, presenca de ulceracBes no tasirintestinal, perda de peso corporal,
inibicdo do crescimento somatico, involugdo de Gsgsexuais acessorios, anomalia do ciclo
sexual, cessacao da lactacdo, aumento temporapotdesio e perda de cloreto no plasma.
Em sequéncia Selye demonstrou que a involugaonum éra mediada pela adrenal e que os
corticoides inibiam a resposta inflamatoria.

O termo estresse nao foi utilizado por Selye (194®) seus primeiros trabalhos
publicados. Isso ocorreu posteriormente e foi difda na literatura cientifica e médica. Para
Selye, estresse seria a situagdo gerada por unfiodesa qual um organismo estaria
submetido.

A homeostase é constantemente desafiada por fadasrsas. Sendo assim, foi
determinado que o agente causador (o0 estimulop@meado de agente estressor, e estresse
é a condi¢cdo provocada pelo desafio (SELYE, 1973).

O estresse € uma questdo crucial nas sociedadesrrmasd Atualmente o termo é
difundido inclusive na literatura ndo cientificad& médica (FRANCI, 2005).

Estimulos estressores sdo os que desafiam a haseoktes podem ser classificados
em quatro grupos:. estressores fisicos/quimicosor(cdfio, radiacdo intensa, barulho,
vibracéo, substancias toxicas e algésicas etagplpgicos (alteram processos emocionais e
comportamentais, como ansiedade, medo, frustragaojais (ambiente hostil, rompimento
de relagbes); os que alteram a homeostase veget@kercicio, ortostase, inclinacao
corporal, hipoglicemia, hemorragia etc.). Quantiuéacdo os estressores podem ser agudos (
anico, intermitente, exposicdo em tempo limitado)codnicos (exposicao intermitente mas
prolongada, exposicédo continua) (PACAK e PALKOVIPSQ1).

Todas as formas de vida tém desenvolvido mecanigau@s combater o estresse em
suas vidas, uma vez que sao notorios os efeitoesdando estresse sobre o individuo.
Gradualmente foi aceito que os animais também eoffe carga de estresse e desenvolvem



patologias similares aos seres humanos, quandostesp@ situacbes adversas ao seu
organismo, podendo sucumbir a doencas, atraso eswigrento ou prejuizos reprodutivos
(MOBERG, 1996). O reconhecimento dos efeitos naxivip estresse demonstra sua
importancia para o bem estar de um animal.

O efeito do estresse no organismo induz a mudamgasecrecdo de hormonios da
glandula pituitéria, também chamada hipofise, ingrido em falhas de reproducédo (RIVIER
& RIVIEST, 1991), alteracbes metabdlicas (ELSASERal 2000), resposta imunoldgica
(BLECHA, 2000) e comportamento animal (MORBEG, 1996

2.2 Resposta ao Estresse

A resposta a um estimulo estressor € fundamemalgphomeostase de um ser vivo e
sua sobrevivéncia. Na condicdo de homeostaseiatisdEstresse), 0 organismo reage por
meio da ativacdo e desativacao de mecanismos d®leode varias funcdes para recuperar e
manter a homeostase. A recuperacdo da homeostasae de mecanismos homeostaticos,
pode ocorrer pela eliminacdo do estressor. No &mtanesmo em situagcfes em que 0
estressor ndo € eliminado, € possivel recuperaargema homeostase. Essa condicdo de
homeostase mantida na presenca do estressor € dzhaieaalostase e representa uma
sobrecarga para o0 organismo (carga alostaticam€rsnismos alostaticos representam um
esforgo adicional para o organismo e maior gastdistribuicdo de energia. No combate ao
estressor o organismo lanca mao de diferentes staspalostaticas (McCEWEN, 1998). Este
processo se da atraves de alteraces fisiologiediatas e prolongadas.

Uma das principais respostas imediatas aos estesspsicoldgicos e sociais é
mediada pela ativacdo da divisdo simpatica dormseteervoso autbnomo, consistindo na
liberacdo de adrenalina pela medula da adrenal radremalina pelos neurbnios poés-
ganglionares simpaticos. Esta ativacdo desencadem série de alteracdes fisiologicas
visando um maior aporte de oxigénio ao cérebronmusculatura esquelética, em funcao de
alteracOes cardiovasculares (a0 aumento da pres&fal, taquicardia, redistribuicdo do
fluxo sanguineo etc.) e maior disponibilidade déssatos energéticos em funcdo de
alteracOes metabdlicas (lipdlise e glicogendlisadacteristicas de uma reacao de luta ou fuga
(FRANCI, 2005).

As alteracdes fisiologicas prolongadas sdo cafaatis principalmente pela ativacao
do eixo hipotalamo-hipdfise-adrenal (HHA) e consedamente liberacdo de
glicocorticoides. Estes por sua vez auxiliam ostafemetabdlicos e cardiovasculares da
ativacdo simpatica através da gliconeogénese & piertaminocidos e do aumento do
armazenamento de glicogénio no figado, provendorganismo de fontes de energia
rapidamente mobilizaveis, além de facilitar a reagés vasos sanguineos a adrenalina e a
noradrenalina, facilitando ainda mais a sua acaetdtora (FRANCI, 2005)..

A secrecao de corticosterona € modulada pelo nmeoaniefeedbacknegativo, que
envolve o eixo HHA. A sintese de cortisol, 0 maigepte dos glicocorticéides, requer trés
hidroxilagdes nos carbonos 11, 17 e 21, se o carBarfor hidroxilado antes do carbono 17,
este ndo serd mais hidroxilado e seréo sintetizadt® mineralocorticéides ao invés de
glicocorticéides. Portanto, a rota mais frequerdeapa obtencdo de cortisol € a 17 alfa-
hidroxilacdo da pregnenolona. A acdo 17 alfa-hidiase, necessaria para obter cortisol a
partir da pregnenolona e da progesterona, é prdpganamiferos. Por essa razao, a maioria
desses animais produz mais cortisol do que cotdomsa. O cortisol predomina no céo, gato,
porco, cavalo e em humanos. A corticosterona predomo coelho, camundongo e no rato.
Na vaca os dois hormonios se encontram em quaesdanhilares. (AXELROD & REISINE,
1984; CHROUSOS, 1998; KOOB, 1999).



No entanto, a persisténcia dessa resposta prolaruzae gerar efeitos deletérios ao
organismo. A acédo prolongada de glicocorticoidesimlii a resisténcia a infec¢cdes em funcéo
da sua acao imunossupressora e antiinflamatoterdeea formacéo do tecido cicatricial em
feridas, além da predisposicao a Ulcera gastriaoeenal, além disso o estresse persistente
reduz a secrecdo do hormdnio somatotrofico eirdepa atividade tireoidiana, além da
reducdo de varias funcdes organicas relacionadasraportamento sexual (BRANDAO &
LACHAT, 1995).

Apesar dos mecanismos alostaticos serem importaar@sadaptacao e protecdo do
organismo, falhas na mobilizacdo e desmobilizacg@sses mecanismos podem estar
relacionados a diferentes doencas como hipertendidetes, doencas auto-imunes,
distarbios inflamatorios, ulceracdo gastrica, assioomo diferentes transtornos
comportamentais (FRANCI, 2005).

2.3 Estresse, Transtornos de Humor e Depressao

Atualmente, além dos estressores fisicos inicialenelescritos por Selye, fatores
psicolégicos, como novidade ou problemas soci@smbém sdo aceitos como agentes
estressores capazes de induzir alteracfes compmmti@s e fisioldgicas significativas
(MCEWEN, 1998). Dentre as ultimas esta a liberagéaoglicocorticoides pela supra-renal,
como conseqUéncia da ativacdo do eixo hipotalamafise-adrenal (HHA) (HERMAN &
CULLINAN, 1997). Os glicocorticéides servem paraeparar 0 organismo para desafios
fisiologicos ou ambientais e sdo importantes pamresolidacdo da resposta ao estresse
(PEETERS, BWMM & BROEKKAMP, CLE, 1994). A persistda e a intensidade
exagerada do estresse, bem como a incapacidadegdnistno em finalizar o processo,
podem tornar o eixo hiperreativo, com prejuizoepoiis ao organismo (HUETHER al,
1999).

Os transtornos de humor séo condi¢cdes médicasromdéncia e prevaléncia bastante
elevadas. De natureza cronica e, na maioria dassyeecorrentes, levam os individuos
doentes a perdas substanciais na capacidade deerxesuas atividades diarias
(UEBELACKER et al., 2004). As causas e manifestacdes de transtorndsirder podem
variar. Acredita-se que, além dos fatores psicadaspcexistam componentes genéticos e
bioldgicos que tornem alguns individuos mais ppemktos a desenvolver estas patologias.
Neste sentido, tem sido sugerida uma maior incidédestes transtornos em mulheres
(WHO, 2000).

Dentre os transtornos de humor, a depressao maiastante comum. Calcula-se que
cerca de 121 milhdes de pessoas no mundo sofrateptessao (WHO, 2003a) e estima-se
que mais de 150 milhdes de pessoas experimentaumn adgisodio depressivo em algum
momento da vida (WHO, 2003b). Destes pacientes32%@a requerem hospitalizacdo, com
sérios prejuizos das atividades diarias (GUIMARAEX)0).

Na América Latina, e no Brasil em particular, existma série de fatores que
contribuem para a elevada prevaléncia de eventosidie estressantes e de transtornos
mentais na populacdo, tais como processos acetei@d@larbanizacdo e industrializagéo,
acesso desigual aos cuidados de saude, condicOesodalia inadequadas, distribuicao
desigual da renda, desemprego, altas taxas deweialé criminalidade (LOPES, 2003).

O estresse parece ser um dos principais fatoreseatais que predispdéem um
individuo a depressdo. Em cerca de 60% dos casapisodios depressivos sdo precedidos
pela ocorréncia de fatores estressantes, princgraérde origem psicosocial (POST, 1992).
Além disso, a conhecida influéncia de fatores dem€tno desenvolvimento da depressao
poderia ser decorrente de um aumento da sensdslidaeventos estressantes (KENDLER
al., 1995).



Em pacientes deprimidos, o controle inibitério tiidade do eixo HHA parece estar
comprometido. Eles podem apresentar niveis bakaiadms de cortisol e ndo responderem
ao teste de supressdo com o corticosterdide smtdéixametasona (BAUNGARTNER al.,
1988). O envolvimento do eixo HHA na neurobiolode depressdo é apoiado, ainda, pela
observacdo de que individuos com sindromeCdshingapresentam déficits cognitivos e
alteracdes na estrutura e funcdo hipocampais, bantek aguelas encontradas em pacientes
deprimidos (STARKMANet al.,1992).

2.4 Estresse e Ansiedade

A ansiedade é utilizada para descrever um estadwienal normal associado ao
estresse ou dificuldade psicoldgica associada acomdicdo patoldégica. Quando a ansiedade
€ cronica e ndo esta claramente associada a untoebem definido, ela é geralmente
considerada anormal e propria para uma intervepsi@ologica ou psiquiatrica.

Em termos biologicos, a ansiedade induz a uma fopadicular de inibicdo
comportamental, que ocorre em resposta aos evemtdsentais que S80 novos, nao
recompensadores (em condi¢cdes em que a recompesparada) ou a punicdo. Em animais,
esta inibicdo comportamental pode tomar forma debilidade ou de supressédo de uma
resposta comportamental (RANgBal, 2003).

2.5 Estresse Ambiental e Estresse Social

As modernas relagcdes do homem com a criacdo e ergdat de animais em cativeiro
se dao de diversas formas, dentre elas: animaitadesl para producdo, exposicao,
companhia, reintroducdo na natureza ou oriundogpdeensdo. Em comum, estas relacdes
apresentam a manipulacdo e a interferéncia dinetétas vezes repentina, das condi¢cdes
ambientais e relacdes sociais intra-especificligtirelo diretamente no bem-estar animal e
consequentemente na producdo, quando os animaisitdéidados para este fim. Estas
influéncias muitas vezes se refletem em diferefdesas de estresse e a presenca constante
destes agentes estressores esta diretamente makdaioa diferentes transtornos
comportamentais.

Considerando-se este fato, duas formas de estgeeséncidem diretamente sobre
estes animais podem ser destacadas. O estressentahiéi bastante comum. O ambiente
empobrecido, definido como ndo apropriado as netaasss sociais e fisicas dos individuos
pode desencadear uma série de respostas ndo mdaptaiuitas vezes manifestadas em
transtornos comportamentais, caracterizadas porpaxamentos estereotipados, déficits
cognitivos, distarbios emocionais (como agressiidae depressdo), acasalamento
inadequado e morte (BOERE, 2001).

Além do estresse ambiental, outro tipo de estrésstante comum tem origem
psicosocial. A introducao de novos individuos enbiames onde ja existe dominancia pré-
estabelecida é cada vez mais comum, sendo as razdesis variadas, como reducdo de
custos (animais de producao), fisica (espacosdduog para comportar diversos espéecimes)
ou ética (ressocializagdo para reintroducdo narewduou simulacdo de ambiente natural).
Todas essas situacbes podem desencadear alteremdp®rtamentais, em funcdo das
alteracdes nas relacdes de dominancia ou posicsal, sefletindo diretamente na qualidade
de vida dos animais. Neste tipo de situacao, gerathn o animal introduzido, apos conflito
com o dominante apresenta comportamento de sulomi§3aconflito persistente e os
conflitos constantes muitas vezes desencadeiam séma de respostas ndo adaptativas
resultando na manifestagcdo clinica de sinais deedsfo, como perda de peso, perda de



interesse por estimulos novos ou perda de prazeratiaacdo algumas atividades (BOERE,
2001).

2.6 Efeitos do Estresse

Torna-se necessaria a diferenciacdo de duas &#stapem todos os estados de
perturbacdo da homeostase sdo nocivos. Acrediguge estados leves, passageiros e
controlaveis sdo apenas uma sobrecarga para oisnmgarpodendo ser estimulos positivos
para 0 crescimento emocional e intelectual. Jaitaaces severas e incontrolaveis séo
encaradas como estresse e geralmente levam asdmétanca doenca.

O estresse tem um impacto profundo sobre o deb@émemto de psicopatologias que
afetam diversos processos fisiolégicos como enddcimunoldgico, sistema nervoso central
e respostas cardiovasculares. A exposicdo a evestosssantes € capaz de perturbar a
regulacdo normal do eixo neuroenddcrino e, embonaiaria das pesquisas neste campo tem
apontado, principalmente, para os hormoénios classido estresse: glicocorticoides e
catecolaminas (McCcEWEN! al., 1998), vém aumentando as evidéncias que indicamogqu
horménios tireoidianos (HT) também participam dasposta ao estresse cronico
(CREMASCHlIet al, 2000; SILBERMANEet al.,2002).

A atividade de outros eixos hipotalamicos-hipofsaitambém € afetada pela ativacéo
da resposta ao estresse, incluindo o sistema Hapwdéhipoéfise-gonadal (HHG) (WILDER,
1995).

2.7 Estresse Social e Modelos de Derrota Social

O impacto dos eventos estressantes no desenvolardenpsicopatologias tem sido
constantemente estudado em ensaios pré-clinicosa@mais. Neste sentido, diversos
trabalhos tém demonstrado que diferentes tiposstiessores assim como sua duracao,
previsibilidade e intensidade geram diferentes agtsys fisiologicas ao estresse (PUGLISI-
ALLEGRA et al, 1991). Sendo assim, diferentes modelos aniréaisstdo desenvolvidos no
intuito de estudar estas psicopatologias.

Considerando-se a vida moderna, foi constatado deefre os estressores mais
comuns no ser humano, estéo aqueles de origenm@ugc@ou social (BJORKQVIST, 2001)

0 que demonstra uma clara vantagem, na escolhadelonanimal, do uso de conflito social
entre membros da mesma espécie como gerador dssestsobre aqueles modelos que
utilizam estimulos fisicos aversivos, como choqag patas, contencado, privagédo hidrica ou
exposicao ao frio.

Numerosos estudos tém mostrado que a perda tenadoacontrole social (derrota
social) € um importante fator que pode levar asragbes psicopatologicas (FUCHS &
FLUGGE, 2002). Em ratos, esta condicdo pode seldahto paradigma amplamente
difundido denominado “interacdo residente-intrugOOLHAAS et al, 1997). Neste
paradigma, um macho adulto (o intruso) é introduzid caixa de um animal ndo-familiar e
agressivo (o residente). Os animais interagem aagpette e o intruso normalmente perde o
conflito (1 a 3 min.). Em ratos, esta derrota dop@ um macho agressivo € um estressor
natural e produz uma série de alteracbes molesuyléistoldégicas e comportamentais que
muitas vezes sao persistentes (KOOLHAASI.,1997).

Apesar de diversos dados na literatura demonstrasdalteracbes descritas acima
apos a derrota social aguda, a informacdo sobrefes crénicos do estresse social é
relativamente escassa. Recentemente foi propostodelo de estresse social crénico como
modelo animal de depressao, sendo entdo evidengigel@s animais submetidos a derrota
social diariamente, apos algumas semanas, desenvaiin quadro semelhante ao observado



na depressao humana, manifestando dentre os sm@meadonia (que pode ser medida pela
diminuicdo do consumo de solugcdo palatavel comarsae e interpretado como perda de
prazer). Esta condicdo € revertida pelo tratamemim antidepressivos, mas nao pelo
tratamento com drogas que ndo séo eficazes nassapréRYGULA, 2005).

2.8 O Eixo Hipotalamo-Hipofise-Tiredide (HHT)

O hipotalamo € uma estrutura do sistema nervoswatejue esta envolvida em uma
série de processos fisioldgicos, tais como contddetemperatura corporal e ingestédo
alimentar. Apresenta também grupamentos neuronaise|relacionam ao controle da funcéo
endocrina, 0s quais, em conjunto, constituem o eldanhipotalamo enddcrino. De fato, o
hipotalamo representa funcionalmente, uma interfattee o sistema nervoso e endocrino
(NUNES, 2008).

A hipofise ou pituitaria € uma glandula que se sgméa dividida basicamente em duas
porcdes: hipofise anterior ou adeno-hipdfise e fispdoosterior ou neuro-hipdfise. A adeno-
hipéfise é constituida de cinco tipos celularesofigicamente distintos. Essas células sao
responsaveis pela sintese e secrecdo de: hormér@noaorticotrofico (ACTH), hormdnio
tireotréfico (TSH), hormdnio do crescimento (GHyn@dotrofinas (horménio luteinizante ou
LH e hormoénio foliculo-estimulante ou FSH) e prdilaa (Prl). A neuro-hipofise se ocupa
principalmente da secrecdo dos horménios antidiaréADH) e ocitocina (NUNES, 2008).

A hipdéfise se mantém conectada, atraves da hgsbéidéria ou pedunculo hipofisario
ao sistema nervoso central, mais precisamentepatdfdamo, com quem guarda importantes
relacbes anatdbmicas e funcionais. Ocorre tambénisteng vascular porta-hipotalamo-
hipofisario ou sistema porta-hipofisario que € oesavel pelo transporte de horménios do
hipotalamo para adeno-hipdfise. Estudos dinamieosiidrocirculacéo local revelaram que o
sangue dos vasos portais flui, principalmente, gothlamo para a adeno-hipdéfise (sendo
denominado fluxo anterdgrado), onde os hormdnipetaidmicos exercem suas fun¢des. No
entanto ha evidéncias de um fluxo sanguineo redmgpor meio do qual os hormoénios
adeno- e, possivelmente, neuro-hipofisarios ténssacao SNC, onde podem influenciar a
secrecdo dos horménios hipofisiotroficos. Destenfgrocorrem transmissdes de informacgdes
do hipotadlamo para a glandula hipofise atravéshiadcdo de hormonios especificos, o que
resulta em modificacbes de, basicamente, todaseeasecdes enddcrinas do individuo
(NUNES, 2008).

A tiredide € uma glandula enddcrina, localizadaregido cervical sobre os primeiros
anéis da traquéia. Produz dois hormoénios, o T3 &4p que sdo responsaveis pelo
metabolismo celular. Contém iodo e regulam a vdbuie do metabolismo e o gasto calérico
do nosso corpo. Os HT controlam o funcionamentdidersos 6rgdos como coragdo, figado,
rins, ovarios, e outros, por isso, interferem dimeénte em processos como: crescimento, ciclo
menstrual, fertilidade, sono, raciocinio, memdaeaperatura do corpo, batimentos cardiacos,
eliminacao de liquidos, funcionamento intestinatigd muscular e controle do peso corporal
(MAZZAFERRI, 1980).

2.9 Fisiologia do Eixo HHT

O TRH, hormonio liberador de tireotrofina, € exge®m neurbnios parvicelulares
dos nudcleos paraventriculares do hipotalamo, sama@zenado nos axénios e liberado sob
condi¢cbes especificas, ao sistema porta hipotaldpuiisario, participando, assim, da
regulacdo da atividade tireotrofica (NUNES, 2008).

A regido promotora do gene do pré-pro-TRH apresgletaentos responsivos a varios
hormoénios e fatores transcricionais, o que revetomaplexa regulacdo da sua expressao.



Foram identificados elementos responsivos aos haosdireoidianos, aos glicocorticoides,
entre outras substancias (NUNES, 2008).

O TRH atua em receptores de membrana nos tirestrdo glandula hipdfise
estimulando a transcricdo génica e a secrecaoke TS

O hormaonio tireotréfico ou tireotrofina (TSH) é w@tizado e secretado pelos tireotrofos,
0s quais representam cerca de 5 a 10% da popuagé&ulas da adeno-hipdéfise. O TSH é o
principal regulador do crescimento e da funcédo t#dyla tiredide. Ele interage com
receptores presentes na membrana da célula folititdaidiana estimulando a expresséo de
proteinas envolvidas na inducdo de seus efeitdggpadivos e na biossintese e secrecao de
hormonios tireoidianos (NUNES, 2008).

Os principais reguladores da atividade do eixo tAipmo-hipofise-tiredide sdo os
préprios hormoénios tireoidianos que atuam no hipaia e hipéfise, modulando tanto a
sintese quanto a secrecao de TRH e de TSH nasrd#srsituacdes fisiologicas.

Além da regulacdo neuroenddcrina, os efeitos Ggiobs dos horménios tireoidianos sé&o
regulados por complexo mecanismo extratireoidiagsyltante do metabolismo periférico
dos hormdnios exercido pela acdo enzimética dasnisproteinas desiodases e da
disponibilidade de iodo no organismo (NUNES, 2008).

Outros fatores, contudo, séo capazes de altertaridade desse eixo, como: temperatura
e luz ambiente, estado alimentar e estresse, levamjlistes homeostaticos que confirmam a
importante funcdo desse sistema na adaptacdo @oefras alteragbes no metabolismo
energeético e ao estresse (NUNES, 2008).

2.10 Hormonios Tireoidianos e As Enzimas lodotiromia Desiodases

Os hormoénios tireoidianos (HT) s&do fundamentaisapar crescimento e
desenvolvimento de varios 6rgéos e tecidos de lvades. Embora essa agéo ja ocorra no
periodo embrionario, alguns desses 6rgdos e teajjl@sentam-se imaturos ao nascimento e
requerem um padréo de desenvolvimento temporaté®me o qual depende de um aporte
adequado de T3, o principal hormdnio tireoidianoT®também participa do crescimento,
diferenciacédo e da regulacdo da atividade e mesabmldesses mesmos érgéos e tecidos na
vida adulta, razdes pelas quais os HT sao consiograssenciais para a manutencao da
qualidade de vida (NUNES, 2003).

O horménio tireoidiano é produzido pela glandutadide na forma de um precursor
inativo, a tiroxina (3,5,3’,5-tetraiodo-Ltiroxinal4). Em humanos, apenas 20% da forma
biologicamente ativa do hormonio, a triiodotironin(d,5,3-triiodo-L-tironina, T3), é
secretada diretamente pela tiredide. Assim, a maaore do T3 circulante é derivada da
desiodacdo do anel externo da molécula de T4 midote periféricos, através da acao de
enzimas denominadas iodotironinas desiodases (B@BICGal.,2002). Ja que a meia-vida do
T4 é longa (uma semana em humanos) o papel dohgpatdlamo-hipdéfise-tiredide em
regular a disponibilidade de T3 & complementada jpgéo das iodotironinas desiodases,
enzimas que ativam ou inativam os hormdnios ties@sd BIANCOet al.,2002; BIANCO &
KIM, 2006).

As enzimas desiodases sao divididas em duas classativadoras (desiodase tipo 1,
D1; desiodase tipo 2, D2) e a inativadora (desedg® 3, D3 ; desiodase tipo 1, D1) dos
hormonios tiredideos. A diferenca quanto ao papghador ou inativador dessas enzimas
sobre T3 e/ou T4 esta no local de desiodacéo (@ituras enzimas D1 e D2 retiram residuo
de iodo da posicdo 3’ ou 5’ do anel externo dxiiv®, enquanto que a D3 remove tal residuo
do anel interno do T4 e do T3 (BIANCO & KIM, 200BEREBEMet al., 2007).

A desiodase tipo 1 (D1) é expressa no figado,itieeé rim e catalisa conversédo de T4
em T3. A desiodase tipo 2 (D2), que também convBftem T3, é expressa ha tiredide,



tecido adiposo marrom, pituitaria e no cérebro oseleonsidera que sao importantes locais
para a manutencdo estavel da concentracdo dogmosrtireoidianos (BIANCO & KIM,
2006), embora ela também contribua para a manuwetgs niveis de T3 circulantes, em
particular no estado hipotiredideo (MAIgt al., 2005). Em contrapartida, estudos mostram
que a enzima D2 (que € amplamente expressa e afaresea elevada afinidade pelo T4) é a
predominante via de geracédo do T3 apresentandeequoantemente, uma importante funcéo
na homeostasia dos hormoénios tiredideos (VISSERtHI., 1983; SILVA JE & LARSEM
PR, 1982; GEREBEINt al, 2007).

Ja a enzima D3, que normalmente € expressa nmaistervoso central e na placenta
tem por funcdo determinar o término da acdo dosméwios tiredideos atuando,
conjuntamente com a D2, em um fino mecanismo delaggo externa ao eixo hipotalamo-
hipofise-tire6ide (GEREBEN al., 2007). A D3 inativa T4 e T3 pela converséo pard €T
3,3-diiodotironina (T2), respectivamente, e, pdxam reconhecido como sendo o principal
meio para a depuragao do plasma do HT (BIANCO & K2006).

W JOH
b

NH,

Figura 1: Reacdes basicas de desiodacao (BIANCO & KIM, 2006).
2.11 Relacao Entre o Estresse, o Eixo HHT e as Emas lodotironinas Desiodases

As alteragbes na funcgédo tireoidiana foram descetastranstornos psiquiatricos e
hipotireoidismo clinico também foi relacionado Ppssdo e baixa resposta ao tratamento
antidepressivo. Em conjunto, estes resultados sogama complexa relagéo bilateral entre a
funcao tireoidiana e disturbios psiquiatricos.

Considerando-se a relagao entre o metabolismo doe bl estresse, existem poucos
dados sobre a atividade das desiodases no modadstsse (SILVA E LARSEN, 1986;
BALZANO et al.,1990; ANGUIANOet al.,1995) e as conclusdes relativas a atividade das
desiodases no estresse social crénico sdo efetivanmaisentes. Sabendo-se do papel
essencial das desiodases na fisiologia dos HEc&val que se admita que os estudos sobre a
atividade das desiodases iria acrescentar novdseconentos para melhor compreender a
complexa relacdo entre a tirdide e o estresse itdymor distdrbios psiquiatricos.
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2.12 Estresse e Serotonina

Inimeras evidéncias favorecem a hipotese de q@ei@mansmissao serotoninérgica
seja sensivel a diferentes estresses e que estajlvida com o0s processos de adaptacdo a
eventos aversivos (DEAKIN & GRAEFF, 1991; CHAOULQFE993). Por exemplo, a
adaptacdo a imobilizacdo forcada € acompanhada uteerdo da sensibilidade da
neurotransmissado serotoninérgica e a administrad@o agonistas para receptores
serotoninérgicos previne o desenvolvimento dosigfcomportamentais induzidos por esse
estresse (KENNETEt al, 1987).

Varias evidéncias apontam o hipocampo como locatadateracdo entre estresse
repetido e serotonina (DEAKIN & GRAEFF, 1991). Bades nelas, foi também sugerido
que projecbes serotoninérgicas que partem do nudediano da rafe (NMR) para o
hipocampo, estrutura rica em receptores serotaigcus, seriam as responsaveis por esta
adaptacdo ao estresse repetido, desconectando sasiagSes aversivas previamente
aprendidas de suas consequéncias comportamenssis, Aprojecdes hipocampais oriundas
deste nucleo, através da ativacdo de receptoremsiergicos do tipo 5-HT1A, poderiam
atenuar a formacdo de memodrias relacionadas ao enduoinuir as respostas do hipocampo
a eventos ameacadores. Quando muito intenso, essstrepetido diminui o nimero e a
funcdo de receptores 5-HT1A no hipocampo (VAN RIEDH al., 2003; FLUGGE, 1995),
um efeito possivelmente mediado por glicocorticéidem humanos, a depressdo maior esta
associada com diminuicdo de 5-HT1A em regides paefalicas (SARGENEt al, 2000).
Dessa maneira, 0 prejuizo da neurotransmissédooséarétgica hipocampal causado por
exposicao a estressores severos dificultaria ataghgp ao estresse crénico e predisporia ao
desenvolvimento de depressao (DEAKIN & GRAEFF, 1991

Drogas antidepressivas, por aumentarem, com o mgongado (BLIER, 2003), a
neurotransmissao serotoninérgica, reverteriamqstdro. Estudos realizados anteriormente
tém dado suporte a tal hipotese. Assim, foi demadstque a administracdo hipocampal de
inibidores seletivos da recaptacdo de serotonieanp o efeito ansiogénico provocado pela
exposicéo de ratos a imobilizaco forcada (GUIMARSAEDQO).

A fluoxetina, um inibidor seletivo da recaptacdo serotonina (ISRS), é uma
substancia reconhecidamente eficaz para o tratanmdog sintomas da depressao humana
(EDWARDS, 1995;0'SHEA, 1991).

O cloridrato de fluoxetina € o primeiro represetgatia chamada nova geracdo de
antidepressivos, drogas que garantem eficaciaat@antento da depressao maior e ansiedade
com menor risco de causar efeitos colaterais (WQKID4).

Anteriormente, varios estudos apresentaram resdtachbiguos quanto aos efeitos
dos ISRS (antidepressivos triciclicos, a classes mamum de antidepressivos estudados até
agora), sobre a funcédo da tirdide (BRADY & ANTON9®9 JOFFE & SINGER, 1990).
Sabe-se que poucos estudos tém avaliado o efetdSIRS sobre a funcéo da tirebide em
experimentos relacionados ao estresse.
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3 OBJETIVOS

Padronizar o modelo de estresse social como um lnabke estresse em nosso
laboratério;

Realizar um estudo seriado do estresse sociaiaadal seus efeitos a curto e longo
prazo;

Avaliar as possiveis alteragcdes comportamentaiatde submetidos ao estresse social
em diferentes periodos de exposi¢do ao estimuiessst;

Avaliar as possiveis alteracfes séricas dos HTaéms submetidos ao estresse;
Investigar o papel das enzimas iodotironinas desesl no metabolismo dos HT de
ratos estressados;

Avaliar os efeitos do tratamento com a fluoxetirta aomportamento dos animais
estressados;

Determinar se o tratamento com fluoxetina podeae\as possiveis alteracdes nos
niveis séricos dos hormonios da tiredide, induzigak estresse nosso modelo
experimental.
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4 MATERIAS E METODOS

4.1 Animais

Todos os animais utilizados foram procedentes ddétio do Departamento de
Ciéncias Fisiolégicas da UFRRJ. Os animais permaaet em sala climatizada em
temperatura controlada (22 °C + 2) e controle deoeéscuro (12 horas por periodo), sendo a
iluminacdo acionada a partir das 6 horas da maéhdise6 horas da noite com agua e ragéo
libitum.

Todos os experimentos foram desenvolvidos seguimolonas internacionais de
utilizacdo de animais de laboratériGuide for the Care and Use of Laboratory Animals
publicado peloUS National Institutes of Health (NIH Publicatiof 85-23, revised 1996
http://www.nap.edu/openbook.php?isbn=03090537é3 aprovado pelo comité de ética
institucional: CEPBE/IB/UFRRJ- nimero 014/2008.

4.1.1 Ratos Wistar machos
4.1.1.1 Intrusos

Animais jovens, inicialmente com aproximadament® 2ffamas (g), (n = 26)
utilizados no conflito social e (n = 26) mantides situacao controle, e um grupo estressado
tratado com fluoxetina (n = 8), os quais permaraneao longo de todo 0 experimento em
caixas individuais de plastico (20 cm x 30 cm x@b), inclusive na fase de adaptacéo
(durante duas semanas antes do experimento).

4.1.1.2 Residentes

Animais mais velhos, inicialmente com aproximadai®eb0 gramas (g), sendo (n =
20), utilizados no conflito social com os intrusd®rmaneceram ao longo de todo o
experimento alojados com fémeas ovariectomizageseto durante os conflitos socias,
guando os residentes ficavam em contato com assodr Os residentes em companhia das
fémeas ovariectomizadas foram alojados em caixatadéco (35 cm x 50 cm x 35 cm), com
0 objetivo de estimular a agressividade territorial

4.1.1.3Sparrings

Animais jovens, inicialmente com aproximadamentd® Zffamas (g), (n = 10)
utilizados para treinamento dos residentes, antesodflito social direto com os intrusos.
Permaneceram alojados individualmente duranteead@d¢reinamento dos residentes (durante
duas semanas antes do inicio do experimento) eascaidividuais.

4.1.2 Ratos Wistar fémeas
Fémeas mais velhas, inicialmente com aproximadag5@ gramas (g), (n = 20), ndo
utilizadas no conflito social, as quais permanauesa longo do experimento alojados com 0s

machos residentes, com o0 objetivo de estimularresatyidade territorial. As fémeas eram
retiradas da caixa imediatamente antes da intexti#® os machos residente e intruso.
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4.2 Estudo Seriado do Estresse Social
4.2.1 Primeira etapa

Nesta etapa o objetivou-se avaliar os efeitos ttess®e social a curto prazo, ou seja,
apos uma semana de conflito social, nos parametraportamentais e na fungao tireoidiana,
bem como no metabolismo dos HT, através da avalida&atividade da desiodase tipo | na
tiredide e no figado.

Foi realizada a interacédo residente-intruso (estre®cial) durante sete dias com a
utilizacdo de dois grupos experimentais: controle (L0) e estressado (n = 10). Na semana 2
(apés uma semana de estresse social) foram readizagtes comportamentais, eutanasia e
coleta de sangue para dosagem hormonal (avaliaggimigteis séricos dos HT), coleta de
orgaos para a anatomopatologia e avaliacdo daatigidas desiodases.

4.2.2 Segunda etapa

Nesta etapa objetivou-se avaliar seriadamente eitogfdo estresse social a longo
prazo. Ampliou-se o tempo de exposicdo ao estress@l com o0 objetivo de estudar os
mesmos parametros da etapa anterior com um temjmo deaexposicdo ao conflito social.
Foram realizados testes comportamentais e aval@dgsaiveis séricos dos HT apos trés e
oito semanas de estresse. Para complementar arprgtepa, procedeu-se neste momento ao
estudo seriado dos parametros comportamentaisngohars, com avaliagdes na semana 4 e
na semana 9, bem como no estudo do metabolismdHaoatravés da avaliacdo da atividade
da desiodase tipo | na hipdfise, tiredide e figadda atividade da desiodase tipo Il na
hipofise, BAT Brown Adipose Tiss)ie coracdo, ao término do experimento.

Foi procedida a derrota social pelo periodo de s#tmanas, utilizado-se dois grupos
experimentais: controle (n = 8) e estressado (1), ® $a semana quatro os animais foram
submetidos a testes comportamentais e também ta cldesangue para dosagens hormonais
(HT). Na nona semana foi feita a repeticdo do®sesbmportamentais e logo em seguida a
eutanasia e a partir de entdo foram coletadas astea® de sangue e Orgdos para a
anatomopatologia e avaliagéo da atividade das dieses.

4.2.3 Terceira etapa

O principal objetivo desta etapa foi estudar o pdpetransmissao serotonérgica nos
parametros comportamentais e hormonais (HT) erns gatbbmetidos ao estresse social.

Foi procedido o estresse social pelo periodo dedetnanas. Nesta etapa havia trés
grupos experimentais: controle (n = 8), estres¢ado8) e estressado tratado com fluoxetina
(n = 8). O grupo estressado tratado com fluoxeBoabeu por via oral diariamente, 10 mg/kg
de cloridrato de fluoxetina, através de gavagem.o(Osos dois grupos receberam agua
destilada por via oral, através de gavagem. Nas@maatro os animais foram submetidos a
testes comportamentais e também a coleta de spagudosagens hormonais (HT).

4.3 Procedimentos Gerais do Experimento
4.3.1 Estresse social: modelo de derrota social
Para o estabelecimento do modelo de estressd, gocuatilizado o procedimento de

derrota social descrito inicialmente por MICZEK T99. Para tanto, apés a transferéncia da
fémea da companhia do macho residente, o animariexgntal (intruso) foi colocado na

14



caixa do animal residente e apds demonstrar o caampento de submissao (postura corporal
submissa, ou seja, animal imobilizado pelo reselestn decubito dorsal, vista na Figura 2)
foi separado por uma gaiola de arame permanecesste tocal por um periodo uma hora,
tempo este suficiente para estressar o intrusaribeieste periodo, o animal experimental foi
protegido de ataques repetidos e de potenciaigdesid entanto, sendo ainda exposto a
estimulos visuais e olfativos oriundos do resideAfs este tempo, 0 animal experimental
(intruso) era reconduzido a sua caixa e a fémaemderzida para a caixa do macho residente.
Os animais foram submetidos diariamente ao estressml. Para tantoutilizamos um
sistema rotacional, ou seja, os animais eram sudoset derrota social diariamente por
animais residentes diferentes, para que nao oserresbituacdo entre o residente e o intruso,
desfavorecendo desta forma o conflito social.

O grupo controle foi manipulado conforme o grupwesse, porém néo foi submetido
ao conflito social, simplesmente retornando a stikacde origem. E importante lembrar que
o estresse foi realizado no periodo noturno (arphas 18 horas), periodo este mais propicio,
pois é o de maior atividade dos animais.

Duas semanas antes do experimento, durante adas#agtacdo dos intrusos em suas
caixas individuais, concomitantemente foi realizadotreinamento dos residentes. O
treinamento consiste no conflito social entre adeyde e o animaparring Da mesma forma
como no modelo de derrota social com o intruseparring € colocado em contato com o
residente macho, apos a transferéncia da rata qu@sawa a mesma caixa para uma outra
caixa individual.

Originalmentesparring € uma palavra inglesa que se referia ao ataqualdaugando
seus espordes. Como o boxe adotou varias pratitasnes das rinhas, ficou a tradicdo de
usar o verbospar’, ou seu gerundigparring quando ocorre a luta com sentido de treino
(COLLE et al., 2002). Nesse contexto se originou o substargparring para denominar o
animal que tenha estilo semelhante ao do proximeradrio e que é utilizado para auxiliar
no preparo para o conflito com o intruso, fazendofltos sociais de treinamento. Além
disso, o proprio alojamento do residente com uma&na mesma caixa € realizado com o
objetivo de estimular a sua agressividade, e deste favorecer o conflito social.

Figura 2: O animal intruso submisso, em decubito dorsajuilas caracteristicas de dominancia séo
observadas como pélos ouricados e a utilizagaolfdto gpara reconhecimento do intruso (Fonte:
RYGULA, 2006).
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4.3.2 Estudo da percentagem de ganho de peso

Semanalmente os animais tiveram o seu peso corpdeeido com a utilizacdo de
uma balancagfetronic Kitchen scale SF-400). O ganho de peso corporal foi calcutamno
uma porcentagem da média do peso corporal bagak(da experimento). Os valores basais
foram transformados em percentagens do valor madiartir deste momento.

4.3.3 Testes comportamentais
4.3.3.1 Teste de preferéncia pela sacarose (PPS)

Toda semana, rigorosamente no mesmo dia e hofari@valiado a ingestdo de
sacarose (solucdo de 0,8%) como medida de aneddraags de um teste de preferéncia.
Para tanto, pesou-se inicialmente as garrafasule@ga e solugdo de sacarose (peso inicial).
Dai pode-se oferecer as duas garrafas para osp@taesn periodo de 24 horas e depois disto
pesou-se novamente as garrafas (peso final). Quounganto de agua como de sacarose foi
calculado pela diferenca entre os pesos iniciata {WILLNER et al, 1991). A preferéncia
(vista na férmula abaixo) foi calculada em valquescentuais, pela razdo entre o consumo de
sacarose (peso inicial menos o peso final em gralasgarrafas de sacarose) e o consumo
total (consumo de agua (peso inicial menos o pesb ém gramas das garrafas de agua) +
consumo de sacarose (peso inicial menos o pedeefingramas das garrafas de sacarose)) e
multiplicando-o por 100.

Preferéncia = Consumo de Sagse
X 100

Consumo de SacarasConsumo de Agua

4.3.3.2 Teste do campo aberto (CA)

Este teste foi realizado seguindo o modelo propost@lmente por Archer, 1973. O
teste consiste em um simples protocolo, cuja ay@diados seus componentes tém sido
amplamente utilizada para mensuragdo de emociaoi@jctividade exploratéria (MATTO &
ALLIKMETS, 1999), atividade geral ou locomotora (ORVOISIER et al, 1996), medo
(COURVOISIEREet al, 1996) e ansiedade. Neste experimento os anfioraism submetidos
individualmente a analise de sua capacidade locamareploratoria e avaliados através de
diferentes pardmetros. Este teste € consideradexgriente modelo sensivel & drogas com
atividade ansiolitica (PRUT & BELZUNG, 2003). O aits experimental foi realizado em
uma sala escura com luz vermelha onde os ratomfordividualmente inseridos em uma
caixa de acrilico branca (80 x 80 x 30 cm) dividigaalmente em 25 quadrantes. Cada
animal foi colocado no centro do arranjo experiraemtediatamente antes do teste e
autorizado a explora-lo por 5 min. Durante estepena atividade locomotora foi gravada e
elementos da atividade exploratéria pontuadas gisarvacéo e contadoff-line (figura 3A
e B). Durante 5 minutos eles puderam livrementelogap os quadrantes, onde foram
avaliados os seguintes parametros comportameAtiigdade locomotora (niumero de vezes
em que o animal invade com as quatro patas umatopas da arena): contabilizado como o
namero total de quadrados percorridos ou atravessRearing (animal apoiado nas patas
posteriores, com o tronco perpendicular ao pisajdea cabeca dirigida para cima e tocando
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ou ndo, com as patas anteriores, as paredes d @repo) (Figura 3C): contabilizado como
0 numero total deearings; Tempo de imobilidade (o tempo gasto imével): chititzado
como tempo total sem movimentacdo; Episédiosgamming (nUmero de execucbes de
movimentos com as patas anteriores e posterioregirgfo a boca ou a cabeca, podendo
haver continuidade destes em direcdo aos paviladesulares e/ou movimento de lamber
dirigidos principalmente as porgdes laterais dopcoe a regido genital) (Figura 3D):
contabilizado como o namero total deoomings Tempo de groomind( tempo utilizado
para a realizacdo das atividadesgideoming :contabilizado como tempo total gasto para
realizar ogrooming.A arena foi limpa com uma solucédo etandlica 5%eenada animal
testado.
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Figura 3: Campo aberto: (A) - Esquema da caixa de acriliedida em quadrantes para o teste do
CA. Os testes foram gravados para avaliagdo @f{MELLO, 2006). (B) Foto obtida na sala de
testes comportamentais no laboratério de fisioldfi@F-UFRRJ). O teste é realizado no escuro e
monitorado por cameras infravermelho, evitando as@m qualquer tipo de influéncia externa, (C)
Animal em atividade deearing (MELLO, 2006), (D) Animal em atividade dgooming(MELLO,
2006).

4.3.3.3 Teste do Labirinto em Cruz Elevado (LCE)

Para avaliacdo de aspectos relacionados a ansiddadmimais foi realizado o teste
do labirinto em cruz elevado (LCE), baseado no nwogsposto em ratos por Pellat al.
(1985). O LCE tem sido amplamente utilizado em ooesl como um protocolo de avaliagao
do medo, ansiedade (PELLO®Y al, 1985), e mais recentemente, da avaliacdo de eisc
camundongos (RODGERS al, 1996) e ratos (MIKIC®t al, 2005).

O aparelho consiste de dois bracos abertos op(1os 10 x 40 cm) e dois fechados
(50 x 10 x 1 cm), também opostos, em forma de graga, conectados por uma plataforma
central (10 x 10 cm) e elevado a 45 cm do nivetho (Figura 4A e B). Os animais foram
colocados no centro do aparelho com a cabeca waoftach um dos bracos fechados e o seu
comportamento observado por 5 minutos.

Uma alteracdo nos parametros relativos aos bragugi€ncia de entradas e o tempo
gasto em cada tipo de braco) € indicativa de parémeelacionados a ansiedade. A
frequéncia total de entradas foi obtida pela somwles das frequéncias de entrada nos
bracos abertos e nos fechados. Para andlise tstatiss dados e confeccdo dos graficos, a
percentagem de entradas nos bracos abertos failazddc dividindo-se a frequéncia de
entradas nos bragos abertos pela frequéncia ®tahtladas nos bracos abertos e fecados, e
esse indice multiplicado por 100. De maneira seamhfoi calculada a percentagem de
tempo em que 0s animais permaneceram em cadadragalacdo ao somatorio do tempo de
permanéncia nos bragos abertos e fechados, sequiciente obtido multiplicado por 100.

Foi quantificado também no labirinto medidas ddiagao etolégica como o nimero
derearings utilizado na avaliacdo da atividade exploratR&ODGERS & COLE, 1993) e
“stretch attend postutg SAP), quando o animal estende seu corpo compé&ite com as
patas dianteiras, mantendo as patas traseiras simorlegar, e volta para a posi¢cédo anterior,
sendo utilizado como medida do comportamento delia¢do de risco", utilizado na
avaliacao do grau de ansiedade.

Um aumento seletivo nos parametros correspondaoiedracos abertos (entrada e
tempo) revela um efeito ansiolitico, e o inverseeédade. O numero de entradas no braco
fechado avalia a atividade motora dos animais. teste é considerado um excelente modelo
de avaliacdo do status de ansiedade (RODG&ERS, 1999). Além disso, durante este teste é
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possivel avaliar aspectos que envolvem emociorldidaa tomada de decisdo dos animais
gue esta diretamente relacionado com o statusgiedaade.

Figura 4: (A) - Esquema do aparelho utilizado no teste do LE&#n os bracos fechados e abertos
opostos conectados pela plataforma central. Ogstelstram gravados para avaliacafi-line.
(MELLO, 2006). (B) Labirinto em cruz elevado (LCHA.foto acima foi obtida na sala de testes
comportamentais no laboratério de fisiologia (DCFRRJ). O LCE também é realizado no escuro e
monitorado por cameras infravermelho, evitandoassem qualquer tipo de influéncia externa.

4.3.3.4 Teste do nado forgcado (NF)

Neste teste, os animais foram submetidos individeate a analise do status
depressivo, através de um modelo adaptado de Pasdal., em 1977, no qual foi
guantificado o periodo de imobilidade, e quantoamaste tempo, menor o estimulo do
animal em querer escapar do tubo (RUSSEthI.,2008) durante um periodo de 5 minutos.
Neste teste, os ratos foram inseridos individuatméentro de um cilindro de acrilico de 25
cm de diametro contendo agua a 25°C e uma profaddidie 30 cm, sendo incapazes de
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escapar ou tocar no fundo do cilindro (Figura 5B)eVinte e quatro horas antes, 0s ratos
foram submetidos a 15 minutos de sessdes de nagimlopara reconhecimento e adaptacéo
do teste programado. No dia seguinte, os ratosnfea@bmetidos ao teste valido da natacdo
forcada.

Figura 5: (A) Esquema do teste do nado forcado (MELLO, 20(®). Foto do teste do nado forcado
que é realizado no escuro, e visualizado atravédmeras especiais (infravermelho). A foto acima fo
obtida na sala de testes comportamentais no |&iarae fisiologia (DCF-UFRRJ).

4.3.4 Coleta de sangue para radioimunoensaio (RIE)

Amostras de sangue foram coletadas antes (basatpntd e ao término do
experimento (no dia da eutanasia, a qual foi redéizpor decapitagdo). As amostras foram
coletadas da veia jugular com a utilizacao de gardescartavel de 3 ml acopladas a agulhas
25x7 com anticoagulante (heparina). A coleta fdiafeapds anestesia com ketamina
(50mg/kg, ip) e Xilazina (5mg/kg, ip), sempre ent&00 horas e 21:00. O sangue coletado
foi colocado em tubos de polipropileno para cemgdf de fundo conico (tipfalcon) de
capacidade 15 ml, modelo 91015 da marca TPP. rwstente, o sangue foi centrifugado
(3000 rpm por 20 min) e o plasma separado das &msosbm a ajuda de uma pipeta e
colocado em microtubos tipo eppendorf, previamedéatificados, sendo posteriormente
armazenados a — 20 °C até o momento das dosageosrizntracdes séricas por RIE.

4.3.4.1 RIE para TSH sérico

A avaliagdo dos niveis de TSH sérico foram reaéizadilizando-se um kit especifico
de RIE, obtidos ddNational Institute of Diabetes, and Kidney Disea@¢DDK - Bethesda,
EUA), e expressos em termos da preparacdo de mei@ré (PR-3). Esse kit € composto por
TSH murino purificado para a preparacao das ansstiizadas na curva padréo (0,625 a 25
ng/ml), TSH murino purificado para ser iodado @campo de coelho anti-TSH murino (1°
anticorpo).
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A iodacdo da molécula de TSH com 125l foi realizadaaboratério de Fisiologia
endocrina Doris Rosenthal - IBCCF/UFRJ pelo métddocloramina T, sendo a molécula
marcada purificada em uma coluna de gel de pdbacida (Biogel-P60 fino da Bio-rad,
EUA), conforme previamente descrito (Ortiga, 1992).

O RIE para TSH foi realizado pelo método do 2°cmpo (anti-rabbit Ig G, sigma),
em adicdo de 6% de polietilenoglicol. O TSH séfaaexpresso em ng/ml.

4.3.4.2 RIE para T3 e T4 totais e corticosterona 8€0s

As concentracdes séricas de T3 e T4 foram detadamatravés de kit comercial para
RIE Kits (MP Biomedicals, LLC, E.U.A.) contendo exarpos especificos aderidos a parede
dos tubos de polipropileno e com T3 e T4 ligadosraiotracador ') com atividade
especifica de 5 Ugi). As curvas padréo foram realizadas com T3 e cérari soro de rato
livre de iodotironinas (soro zero) nas concentracde 25 a 1000 ng/dl e 1 a f@/dl,
respectivamente. Todo o procedimento foi realizasmguindo as recomendacdes do
fornecedor. Os resultados foram expressos ng/dl@aB e enug/dl para o T4.

Os niveis séricos de corticosterona sdo analisattasés de Kit de RIE especifico
para ratos e camundongoMK Biomedicals, LLC, E.U.A Todo o procedimento foi
realizado seguindo as recomendac¢des do fornecedstantes nos kits. Os resultados foram
expressos em ng/ml para a corticosterona.

Em todos os radioimunoensaios as amostras foraaddse em duplicata e a deteccéo
da radioatividade foi realizada em um cintiladorfatge sélida Wizardl470 Wallac Wizard
tm automatic gamma counjer

4.3.5 Determinacéo da atividade das iodotironina desiodas:
4.3.5.1 Determinagéo da atividade da iodotironinaesiodase tipo |

A atividade da D1 foi avaliada na tiredide e noafig. A atividade da D1 foi
determinada pelos métodos previamente publicadBRE et al, 1991). As amostras de
figado foram pesadas em balanca digiRte€ision Advancede 25 mg do tecido foi
adicionado a 1 ml de solugdo tampao sucrose-DTZ5 (M sucrose e 10 mM DTT), assim
como a glandula tiredide, em que a uma glanduladmionado a mesma solugdo. Os tecidos
foram homogeneizados, em gelo, utilizando-se oallirrax T25 (lka-Labortechnik). Os
homogeneizados foram armazenados a - 70°C até @odéamsaio. Aliquotas de 20 foram
estocadas separadamente a - 20°C para dosagenotdéngs pelo método de Bradford
(1976). As amostras foram solubilizadas com NaGBIN pelo menos 30 minutos antes da
dosagem (sempre em duplicata) e a albumina bowrieasBSA- Sigma, MO, EUAfoi
utilizada para a constru¢ao de uma curva padrao.

O tracador radioativo foi purificado em virtudesddesiodacbes espontaneas das
iodotironinas marcadas, mesmo na auséncia da enPana a purificacdo, foi utilizada uma
coluna de 2 ml de Sephadex LZ0r{ersham Bioscience® ml de H20/g de gel seco) para
se obter somente o rT3 radioativo presente na &olugom atividade especifica de 1210
uCi/ug (44,8 MBqlg) (Perkinelmer Life Sciences, Inc., Boston,)MAma aliquota de 7(l
do rT3 marcado foi diluida em 12 ml de H20 destiladaplicada a coluna, seguindo uma
lavagem com 6 ml de agua destilada. Desprezou-stuats contendo radioiodeto e o rT3
marcado foi eluido com 4,5 ml de etanol 70%. O telude etanol 70% contendo a
iodotironina foi colhido em nove tubos de vidro, atele foram retirados 5ul para contagem
da radiacdo gama no contador Wizatd A0 Wallac Wizardm automatic gamma counfer
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Os tubos com mais de 5000 cpmlSoram reunidos e guardados a 4°C ao abrigo daaliéz
o dia seguinte, quando era realizado o ensaio.

A atividade da D1 foi determinada em tampéao PB (b de fosfato de sodio, 1 mM
EDTA, pH 6,9) contendo dithiotreitol (DTT) 10Mm (etdor da enzima), rT3 frio LM,
volume de homogeneizado tecidual calculado paréaecd@0 ug de proteina por figado e
tiredide, sendo que a reacdo foi iniciada pelagadide 50ul do rT3- 1 (50000 cpm).
Durante 60 minutos, os tubos foram incubados a 3D¥corrido o tempo de incubacao, a
reacdo foi interrompida colocando-se os tubos emhdade gelo. Em seguida foram
acrescidos 200l de soro fetal bovino (Cultilab, BR) gelado e 10@e acido tri-cloro acético
(TCA) 50% para a precipitacdo das proteinas. Osstdbram agitados vigorosamente no
vortex durante 2 minutos e centrifugados (10000 mon 3 minutos, microcentrifuga).
Finalmente, 36QI do sobrenadante foram transferidos para tubasode&agem para medir a
radioatividade no contador gama. A atividade daneaZoi expressa em pmoles de rT3/ min.
mg de ptn.

4.3.5.2 Determinagéo da atividade da iodotironinaesiodase tipo Il

Estudamos a atividade da D2 na hipdfise e no teaitjsoso marrom (BAT), tecidos
onde a atividade da D2 ja foram previamente doctexes (FORTUNATCet al, 2006),
bem como no coracdo, onde a expressao D2 tem aidmente descrita. Em suma, uma
glandula pituitaria, 4Qg de ventriculo esquerdo e 25 mg de BAT foramgesam balanca
digital (Precision Advancede posteriormente foram homogeneizados em soliagdpéo 0,1
M de fosfato de sodio, contendo de 1 mM de EDTA5W de sacarose e 10 mM ditiotreitol
(pH 6,9), em gelo, utilizando-se o Ultra-turrax T@ka-Labortechnik). Os homogenenatos
foram armazenados a - 70°C até o dia do ensaigqudtihis de 2Qul foram estocadas
separadamente a - 20°C para dosagem de proteiltasnptodo de Bradford (1976). As
amostras foram solubilizadas com NaOH 2,5 N peloase380 minutos antes da dosagem
(sempre em duplicata) e a albumina bovina séB&A( Sigma, MO, EUAoi utilizada para a
construcdo de uma curva padréo.

Homogenatos (amostras de b de proteina para a hipdfise, 1p§ para BAT e
coracdo) foram incubadas em duplicata, 2 h paipdise, 3 h para BAT e coracéo, a°G7
com 1 mM [*91] T4 (Perkin Elmer-Vida e Analytical Sciences)nM PTU, e de 20 nM de
ditiotreitol (USB) em 100 mM de solucdo tampéo defdto de potassio contendo 1 mM
EDTA (pH 6,9) em uma reacdo com volume de dQO0conforme descrito anteriormente
(BERRY et al., 1991, FORTUNATCQet al., 2009. A reagéao foi interrompida num banho de
gelo, com a adicao de 2@ soro fetal bovino (Cultilab, BR) e 104 acido tricloroacético
(50%, v / v), seguido por vigorosa agitacdo (VOrteks amostras serdo centrifugadas a
10.000 R.P.M. por 3 min e o sobrenadante foi cdtetpara a medicdo d” liberado
durante a reacéo de desiodacgéo. Entdo, 360 ulbldersmlante foram transferidos para tubos
de contagem para medir a radioatividade no conigaimia. A atividade da D2 foi relacionada
com a concentracdo de proteina no homogeneizafid,expressa como fentomoles de T4
desiodado / minmg de proteina.

4.3.6 Anatomopatologia

Ao final do experimento, os animais foram eutaadss através da decapitacdo e as
adrenais e os testiculos de todos os intrusos fdissecados, limpos e pesados. Atraves deste
e do peso corporeo final (peso corporeo obtido inodd eutanasia), foi calculado o indice
adrenal e testicular, com o intuito de avaliar #fuéncia do estresse no aparecimento de
hipertrofia adrenal (por atuacdo no eixo hipotaldnpfise-adrenal), ou ainda atrofia
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testicular (por influencia no eixo hipotdlamo-higéfgonadal). O calculo foi feito
normalizando-se o peso dos 6rgaos (dividindo o desargao pelo peso corporal) permitindo
assim a comparacao entre os resultados.

indice dos 6rgdos = Peso do 6rgdo (mg)
Peso Corpora)) (

4.4 Protocolos Experimentais
4.4.1 Protocolo experimental da primeira etapa:

Protocolo de estresse de curto prazo, com derootal slurante 7 dias.

CA. Niveis basais HTs e CA, LCE, NF, Niveis finais HTs,
' Corticosterona corticosterona, patologia,
atividade D1

. B . B

-2 N -1 0 J\ $ ) 2
Treinamento dos Estresse
" Residentes Social -
—~

Pesagem dos Animais e Teste de Preferéncia
pela sacarose

Figura 6: Protocolo que foi realizado na primeira etapa dpeerento. Duas semanas antes do
conflito social (semana -1 e 0) os ratos residefitesn treinados para o conflito social com osgato
sparrings Concomitantemente, os ratos intrusos foram sutloset testes comportamentais (valores
basais de CA e PPS) e coleta de sangue para dedagemonais (HT e corticosterona). Na semana 1
foi procedido o estresse social, diariamente, dar@ndias consecutivos, entre residentes e intrusos
Na semana 2 foram feitos os testes comportamgi@aisLCE, NF) as dosagens finais (ao final de
uma semana de estresse) de HT e corticosteroraleta de tecidos para avaliacdo da atividade da
D1 e para patologia. A pesagem dos animais ete tizs PPS foram realizados semanalmente no
decorrer do experimento.

4.4.2 Protocolo experimental da segunda etapa:
Protocolo de estresse de longo prazo e seriad@rbBoedida a derrota social durante

oito semanas e testes comportamentais e dosagensrtais na semana 4 (ap0s trés semanas
de estresse) e na semana 9 (apds oito semanasedsas
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CA, LCE, NF, Niveis finais
HTSs, corticosterona ,

CA, Niveis patologia, atividade
basais HTs CA, LCE e HTs D1leD2
|% Semanas

-1 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9

N J\ J
Y Y

Treinamento dos Estresse Social

Residentes

J
a

Pesagem dos Animais e Teste de Preferéncia
pela sacarose

Figura 7: Protocolo que foi realizado na segunda etapa dergmento. Duas semanas antes do
conflito social (semana -1 e 0) os ratos residefitesn treinados para o conflito social com osgato
sparrings Concomitantemente, os ratos intrusos foram sublo®ea testes comportamentais (valores
basais de CA e PPS) e coleta de sangue para dedagemonais (HT e corticosterona). Da semana 1
até a semana 8, foi procedido o estresse socaladiente, entre residentes e intrusos. Na semana 4
9 foram feitos testes comportamentais(sendo CAE h&semana 4 e CA, LCE e NF na semana 9) e
coleta de sangue para dosagem hormonal (HT e asteiona). ApOs 0s testes comportamentais na
semana 9 foi feita a eutanasia e coleta de sargn@egvaliacdo hormonal (HT e corticosterona) e
também a coleta de tecidos para avaliacdo da atigida D1 e D2 e para a patologia. A pesagem dos
animais e o teste da PPS foram realizados semamtalme decorrer do experimento.

4.4.3 Protocolo experimental da terceira etapa:

Estresse social realizado durante trés semanascerogante administracdo, por via
oral, através da gavagem, de cloridrato de fluogeti

o . CA, LCE, HTs,
Niveis basais CA e HTs Corticosterona e Patologia

. 3 . 2

Semanas
\_1 0 ] \ 1 2 3 4 j
Treinamento dos Estresse Social + Fluoxetina ou
Residentes Veiculo
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Figura 8: Protocolo que foi realizado na terceira etapa doeemento. Duas semanas antes do
conflito social (semana -1 e 0) os ratos residefinesn treinados para o conflito social com osgato
sparrings Concomitantemente, o0s ratos intrusos foram sutloset testes comportamentais (valores
basais de CA) e coleta de sangue para dosagensr@si{HT e corticosterona). Da semana 1 até a
semana 3 foi procedido o estresse social, diarieanentre residentes e intrusos. Na semana 4 foram
feitos testes comportamentais(sendo CA e LCE). Aysd®stes comportamentais foi feita a eutanasia
e coleta de sangue para avaliacdo hormonal (HTteasterona) e também a coleta de tecidos para
avaliacao patoldgica.

4.5 Andlise Estatistica

A analise estatistica foi utilizada para a comp@vagos resultados apresentados pelos
grupos experimentais. No caso de comparacéo enmsevalores obtidos do mesmo grupo em
tempos diferentes, por exemplo, niveis plasmata®mscorticosterona antes. depois do
estresse, foi utilizado o teste t 8audentpara grupos pareados. Quando a analise envolver
mais de dois tempos, por exemplo, ganho de pesgrdpss estressad@rsuscontrole em
diferentes tempos, a analise de variancia serd eleigfo, seguida pela determinagdo da
significancia das diferencas entre os grupos, feste de Bonferroni. Em todos os testes, 0
grau minimo de significancia considerado foi de%9%p < 0.05) ou 99 % (p < 0.01) e os
calculos foram realizados no computador, utilizapdm tanto, o progran@raphPad Prism
Software(San Diego, Califérnia, USA, versdo 4.0). Todosvakres serdo representados
como médiat s.e.m (erro padrao da meédia).
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5 RESULTADOS

5.1 Resultados Gerais:

5.1.1 Ganho de peso

A figura 9 mostra que 0s animais estressados, #r i terceira semana de
experimento, tiveram um ganho de peso significateste menor (140,2 + 6,692rsus
117,4 + 5,250 %, sendo grupo contre&susgrupo estressado, respectivamente) estendendo
a diferenca significativa até a semana 9 (159, 7045Versus138,0 + 3,222 %, sendo grupo
controleversusgrupo estressado, respectivamente).

[EY

~

o
[]

—8— Controle

150 —=— Estressado

130+

110+

Ganho de peso corporal (%)
(o]
(@]
L

-1 01 2 3 4 5 6 7 9
Tempo (semanas)

Figura 9: Evolucdo de peso dos grupos controle e estres€aslvalores negativos referem-se a
medidas basais, obtidas antes do inicio do prato€digrupo estressado ganha significativamente (*)
menos peso em relagdo ao grupo controle, desdaanae3 até a semana 9 do experimento. Os dados

representam os valores médios = S.E.M. dos grupmuisate (n = 26) e estressado (n = 26). Utilizou-
se o teste Anova P < 0,05.

5.1.2 Teste de preferéncia pela sacarose (PPS)

Como pode ser observado na figura 10, nos aninstiessados a preferéncia por
solugéo de sacarose foi significativamente mengrssamanas 3 e 9 (80,27 + 6,@drsus
32,12 + 24,26 %, sendo grupo contreésusgrupo estressado respectivamente, na semana 3

e 84,70 £ 8,26versus50,63 £ 16,25 %, sendo grupo contralersusgrupo estressado
respectivamente, na semana 9).
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Figura 10: Preferéncia por sacarose ao longo de todo o expetinNa semana 3 e na 9 0s animais
estressados ingereferem significativamente (**) @sea solucdo de sacarose 0,8% em relacdo ao
controle. Os dados representam os valores médiE.M. dos grupos controle (n = 26) e estressado
(n = 26). Utilizou-se o teste AnovaP < 0,05, sendo ** P < 0,01.

5.2 Primeira Etapa: Animais Estressados Durante Um&emana
5.2.1 Testes comportamentais

5.2.1.1 Teste do campo aberto

5.2.1.1.1 Quadrados percorridos

A atividade locomotora foi avaliada utilizando amnparametro o numero de
quadrados percorridos pelos animais. A figura 1ktraoque apds uma semana de estresse
social o grupo estressado néo diferiu significatigate do grupo controle, quanto ao nimero
de quadrados percorridos, durante os 5 minutos wnfafam expostos ao teste do campo
aberto (105,5 + 10,8¥ersus116,2 = 10,40 quadrados percorridos, sendo grupdraie
versusgrupo estressado respectivamente, na semana 0) @&%60 + 11,5%ersus95,20 +

10,87 quadrados percorridos, sendo grupo conwereusgrupo estressado respectivamente,
na semana 2).
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Figura 11: Numero de quadrados percorridos pelos animaigdgmos estressado e controle durante 5
minutos. Nao houve diferencga significativa entregogpos na semana 2. Os dados representam 0s
valores médios + S.E.M. dos grupos controle (n ¥ d@stressado (n = 10). Utilizou-se o teste
ANOVA one-way seguido dpost test Bonferroreé P < 0,05.

5.2.1.1.2 NUmero dgroomings

Para avaliar o grau de ansiedade apos as sec@esfti® social, foi contabilizado o
namero deggroomingsefetuados pelos animais. Apos uma semana de esgess| 0 grupo
estressado realizou um numero significativamentéomae atividades de grooming, em
relacdo ao grupo controle, durante 5 minutos enfapaen expostos ao teste do campo aberto
(1,60 £ 0,48versusl1,30 £ 0,30groomings sendo grupo controleersusgrupo estressado
respectivamente, na semana 0 e 0,50 + 0g28us 2,10 = 0,46groomings,sendo grupo
controleversusgrupo estressado respectivamente, na semana 2),pmhe ser observado na
figura 12.
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Figura 12: Namero degroomingsrealizados pelos animais durante 5 minutos. O @egiressado
diferiu significativamente (*) em relacdo ao grugmmtrole. Os dados representam os valores médios +
S.E.M. dos grupos controle (n = 10) e estressade ). Utilizou-se o teste ANOVA one-way
seguido dgost test Bonferrorg P < 0,05.
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5.2.1.1.3 Tempo dgrooming

Também como um parametro para avaliacdo do gramsledade foi cronometrado o
tempo despendido pelos animais na realizagagrdoming O grupo estressado realizou a
atividade degroomingdurante tempo significativamente maior em relagégrapo controle,
durante os 5 minutos de teste no campo abertd ,9,27 versus4,0 = 1,12 segundos,
sendo grupo controleersusgrupo estressado respectivamente, na semandlGe4versus
17,0 + 3,42 segundos, sendo grupo contv@esusgrupo estressado respectivamente, na
semana 2), como pode ser observado na figura 13.
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Figura 13: Tempo degroomingem segundos realizado pelos animais durante 5tosin@ grupo
estressado diferiu significativamente (**) em réla@o grupo controle, apresentando maior tempo de
realizacao dgrooming Os dados representam os valores médios = S.E#/giipos controle (n =
10) e estressado (n = 10). Utilizou-se o teste AR@Yie-way seguido dpost test Bonferronisendo

** P <0,01.

5.2.1.1.4 NUumero deearings

Mais um parametro para avaliacdo da atividadeoexfdria € o numero dearings
(exploracéao vertical) realizados pelos animaisighirh 14 mostra que apés uma semana de
derrota social o grupo estressado nédo diferiu fiogivamente do grupo controle, quanto ao
namero de atividades dearings durante os 5 minutos em que foram expostos &e tes
campo aberto, (15,5 + 2)ersus21,20 = 2,45rearings sendo grupo controleersusgrupo
estressado respectivamente, na semana 2).
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Figura 14: Numero derearings realizados pelos animais durante 5 minutos. Oqgasgtressado nao
diferiu significativamente em relacdo ao grupo oaet Os dados representam os valores médios +
S.E.M. dos grupos controle (n = 10) e estressade {0). Utilizou-se o teste ANOVA one-way
seguido dgost test Bonferrorg P < 0,05.

5.2.1.1.5 Tempo de inatividade

O tempo de inatividade pode ser também relacioraddividade exploratéria. A
figura 15 mostra que ap0s uma semana de derrotal ogrupo estressado nao diferiu
significativamente do grupo controle, quanto aoperde inatividade, durante os 5 minutos
em que foram expostos ao teste do campo aberfo£(R,81versusl,1 + 0,64 segundos,
sendo grupo controlgersusgrupo estressado respectivamente, na semana 0 £ QiEb
versus2,3 + 0,6 segundos, sendo grupo contvaisusgrupo estressado respectivamente, na
semana 2).
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Figura 15: Tempo de inatividade dos animais em segundos duBaminutos. O grupo estressado ndo
diferiu significativamente em relacdo ao grupo omet Os dados representam os valores médios +
S.E.M. dos grupos controle (n = 10) e estressade ). Utilizou-se o teste ANOVA one-way
seguido dgost test Bonferrorg P < 0,05.
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5.2.1.2 Teste do labirinto em cruz elevado (LCE)
5.2.1.2.1 Tempo gasto nos bracos abertos

Assim como no item anterior, o tempo gasto pelasais nos bracos abertos do LCE
também pode ser utilizado como um parametro paaéiagéo da ansiedade. Na figura 16
pode-se visualizar que, ap0s uma semana de cosdidial, os animais do grupo estressado
nao diferem significativamente quanto ao tempoagaet bragos abertos, durante 5 minutos,
em relacdo ao grupo controle. (26,30 + 13véisus44,50 + 11,11 segundos, sendo grupo
controleversusgrupo estressado respectivamente, na semana 2).

60 -
= Controle

50+ Il Estressado

40+ .

30+

Tempo (s)

20+
10+

Figura 16: Tempo despendido em segundos nos bracgos abert@3Edurante 5 minutos. Nao houve
diferenca significativa entre os grupos estresgadontrole. Os dados representam os valores médios
+ S.E.M. dos grupos controle (n = 10) e estres¢ado10). Utilizou-se o testede studené P < 0,05.

5.2.1.2.3 Numero de entradas nos bracos fechados

O namero de entradas nos bracos fechados do LCE& gedutilizado como medida
para atividade exploratéria dos animais. Na figlifapode-se visualizar que os animais do
grupo estressado entram significativamente maiesvemws bracos fechados, durante 5
minutos, em relacdo ao grupo controle, ap6s umarsarde estresse social. (5,30 + 1,10
versus 9,40 £ 0,91 entradas nos bracos fechados, sengmo grontroleversus grupo
estressado respectivamente, na semana 2).
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Figura 17: O numero de entradas nos bragos fechados do LGEteus minutos