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RESUMO

Os disturbios relacionados ao estresse estdo se tornando cada vez mais comuns
e frequentemente associados a deficiéncias cognitivas. Neste contexto, o sistema
endocanabindide (SEC), particularmente o receptor canabinoide tipo 1 (CB1),
parece desempenhar um papel decisivo na restauragcao da homeostase corporal.
Ha evidéncias consistentes na literatura de que a interrupgao da neurotransmissao
mediada por CB1 pode, em ultima analise, contribuir para doencas relacionadas
ao estresse. Portanto, o presente estudo teve como objetivo avaliar a participacao
dos receptores CB1 na integridade das respostas periféricas e comportamentais
induzidas pelo estresse. Para tanto, ratos Wistar machos adultos foram
submetidos a contencéo fisica (1h/dia, durante 7 dias), seguida de administracao
unica de rimonabanto (antagonista do receptor CB1, 3mg/Kg, intraperitonial) ao
final do protocolo de estresse. Os animais foram entdo submetidos a avaliagédo
das respostas neuroenddcrinas, testes comportamentais e quantificacdo da
imunorreatividade do Iba-1 (microglial) nas subdivisdes parvocelulares do nucleo
paraventricular do hipotalamo (PVN). Nao foram detectados efeitos do estresse de
contencao ou da administracdo de rimonabanto na variagdo da massa corporal.
No entanto, o estresse aumentou significativamente a massa relativa adrenal e a
secrecao de corticosterona e reduziu o tamanho relativo do timo. Os efeitos do
estresse no tamanho da adrenal e nos niveis plasmaticos de corticosterona
estavam ausentes em ratos tratados com rimonabanto, mas o tamanho do timo foi
ainda mais reduzido no grupo de restricdo com rimonabanto. O estresse por
restricdo também induziu anhedonia e reduziu o indice de reconhecimento de
objetos, indicando comprometimento da recuperacdo da memoria. O tratamento
com o antagonista CB1 reverteu significativamente a anedonia induzida pelo
estresse e o déficit de memaria. No PVN, o estresse de restrigcdo reduziu o numero
de células positivas para Iba-1 na regido parvocelular medial de animais tratados
com veiculo, mas nao com rimonabanto. Tomados em conjunto, estes resultados
indicam que a inibicdo aguda da via enddégena mediada por CB1 restaura
comportamentos semelhantes a depressao induzidos pelo stress e perda de
memoria, sugerindo um papel para os endocanabindides na interacgdo neuro-

imune-enddcrina tanto a nivel periférico como hipotalamico.



Palavras-chave: Estresse de contengao; sistema endocanabinoide; receptor

CB1; rimonabanto.



ABSTRACT

Stress-related disorders are becoming increasingly common and are often
associated with cognitive impairments. Within this context, the endocannabinoid
(ECB) system, particularly the type 1 cannabinoid (CB1) receptor, seems to play
a decisive role in restoring body homeostasis. There is consistent evidence in the
literature that disrupted CB1-mediated neurotransmission can ultimately
contribute to stress-related diseases. Therefore, the present study aimed to
evaluate the participation of CB1 receptors in the integrity of stress-induced
peripheral and behavioral responses. For this purpose, male adult Wistar rats
underwent physical restraint (1h/day, for 7 days), followed by a single
administration of rimonabant (CB1 receptor antagonist, 3mg/Kg, intraperitonial)at
the end of stress protocol. Animals were then subjected to evaluation of
neuroendocrine responses, behavioral tests and quantification of Iba-1 (microglial)
immunoreactivity in the parvocellular subdivisions of the paraventricular nucleus of
the hypothalamus (PVN). No effects of restraint stress or imonabant administration
were detected on body mass variation. However, stress significantly increased
adrenal relative mass and corticosterone secretion, and reduced thymus relative
size. The stress effects on adrenal size and corticosterone plasma levels were
absent in rimonabant-treated rats, but the thymus size was further reduced in the
restraint-rimonabant group. Restraint stress also induced anhedonia, a
depression-like behavior, and reduced object recognition index, indicating memory
recovery impairment. Treatment with the CB1 antagonist significantly reversed
stress-induced anhedonia and memory deficit. In the PVN, restraint stress reduced
the number of Iba-1 positive cells in the medial parvocellular region of vehicle- but
not rimonabant-treated animals. Taken together, these results indicate that the
acute inhibition of the CB1- mediated endogenous pathway restores stress-
induced depression-like behaviors and memory loss, suggesting a role for
endocannabinoids in the neuro-immune-endocrine interplay at both peripheral and

hypothalamic levels.

Keywords: Restraint stress; endocannabinoid system; CB1 receptor; rimonabant.
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1 INTRODUCAO

O estresse esta cada vez mais presente em nossa vida diaria, orientando
respostas comportamentais, auxiliando na sobrevivéncia e moldando processos
fisioldgicos complexos. Ao nos depararmos com uma situagdo que ameacga nossa
integridade, ocorre a ativagdo de uma série de processos, cuja finalidade € a de
preparar o individuo para liquidar adequadamente o agente estressor causador da
ameagca, reestabelecendo a homeostasia (De Sousa et al, 2015; Selye, 1946.)

E sabido que a exposicdo a estressores, a depender do contexto, das
experiéncias anteriores e da interacao entre elas, pode vir a se tornar um facilitador
para o desenvolvimento de disturbios psiquiatricos (Ramamoorthy, et al, 2016). O
estresse crénico € um dos principais causadores da depressao, disturbio do qual
ha presenca de humor deprimido, acompanhado de alteragdes cognitivas e
somaticas que afetam significativamente a capacidade geral do individuo. A
depressao € uma doenga complexa, com subtipos e etiologias variados, bem
como com tratamentos de eficacia e taxas de sucesso diversificadas (Bright et al,
2022; Kendler et al, 1999).

Aparentemente, a relacéo estresse-depressao esta baseada na presenca
de altos niveis de cortisol, o horménio do estresse, e pela neuroinflamacao
associada, a qual pode causar danos na estrutura e na fungédo cerebral. Mais
recentemente, foi demonstrado que os endocanabinoides (ECBs) atuam como
intermediarios das fungdes do cortisol, particularmente no sistema nervoso central
(SNC) (Flodl, T. V, O'Keane, 2013). Ao se ligar ao receptor do tipo glicocorticoide
(GR), expresso por neurdnios do hipotalamo, o cortisol induz a sintese de ECBs a
partir de lipideos da membrana neuronal pés-sinaptica. Agindo retrogradamente,
os ECBs se ligam a receptores pré-sinapticos, particularmente do subtipo CB1,
para induzir reducédo da liberagdo de glutamato, entre outras respostas. Como
resultado, haveria reducao da secrecao do horménio liberador de corticotropina
(CRH), resposta esta que caracteriza a alca longa de retroalimentacao negativa
do eixo hipotalamo-hipéfise-adrenal (HHA). Essa descoberta contribuiu, nos
ultimos tempos, para alavancar a descoberta de potenciais novos alvos para o

tratamento do estresse e dos disturbios



psicoloégicos causados por ele, colocando o sistema ECB no centro destas
atencoes (Malcher-Lopes et al, 2003; Wochnik et al, 2005;).
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

A presente revisao bibliografica tem a finalidade de trazer o estado da arte
a respeito do estresse, sua interagdo com o sistema endocanabindide e quais sao
0S mecanismos subjacentes ao desenvolvimento de transtornos psicologicos

dentro deste contexto.

2.1 ESTRESSE

O enfrentamento das diversas situagbes cotidianas pode desencadear
diferentes reacdes nos individuos, afetando aspectos sistémicos e do SNC.
Nessas situagoes, os individuos demonstram respostas gerais ou inespecificas
a ameacas externas ou internas, desenvolvendo respostas de carater fisioldgico
e/ou psicoldgico (Margis et al, 2003).

Hans Selye (1956) foi o primeiro a utilizar o termo estresse ao descrever
"uma resposta inespecifica do corpo a qualquer demanda" (Reynolds, 2013). Selye
observou em varios estudos experimentais as consequéncias do estresse em
animais experimentais quando expostos a varios estressores, como calor e
mudancgas comportamentais. Durante a investigacao, descobriu-se que a resposta
de luta ou fuga era apenas a primeira de uma série de outras respostas que o
corpo produz quando era desafiado. Essa resposta fisiologica integrada ficou
conhecida como Sindrome de Adaptacao Geral (SAG) (Lee et al., 2015).

A SAG é composta por um conjunto de respostas homeostaticas e
alostaticas, sendo dividida em trés fases: 1) a fase de alerta, em que ha a resposta
de luta ou fuga diante de uma situacao desafiadora, tendo por finalidademobilizar
todos os recursos do organismo para enfrentar o agente estressor. Trata-se de
resposta rapida e mediada pelo sistema nervoso autbnomo simpatico, que
promove a ativacdo de diversos o6rgaos-alvo via secrecdo de adrenalina e
noradrenalina; 2) fase de resisténcia, em que 0s agentes estressores se mantém
ativos, porém nao fortes o suficiente para causar a morte,fazendo com que o
organismo tente se adaptar ou eliminar o agente estressor. Nesta etapa, torna-se
predominante a ativagdo do eixo HHA, com consequente liberacao de
glicocorticoides (Figura 1); 3) por fim, temos a fase de exaustédo, durante a qual

se manifestam altera¢des nas variaveis fisiologicas e
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comportamentais. Inicialmente estas alteragcdes seriam adaptativas, porém a
ineficacia em eliminar o agente estressor produz uma sobrecarga energética e
exaustao dos sistemas organicos, gerando danos irreparaveis, como o surgimento

de doencas e até a morte (Orso et al, 2018; Pawlyk et al, 2005; Reynolds, 2013).
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Figura 1- Resposta ao estresse mediada pela ativagdo do eixo hipotalamo-
hipofise-adrenal (HHA). O eixo HHA é regulado por mecanismos centrais
gue envolvem o sistema limbico e o hipotalamo. Os sinais atingem o
nucleo paraventricular (PVN), com consequente secre¢gao do hormdnio
liberador de corticotrofina (CRH). O CRH atua nos corticotrofos
hipofisarios para estimular a libera¢cdo do hormdnio adrenocorticotréfico
(ACTH). O ACTH tem como precursor a pré-opiomelanocortina (POMC), um
pré-horménio, cuja clivagem também da origem a outros peptideos
bioativos.O ACTH liberado na circulacdo age em receptores de melacortina
do tipo 2 para estimular a glandula adrenal a produzir cortisol.
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Fonte: Pawlyk et al, 2005.

O estresse pode se apresentar de formas variadas de um individuo para
outro, assim como suas consequéncias e respostas ao agente estressor, uma

vez que depende ndo somente de exposi¢ao a fatores de risco ambientais, como
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também depende de predisposicdo genética. Sendo assim, a reagcao ao agente
estressor pode compreender aspectos comportamentais, cognitivos e fisiologicos
que o organismo desenvolve diante de um desafio (positivo ou negativo) de
natureza fisica ou psicossocial (Margis et al, 2003).

Modelos animais de estresse sdo comumente utilizados, ja que, do ponto
de vista translacional, sua extrapolagcdo para seres humanos é razoavel e, na
maioria das vezes, representativa (Buynitsky e Mostofsky, 2009). Apesar de nao
haver um modelo animal que mimetize perfeitamente cada doenga humana,
existem endofenoétipos que podem ser reproduzidos de forma independente nos
animais, de acordo com os objetivos da investigacao (Hasler et al., 2004). Assim,
existem algumas respostas que podem ser reconhecidas como representativas
dos transtornos depressivos e ansiosos que se desenvolvem em humanos.
Mesmo com criticas da sua aplicabilidade, é inegavel a contribuicdo de tais
modelos para uma melhor compreensdo dos transtornos psiquiatricos e das
opgoes para tratamentos farmacolégicos (Jones et al, 2011).

Existem, na literatura, diversas formas de se categorizar os modelos de
estresse. Eles podem ser diferenciados quanto ao tempo de exposi¢do (agudo,
subcrdnico, crénico), quanto a homogeneidade do fator estressor (homotipico ou
heterotipico), quanto a natureza do parametro fisiolégico alterado pelo estressor
(fisico, quimico, psicossocial, etc), entre outras formas. Um dos modelos de
estresse, considerado como homotipico, consiste no uso de aparatos de
contencéo ou restricao fisica. E um modelo simples, indolor e ndo provoca uma
debilidade duradoura. Mesmo sendo um procedimento fisico, € considerado
também um importante modelo de estresse psicossocial (Buynitsky e Mostofsky,
2009).

O desafio para a escolha do modelo consiste em selecionar aquele que,
ao mesmo tempo, induza alteragoes importantes no eixo HHA, e seja apresentado
por um tempo insuficiente para causar adaptacao do organismo (alostase). Isso
porque os efeitos da exposicdo previsivel e repetida a estressores homotipicos,
como a contencao fisica, podem levar a uma habituacao nas respostas hormonais

e comportamentais (Kant, et al., 1985).
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Estudos sobre os mecanismos de habituacao a agentes estressores tém
destacado o papel dos glicocorticoides e dos endocanabindides neste processo,
como viremos a discutir posteriormente (Kamprath et al, 2006; Patel et al, 2005;).
Ja foi demonstrado que o modelo de contencédo fisica € eficiente em induzir
sintomas depressivos e ansiosos, bem como alteragbes cognitivas (SHI et al,
2003). Em estudo realizado por Chiba e colaboradores (2012), a exposicao
prolongada a estresse de contengdo (6 horas por dia durante 28 dias) produziu
comportamentos do tipo ansioso e depressivo em ratos. Efeitos semelhantes
foram obtidos com protocolos de menor duragéo, utilizando contencéo fisica por 2

horas diarias em 7 dias consecutivos (Lee e Noh, 2015).

O estresse de contencdo também provocou aumento no tempo de
imobilidade em teste de nado forcado, um indicativo de comportamento
semelhante a depressdo em roedores (Gibney et al, 2014). Os animais
experimentais também apresentaram elevagcdo nos niveis circulantes de
corticosterona, expressao e ativacdo hepatica da enzima triptofano 2,3-

dioxigenase, além do aumento de sua expressao no cortex cerebral.

2.2 MANIFESTAGCOES PATOLOGICAS RELACIONADAS AO ESTRESSE

Embora os glicocorticoides medeiem grande parte das respostas
homeostaticas e alostaticas ao estresse, pouco se sabe sobre como e quando
estes efeitos se tornam prejudiciais ao organismo (Nestler. EJ; Krishnan. V,
2008). Assim, o estresse crénico € apontado como a causa de diversos
disturbios, os quais impactam negativamente na qualidade de vida e na
longevidade do individuo (Von Borell et al, 2001), incluindo o desenvolvimento
de ansiedade e depressao, alterando circuitos funcionais da amigdala e do
cortex pré-frontal (Reynolds, 2013). Porém, nem sempre a relagao entre estresse
e doenca foi bem caracterizada, uma vez que existe uma linha ténue entre o que
pode ser considerada uma resposta benéfica (protetora) do organismo ao
estresse e 0 que pode ser deletério.

Segundo a Organizac¢do Mundial da Saude (OMS) em 2022, o Brasil ocupou
o primeiro lugar entre os paises com maior prevaléncia de depressao na América
Latina, além de ser o segundo pais com maior prevaléncia nas Américas. A

prevaléncia de depressao ao longo da vida no Brasil gira em torno
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de 15,5%, apresentando uma taxa de 11,9% do total de tempo de incapacidade
durante a vida. Seu aparecimento é predominante na terceira década da vida,
particularmente em mulheres, porém € cada vez mais comum seu surgimento
em idades mais precoces (OMS, 2022).

Assim, a depressao tornou-se um dos transtornos psiquiatricos mais graves
da atualidade, colocando em risco a saude fisica e psicologica da populacao global
e contribuindo significativamente para o aumento da taxa de suicidio no século XXI
(Hao et al, 2019). A depressdao se caracteriza como um transtorno mental
associado a sentimentos de incapacidade, perda de prazer em situagdes antes
consideradas prazerosas (anedonia), isolamento social, irritabilidade,
pessimismo, déficit cognitivo (memoria e raciocinio) e tristeza profunda. Ela afeta
capacidades basicas do dia a dia como trabalhar, socializar, dormir, estudar,
estando associada, em muitos casos, a transtornos de ansiedade e doencas
neurodegenarativas (Hauenstein, 2003; Yang et al, 2015).

Além da depresséo, o estresse pode contribuir no aparecimento
de transtornos de ansiedade, o qual é caracterizado por uma sensagao
desagradavel de medo, apreenséo, caracterizado por tensédo e desconforto
derivado de antecipacao de perigo ou algo desconhecido (OMS,2019).

A ansiedade comecou a ser estudada em 1895, quando Freud escreveu
sobre a ‘neurose de ansiedade’ e identificou duas fases. A primeira é a saudavel
que surge de um sentimento difuso de medo e a segunda é a do sentimento
aterrorizante (Lee, et al. 2015).

Ao contrario da ansiedade normal, a ansiedade patolégica tambem pode
causar prejuizos laborais ao individuo e em suas atividades diarias, gerando uma
sensacgao de impoténcia diante das situagdes, dificultando o enfrentamento dos
eventos geradores de ansiedade. (Margis, et al. 2003).

A ansiedade afeta ndo apenas a forma como uma pessoa pensa, mas
também pode levar a sintomas fisicos e pode ocorrer quando uma pessoa
encontra dificuldade para controlar o medo durante varios dias mantendo-se por
um periodo superior a seis meses e apresentar algum outro sintoma como
irritabilidade, dores de cabeca, sudorese, fadiga, falta de concentracao,

surgimento de tremores ou tensao muscular (Wadhwa et al., 2004).



23

Por fim, ndo é raro associar eventos estressantes a prejuizos no
aprendizado e consolida¢do dos conhecimentos. De maneira bastante sintética,
existem dois diferentes tipos de memoria, a curto prazo ou memdéria operacional,
e a de longo prazo, esta ultima dependente da ocorréncia de um fenémeno
sinaptico no hipocampo denominado Long Term Potentiation (LTP). A LTP se
caracteriza, portanto, como um processo neurofisioldégico que esta associado com
eventos sinapticos envolvendo o neurotransmissor glutamato e seus receptores
do tipo AMPA e NMDA. Em conjunto, essas altera¢des tornam os neurdnios mais
sensiveis a uma futura ativagdo, permitindo a evocagdo da memaoria armazenada.
Se, por outro lado, essa memoéria ndo é acionada ao longo do tempo, a rota
sinaptica formada passa pelo processo inverso, culminando na dissipacao
daquela memoaria (Guyton e Hall, 2017; Kandel et al., 2014).

As falhas nos mecanismos de aquisi¢do, consolidagcdo ou evocagao das
memorias sdo conhecidas como amnésia. Caracteriza-se como amnésia
retrograda a perda de capacidade de recordar acontecimentos prévios a um
evento-chave, enquanto a amnésia anterograda se manifesta pela incapacidade
de recordar fatos posteriores ao evento amnésico (Guyton e Hall, 2017; Kandel
et al., 2014).

Durante o estresse, a acao dos glicocorticoides para promover efeitos
nocivos sobre a cognicdo € complexa. Sabe-se que um dos fatores é a reducao
da afinidade da proteina Brain-derived neurotrophic factor (BDNF) pelo seu
receptor. O BDNF tem influéncia sobre processos celulares de sobrevivéncia
neuronal e plasticidade sinaptica. A sua redugdo, conjuntamente a outros
processos, como a queda na atividade e volume da massa cinzenta e na
densidade de células gliais, esta ligada a quadros de sintomas depressivos. Além
do mais, o cortisol/corticosterona e a adrenalina sabidamente interferem no
processo de aquisicao de memoria, apresentando efeitos dependentes do tempo

de exposicao e a caracteristicas do individuo exposto (Chiba et al., 2012).

2.3 O SISTEMA ENDOCANABINOIDE COMO MEDIADOR DAS AGCOES
DOS GLICOCORTICOIDES
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Como destacado anteriormente, o sistema endocanabindide (SEC) atua
como intermediario em varias agdes dos glicocorticoides, particularmente no SNC.
Portanto, o SEC desempenha um papel importante na sintonia de muitos
processos cognitivos e fisioldgicos, sendo composto por canabinodides endogenos
(ECB), receptores canabindides e enzimas responsaveis pela sintese e
degradacao destes compostos.

Até o momento, foram identificados dois receptores canabindides: o CB1,
amplamente expresso no SNC, particularmente em sinapses hipocampais, e 0
receptor CB2, encontrado nos 6rgdos do sistema imunoldgico, estando
predominantemente envolvido com a ativacdo de vias inflamatérias centrais
(Metna-Laurent et al, 2014). Os ligantes enddgenos para os receptores CB1 e CB2
sdo produzidos a partir de fosfolipides de membrana, sendo os principais a
aracdonoil etanolamida (também denominada anandamida) e o 2-aracdonoill
glicerol (2-AG). Esses mediadores s&o liberados dos neurdnios pos-sinapticos,
apo6s uma despolarizagdo, ativando receptores pré-sinapticos, atuando, pois,
como mensageiros retrogrados (Figura 2) (Engeli, 2008; Godoy-Matos et al,
2006;).
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Figura 2 - Representacdo esquematica de uma sinapse em que ocorre sinalizagao retrégrada
pelos endocanabindides. Anandamida (AEA) e 2- araquidonoilglicerol (2-AG) séo
sintetizados em neurdnios pds-sinapticos, apos influxo de calcio. Estes exercem
suas acoes ao se ligar a receptores CB1 e CB2 expressos em neurbnios pré-
sinapticos. O término da acao destes mediadores ocorre apds recaptagcao e
metabolizacdo pela Hidrolase Amida de acidos graxos (FAAH) e pela

Monoacilglicerol Lipase (MAGL) que hidrolisam AEA e 2-AG respectivamente.

v EtNH, + AA
s

Fonte: BATISTA et al, 2014.

Ao contrario do que ocorre com neurotransmissores classicos, que sao
sintetizados e estocados em vesiculas, os ECBs s&o sintetizados sob demanda
e agem como mensageiros retrégrados em receptores expressos pelos terminais
pré-sinapticos. Ja a degradacdo desses mediadores é realizada por vias
enzimaticas especificas, sendo a monoalcilglicerol lipase (MGL) responsavel por
hidrolisar o 2-AG, e a hidrolase de amida de acidos graxos (FAAH) responsavel
por degradar a anandamida (Fitzgerald, Shobin et al, 2012; Howlett, Barth et al,
2002; Straiker, Hu et al, 2009).

O SEC surge como um sistema de sinalizacao cerebral complexo e difuso
que desempenha um importante papel nas fungbes afetivas, cognitivas e
transtornos psicéticos e pode ser o alvo para a descoberta de varios compostos
terapéuticos (Di Marzo et al, 2010). Nesse sentido, o SEC esta atualmente em
grande evidéncia, tendo em vista que os receptores canabindides sdo também
o alvo principal do A9-tetrahidrocanabinol (THC), um dos principios ativos da
planta Cannabis sativa (Lu et al, 2020), que tem grande potencial para uso

terapéutico em disturbios neuropsiquiatricos e neurodegenerativos.
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O SEC influencia diretamente a geragdo de ansiedade, o comportamento
alimentar, comportamento emocional e a depressao, participando de fungdes
nervosas, neurogénese, neuroprote¢cdo, recompensa, cognicao, na
aprendizagem e na memoria, dentre outros processos fisiologicos importantes
(Lowe et al, 2021). O receptor CB1 esta entre os receptores acoplados a proteina
G mais expressos no SNC. Ja foi demonstrada sua participagdo em uma grande
variedade de fungbes relacionadas ao desenvolvimento, desde a sobrevida
neuronal as fungdes astrogliais complexas, incluindo a neuroprotecao (YI et al,
2011). Assim, os receptores CB1 gliais emergem recentemente como mediadores
de varias formas de plasticidade sinaptica associado a importantes fungodes
cognitivas (Oberheim et al, 2012).

Interessantemente, os receptores canabindides s3o expressos nao
somente em neurdnios, mas também em células da glia. Assim, o SEC também
contribui de maneira decisiva para a homeostase da sinapse tripartite, composta
pelos terminais pré e pos-sinapticos e pelos processos gliais. O “dogma neuronal”,
que partia do pressuposto que os neurdnios eram as unicas células do SNC a
contribuir nestes processos, foi preponderante nos estudos em Neurociéncias até
a primeira metade do século XIX, quando as células da glia foram identificadas
(Araque et al., 2014).

Depois de uma lacuna grande de tempo deste a sua descoberta, as
células gliais passaram, na ultima década, a ter papel de destaque em muitos
processos fisiologicos e patologicos associados ao desenvolvimento de
disturbios neuropsiquiatricos, particularmente no substrato
neuroimunoenddcrino subjacente a certas doencas (Metna-Laurent et al, 2014).

A microglia corresponde a maior parte das células imunes presentes no
SNC e regula processos importantes, como a neurogénese no hipocampo,
demonstrada em diversos estudos. Neste sentido, a microglia mantém o ambiente
de nicho neurogénico por meio de sua capacidade fagocitica e interagcdo com
neurdnios por meio da sinalizagao fractalkine-CX3CR1(Araki et al,2021). Além
disso, a microglia secreta fatores de crescimento e citocinas para apoiar o
desenvolvimento de novos neurbnios no hipocampo. No entanto, os mecanismos

moleculares exatos pelos quais a microglia regula a neurogénese
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e contribui para a transtornos psiquiatricos ainda nao foram elucidados (Cope et
al, 2019).

24  CIRCUITOS CEREBRAIS ENVOLVIDOS NA RESPOSTA AO
ESTRESSE

A importancia do PVN na ativagdo das respostas enddcrinas e pré-
autondnicas ao estresse € intuitiva, visto que este nucleo hipotalamico abriga ndo
somente os neurdnios parvocelulares produtores de CRH, o primeiro horménio do
eixo HHA, como também neurdnios parvocelulares que se projetam a areas
bulbares, influenciando o controle do tdnus simpatico, assim como outrasfuncoes
vegetativas (Daviu et al, 2020; Fuzesi et al, 2016;). A importancia deste nucleo ja
foi destacada anteriormente neste texto, com foco no controle neuroendocrino da
producao de cortisol/corticosterona (Andries et al 2021, Benarroch, 2005; Vale et
al, 1981;).

Além do PVN, gostariamos de destacar a participagcao do Bed Nucleus da
Stria Teminalis (BNST) nas respostas comportamentais e endocrinas ao estresse.
Evidéncias sugerem que o BNST desempenha um papel importante na regulagéao
de tracos de ansiedade, assim como na formagcdo do medo contextual e da
memoria, bem como participa da regulacdo do comportamento apetitivo e
aversivo. Acredita-se que as sub-regides e os diferentes tipos de células do
BNST modulam a ansiedade de formas opostas, criando circuitos opostos cujas
forcas relativas determinam o resultado comportamental final. Por meio desta
aparente ambiguidade, o estresse poderia afetar os circuitos de forma diferencial,
mudando o equilibrio de um estado ansiolitico para um estado ansiogénico.

O BNST pode ser subdividido em pelo menos 16 sub-regidées unicas, sendo
descrito como uma das estruturas mais complexas do SNC (Larriva, 2006). Aqui
daremos enfoque ao grupo lateral anterior do BNST, pois esta amplamente
conectado com hipotalamo, mesencéfalo, amigdala e regides inferiores do tronco
cerebral associadas a funcdo autondémica, processamento emocional, dor e

recompensa (Jalabert et al. 2009; Jennings et al, 2013; Turesson et al., 2013).
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De acordo com Dong e Swanson (2014), o grupo lateral anterior do BNST,
consiste em nucleos ovais, fusiformes, rombodides e justacapsulares, bem como
na regiao indiferenciada que envolve esses nucleos denominada area
anterolateral. As sub-regidbes do BNST recebem diferentes aferéncias, tém
projecdes distintas e, além disso, apresentam uma grande conectividade dentro
e entre seus nucleos menores. Grande parte dos neurénios do BNST usa acido
y -aminobutirico (GABA) como neurotransmissor primario (Csaki et al, 2000).

Os neurénios no BNST expressam uma vasta gama de neuropeptideos,
entre eles o proprio CRH, sugerindo que o estresse possa fornecer um controle
dinamico sobre o sistema, modulando a plasticidade sinaptica e resultando em
mudancgas duradouras no estado comportamental (Walter et al, 1991). De fato,
o BNST demonstrou ser um importante local de acdo para o CRH na
potencializacdo de comportamentos semelhantes a ansiedade e na resposta ao
estresse (Dabrouska et al, 2013. Sahuque et al, 2006). Nesse sentido, foi
demonstrado que o choque agudo nas patas de roedores € capaz de induzir
aumento da expressao do RNA mensageiro para CRH neste nucleo, fortalecendo
essa hipétese (Funk et al, 2006. Makino, et al.1994).
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3 OBJETIVOS

A seguir serdo apresentados os objetivos gerais e especificos do presente

trabalho:

311 OBJETIVO GERAL

O objetivo central do presente estudo € elucidar a participacao do receptor
CB1 na integridade das respostas adaptativas em animais submetidos a estresse

de contencgéo.

312 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar, em animais submetidos ao protocolo de contencao fisica por 60 minutos
durante 7 dias, os efeitos do tratamento agudo com um antagonista dos receptores
CB1 (Rimonabanto) sobre:
a) o desenvolvimento de estresse, por meio da determinacao das
concentragdes plasmaticas de corticosterona;
b) o desenvolvimento de anedonia, por meio da avaliagdo da preferéncia por
sacarose;
C) a memoria, por meio do teste de reconhecimento de objetos;
d) a expressao de |Iba-1, um marcador de microglia, em areas relacionadas

a funcdo de memoria e ao controle do eixo HHA.
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4 JUSTIFICATIVA

Atualmente, disturbios relacionados ao estresse vém se tornando cada
vez mais frequentes e causam impacto cada vez maior na vida das pessoas, ja
que estdao associados com perturbagdes de ordem pessoal, social e econdmica
(laboral). Com a finalidade de elucidar como o estresse afeta o corpo humano,
bem como seus mecanismos de agao e respostas adaptativas associadas, muitos
estudos tém se concentrado sobre a funcao do eixo HHA. Neste contexto,0 SEC
tem sido apontado como um importante mediador central das agdes induzidas
pelos glicocorticoides. Entretanto, poucos estudos da literatura tém detalhado a
dinamica de interacdo entre o receptor CB1 e a funcdo glial relacionada ao

estresse, sendo este o objetivo central do presente trabalho.
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5 MATERIAIS E METODOS

5.1 ANIMAIS

Para a realizacdo dos experimentos, foram utilizados 116 ratos Wistar
adultos, obtidos do Biotério da Universidade Federal de Alfenas/MG, pesando
inicialmente 250g. Os animais foram mantidos em ambiente com luz (ciclo
claro/escuro de 12 horas), temperatura (23 + 2°C) e umidade (55 = 10%)
controladas. Os animais foram habituados por, pelo menos, 72 horas com livre
acesso a agua filtrada e racao padrao. Durante o experimento, a massa corporal
dos animais foi aferida diariamente, sempre no mesmo horario do dia. Todos os
procedimentos foram conduzidos em acordo ao “Guide for the Care and Use of
Laboratory Animals” (NIH Publicacdo N2 85-23, revisado 1996), respeitando-se
os principios éticos da Sociedade Brasileira de Ciéncia em Animais de Laboratorio
(SBCAL; acessado de <http://www.cobea.org.br> em 26/11/2013). Este projeto foi
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa Animal (CEUA) da UNIFAL/MG sob
protocolo 0030/2020 (Anexo A).

5.2INDUCAO DO ESTRESSE DE CONTENGCAO

Para inducao de estresse, foi utilizado o modelo de contencéo fisica. Para
tanto, os animais foram colocados em cilindro de plastico transparente, com
dimensodes de 20 cm de comprimento e 8 cm de didmetro, contendo orificios para
ventilacdo. Apos a colocacao do animal, o tubo foi vedado nas extremidades e
posicionado sobre superficie plana, longe de ruidos e outros fatores estressantes.
Os animais permaneceram contidos durante 60 minutos diariamente por 7 dias. O

procedimento foi realizado sempre no mesmo horario e pelo mesmo manipulador.

5.3TRATAMENTO

Para analise da participagdo do receptor CB1 nas respostas integradas
ao estresse de contencgao, os animais receberam injecao 1hora e 30 minutos antes

de cada teste de 5-(4-chlorophenyl)-1-(2,4-dichlorophenyl)-4-methyl-N-1-
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piperidinyl-1H-pyrazole-3-carboxamide (Rimonabanto), um antagonista deste
tipo de receptor, na dose de 3 mg/kg por via intraperitonial. Nos animais controle,

foi administrado volume equivalente de veiculo (etanol 5% diluido em NaCl 0,9%).

5.4  AVALIAGCAO DO DESENVOLVIMENTO DE ANEDONIA PELO TESTE
DE PREFERENCIA A SACAROSE

Ao final de 7 dias de estresse de contencao, os animais foram avaliados
quanto a presenca de anedonia pelo teste de preferéncia a sacarose. Para tanto,
os animais foram habituados com uma solucdo de sacarose a 5% (p/v) no dia
anterior a avaliagdo por 1h/dia. No dia do teste, eles tiveram acesso a mesma
solucdo de sacarose ou agua por um periodo total de 24h. Ao final deste periodo,
foi estimada a preferéncia a sacarose (expressa em %), dividindo-se o volume
ingerido de solucao de sacarose pela ingestao liquida total (solugdo de sacarose

+ ingestao de agua).

5.5 AVALIAGAO DOS EFEITOS DO ESTRESSE SOBRE A MEMORIA PELO
TESTE DE RECONHECIMENTO DE OBJETOS

O teste de reconhecimento de objetos (RO) avalia a habilidade do roedor
em reconhecer um objeto previamente explorado na presenca de um novo objeto
nao conhecido. Dois dias antes do teste, os animais foram expostos a caixa teste
(15 minutos) para a habituacao, para garantir que os animais passem quantidade
suficiente de tempo explorando os objetos e ndo o ambiente. O teste foi realizado
em uma arena quadrada (60 cm x 60 cm). No dia do teste os animais foram
apresentados a 2 objetos idénticos (A e B) durante 10 minutos (treinamento); 24
horas ap6s o treinamento um dos objetos familiares foi substituido por um novo
objeto (objeto novo). Todos os objetos apresentaram texturas, tamanhos e formas
distintas. Os ratos foram colocados individualmente na arena e seu
comportamento foi filmado por 10 minutos para analise subsequente. Entre os
testes, os objetos e a arena foram devidamente limpos com alcool 70%. A

exploragao foi caracterizada quando o animal cheirou ou tocou o objeto com o
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nariz. O tempo gasto pelo animal explorando os dois objetos (objeto familiar ou
novo) foi tomado como uma medida de exploracao de objetos. A partir dos tempos
de exploracdo, foram calculados, para cada animal, dois parédmetros para
analise e comparacdo dos grupos. O primeiro parametro foi a Discriminagéo
Absoluta (DA), que avalia a diferenga dos tempos de exploragao do objeto novo (T
on) e do conhecido (T oc), obtida através da equacao a seguir:
Discriminacao Absoluta (segundos) =T on — T oc

O segundo parametro foi o indice de Recognicdo (IR), um valor em
porcentagem que relaciona o tempo gasto com o objeto novo (T on) perante o
tempo total de exploracao, que foi obtido pela equacéo:

T on

indice de Recognigdo (%) = " « 100
Ton+Toc

5.6 AVALIAGAO DOS EFEITOS DO ESTRESSE SOBRE OS NIVEIS
PLASMATICOS DE CORTICOSTERONA

Para a coleta de sangue, foram utilizados os mesmos animais que
passaram pelo teste de RO. Para tanto, eles foram eutanasiados com dose letal
de isoflurano e o sangue foi coletado do tronco (5 mL), em tubos plasticos
heparinizados, mantidos em gelo. O plasma foi separado por centrifugacao (3000
rpm, 4°C, 20 min) e as aliquotas mantidas a -20°C até o momento da dosagem
hormonal.

Inicialmente, as amostras foram extraidas. Para tanto, a 25 L do plasma
foi adicionado um volume de 1 mL de etanol absoluto, seguido de agitacdo por
15 segundos. Posteriormente, as amostras foram submetidas a centrifugacéo
(2500 rpm, 4°C, 15 minutos). O sobrenadante foi vertido em outro tubo
devidamente identificado e submetido a liofilizagao (Labconco, Centrizap). Para
o radioimunensaio, as amostras foram reconstituidas com tampao e ensaidas
em duplicata, conforme protocolo desenvolvido pelo Laboratério de
Neuroendocrinologia da FMRP-USP. As concentracbes plasmaticas de
corticosterona foram expressas em pg/dL.

5.7 AVALIACAO DOS EFEITOS DO ESTRESSE SOBRE A EXPRESSAO DE
IBA-1 POR IMUNOISTOQUIMICA
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No ultimo dia de protocolo, os animais foram tratados com Rimonabanto
e submetidos a contencdo fisica. Noventa minutos apds, os animais foram
anestesiados com mistura de cloridrato de xilazina (10 mg/Kg) e cloridrato de
cetamina (90 mg/Kg), em um volume de 0,1 mL de solug&o para 100g de massa
corporal. Os animais foram entao perfundidos com 150 mL de tampao fosfato
salina 0,01M, seguidos por 350 mL de solugéo de formaldeido a 4%. Em seguida,
os encéfalos foram removidos e mantidos em temperatura ambiente por 24h sob
agitacdo em solucao fixadora. Apoés este periodo, os encéfalos foram transferidos
para solucdo de sacarose a 30%, na qual permaneceram durante
aproximadamente 36 horas a 42 C, e cortados em criostato na espessura de 30
pm.

Considerando a relagao entre estresse e neuroinflamacao, foi realizada a
imunomarcacao para uma proteina expressa unicamente por células da micréglia
(ionized calcium binding adaptor molecule 1, Iba-1). Para tanto, utilizou-se da
técnica de imunoistoquimica, realizada em secgbes coronais da regido do
hipotalamo e BNST (free floating). Inicialmente, os cortes foram submetidos ao
procedimento de inibicdo da peroxidase endogena, seguido do bloqueio das
ligacdes inespecificas com albumina bovina a 10% por 1h. Apds esse periodo, os
cortes foram incubados overnight em temperatura ambiente com o anticorpo
primario anti-lba-1 (rabbit, 1:500, Wako—, #019-19741). Apds periodo de
incubacao com o anticorpo primario, os cortes foram lavados (3x) em PBS (0,01M)
e, ha sequéncia, incubados com o anticorpo secundario donkey anti- rabbit na
concentragcdo de 1:250 (Jackson ImmunoResearch®, #711-005-152) por um
periodo minimo de 1h. Apos esta etapa, os cortes foram lavados (3x) com PBS
(0,01M) e incubados com a solugdo ABC por 1h (1:1000, Vector—, #PK-6100). Em
seguida, os cortes foram lavados e colocados para reagir por tempo variavel em
solucdo de diaminobenzidina (DAB, Sigma-Aldrich—, #D5637). Os cortes foram
entdo montados sobre laminas gelatinizadas, secados em temperatura ambiente
e receberam cobertura de laminula para analise e captura das imagens nas
regides de interesse. As principais subdivisbes parvocelulares do PVN foram
identificadas de acordo com o atlas cerebral de ratos (Paxinos e Watson, 2013):
Medial (PaMP), dorsal cap (PaDC) e ventral (PaV) (- 1,80 mm posterior ao
bregma). A porcao lateral do BNST, por sua vez,
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foi analisada a 0,2 mm anterior ao bregma. O numero de células imunorreativas
a Iba-1 foi contado manualmente por dois participantes cegos as condi¢des
experimentais com o auxilio de um microscépio Nikon (modelo Eclipse 80i)
equipado com céamera digital. Fotomicrografias representativas das diversas

condi¢des experimentais foram adquiridas com ampliacdo de 20X.

5.8 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Delineamento experimental utilizado no presente estudo, mostrando ototal
de 3 coortes de animais experimentais. A coorte 1 (Figura 3A) foi utilizada para
avaliacao do teste de preferéncia de sacarose, enquanto a coorte 2 (Figura 3B) foi
submetida ao teste de reconhecimento de objetos (OR), ao final do qual os
animais foram eutanasiados para coleta de tecidos (sangue e amostras de
glandulas/orgaos). Por fim a coorte 3 (Figura 3C) foi submetida a perfuséo
cardiaca para coleta cerebral e analise da imunorreatividade do Iba-1 no
paraventricular nucleo do hipotalamo.

Figura 3 - Desenho experimental dos experimentos realizados na pesquisa, demonstrando como

os animais foram utilizados em cada teste.
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Fonte: da autora.

5.9 ANALISE ESTATISTICA

A analise foi realizada por meio do teste de varidncia (ANOVA) de duas vias,
seguido do poés-teste de Tukey, usando-se o programa Graphpad Prism— versao
8.0. Foram consideradas como variaveis a presenca de estresse e o tratamento
com o antagonista CB1. Os resultados foram expressos em media + erro padrao

da média (EPM) e o nivel de significancia adotado foi de 5% (p<0,05,bicaudal).

Ewtanaza
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6 RESULTADOS

6.1 EFEITOS DO ESTRESSE DE CONTENCAO SOBRE O DELTA DE
MASSA CORPORAL E INDICADORES DO EIXO HHA

Conforme evidenciado na Tabela 1, o peso corporal, avaliado diariamente,
nao se mostrou estatisticamente diferente entre os grupos estudados, em nenhum
dos tempos avaliados. Tampouco houve efeito significativo se compararmos os
grupos quanto ao delta de peso corporal (subtraindo-se do pesodo sétimo dia o
peso corporal inicial do experimento). Tampouco foram observados efeitos do
estresse ou do tratamento com rimonabanto sobre a massa da hipdfise.

No entanto, em animais tratados com veiculo, o estresse de contencao
aumentou significativamente o indice adrenal [F (1, 38) = 10,16, p<0,01] e reduziu
o tamanho relativo do timo [F (1, 9) = 21,43, p<0,05]. Curiosamente, o tratamento
com rimonabant, sozinho, diminuiu o tamanho do timo [F (1, 9) = 22,12, p<0,05].
O efeito inibitério do rimonabanto sobre a massa relativa do timo foi ainda maior,
do ponto de vista estatistico, no grupo submetido a contengdo (p<0,001).
Considerando-se o indice adrenal, o tratamento com rimonabanto atenuou este
parametro nos animais estressados, porém o efeito ndo foi detectado, do ponto de
vista estatistico, em relagdo ao grupo nao tratado.

Ja ao avaliar a massa da adrenal, pudemos observar que o grupo
contencéo veiculo apresentou um aumento quando comparado ao grupo controle
veiculo [F (1,38) = 10,16, p<0,001]. O grupo controle veiculo também apresentou
uma reducdo da massa da adrenal quando comparado ao grupo contengao veiculo
[F (1,38) = 0,39, p<0,05].

A massa do timo do grupo contencao veiculo apresentou uma reducao
qguando comparado ao grupo controle veiculo [F (1,9) = 0,77, p<0,05]. O grupo
contencdo rimonabanto também apresentou uma redu¢do da massa do timo
comparada a massa do grupo controle veiculo [F (1, 9) = 22,12, p<0,0001],
resultado semelhante foi observado ao comparadar o grupo controle rimonabanto

com o grupo controle veiculo [F (1,9) = 0,77, p<0,095].
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Tabela 1 - Delta do peso corporal (g) e massas da adrenal (mg/100g de massa corporal), hipofise
(mg/100g de massa corporal) e timo (mg/100g de massa corporal) de animais controle

ou submetidos a estresse de contencao, tratados com veiculo (etanol 5% diluido em

NaCl 0,9%) ou Rimonabanto (3 mg/Kg, i.p.).

Variavel Grupo Tratamento
Veiculo Rimonabanto

Delta peso Controle 18,83+ 1,24 22,75+ 0,82
corporal Contencgao 18,50 £ 2,46 20,71 +£1,45
Adrenal Controle 9,42 +0,34 10,51 £ 0,62

Contencgao 13,77 £1,33** 11,62 + 0,67
Hipofise Controle 3,47 £ 0,61 2,61+0,23

Contencgéao 2,32 £0,11 2,68 +£0,19
Timo Controle 2217 +£0,77 17,09 £ 0,12#

Contencao 17,16 1,24 13,68 £ 0,51###

Fonte: Da autora.
Resultados expressos em média + EPM. Anadlise por Two-way ANOVA, seguida de pés-
teste de Tukey # p<0,05 versus grupo controle + veiculo; *p<0,05 e ** p<0,01 versus
grupo controle + veiculo; # p<0,001 versus grupo contengao + veiculo.

6.2 EFEITOS DO ESTRESSE DE CONTENCAO SOBRE O iNDICE DE

PREFERENCIA A SACAROSE

Como pode ser observado na Figura 4, o estresse de contencao reduziu
significativamente o indice de preferéncia a sacarose nos animais tratados com
veiculo [F (1, 22) = 6,33, p<0,001]. Ademais, o tratamento com Rimonabanto
preveniu significativamente este efeito, trazendo o indice de preferéncia no grupo
Rimonabanto + contencao para valores semelhantes aos animais sem estresse
[F (1, 22) = 19,81, p<0,001].

Figura 4 - Efeitos do estresse de contengéo sobre o indice de preferéncia a sacarose em animais
controle ou submetidos a estresse de contengéo, tratados com veiculo (etanol 5%
diluido em NaCl 0,9%) ou Rimonabanto (3 mg/Kg, i.p.). Resultados expressos em
média £ EPM. Analise por Two-way ANOVA, seguida de pds-teste de Tukey.

*** p<0,001 versus grupo veiculo + controle ou veiculo + contencao.
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6.3 EFEITOS DO ESTRESSE DE CONTENGAO SOBRE O iNDICE DE

RECONHECIMENTO DE OBJETOS

Na Figura 5A, podemos observar que o estresse de contencdo reduziu
significativamente a discriminag&o absoluta de objetos do grupo veiculo [F (1, 24)
=4,01, p<0,05]. O grupo contengéao tratado com Rimonabanto apresentou valores
semelhantes de discriminagcado dos animais sem estresse [F (1, 24) = 4,13, p<0,05].
Na Figura 5B, também podemos observer uma reducgéo do indice de recognicao
dos animais submetidos ao estresse de contencao e tratados com veiculo [F (1,
22) = 10,81, p<0,001]. Assim como ocorreu com 0 grupo contencao tratado com
Rimonabanto, podemos observar indices semelhantes ao gruposem estresse
tratado com veiculo [F (1, 22) = 10,89, p<0,001].

Figura 5 - Efeitos do estresse de contencéo e do tratamento com Rimonabanto (3 mg/kg, i.p.)
sobre a discriminag¢do absoluta de objetos (A) e sobre o indice de recognicédo (B).
Resultados expressos em média + EPM. Analise por Two-way ANOVA, seguida de
pos-teste de Tukey *p<0,01 versus grupo veiculo + controle ou grupo veiculo +

contencgao; *** p<0,001 versus grupo veiculo + controle ou grupo veiculo + contengao.
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6.4 EFEITOS DO ESTRESSE DE CONTENGCAO SOBRE AS

CONCENTRAGCOES PLASMATICAS DE CORTICOSTERONA

Na Figura 6, apresentada a seguir, podemos observar que o estresse de
contencdo aumentou significativamente a concentracdo plasmatica de
corticosterona nos animais tratados com veiculo [F (1, 22) = 6,30, p<0,05]. O
tratamento com Rimonabanto, por si sO, ndo apresentou efeito significativo entre
os grupos estudados, porém eliminou a diferenca estatistica existente nos niveis

plasmaticos de corticosterona entre os grupos controle e submetido a contencao.
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Figura 6 - Efeitos do estresse de contencao e do tratamento com Rimonabanto (3 mg/kg, i.p.)
sobre as concentragdes plasmaticas de corticosterona. Resultados expressos em
média £ EPM. Analise por Two-way ANOVA, seguida de pos-teste de Tukey.

* p<0,05 versus grupo veiculo + controle
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Fonte: da autora.

6.5 EFEITOS DO ESTRESSE DE CONTENGAO SOBRE A

IMUNORREATIVIDADE A IBA-1 NO SNC

A Figura 7, apresentada a seguir, mostra o numero de células
imunorreativas a Iba-1 no BNST. De acordo com os dados, hem o estresse de
contencdo, tampouco o tratamento com Rimonabanto, foram capazes de alterar
significativamente este parametro. As fotos representativas das diferentes

condi¢des experimentais encontram-se apresentadas na Figura 8.
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sobre o numero de células imunorreativas a Iba-1 no Bed Nucleus of Stria Terminalis

(BNST).
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De acordo com a Figura 9, o estresse de contencdo reduziu
significativamente o numero de células microgliais no PVN [F (1, 18) = 7,52,
p<0,05], sendo este efeito significativo apenas na regido parvocelular medial
[PaMP, Figura 8D; p<0,05]. Fotomicrografias representativas de cada grupo

experimental s§o mostradas na Figura 9.

Figura 9 - Efeitos do estresse de contencgéao e do tratamento com Rimonabanto (3 mg/kg, i.p.)
sobre o numero de células imunorreativas a Iba-1 no nucleo paraventricular do
hipotalamo (PVN total, A), e nas subdivisdes parvocelular ventral (B), dorsal cap (C) e
parvocelular medial (D). Resultados expressos em média + EPM. Analise por Two-way
ANOVA, seguida de pos-teste de Tukey. * p<0,05 versus grupo veiculo + controle.
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Figura 10 - Fotomicrografias representativas da imunorreatividade a Iba-1 no
nucleo paraventricular hipotalamico (PVN) de animais tratados com
veiculo ou rimonabanto (3 mg/Kg). 3V: terceiro ventriculo; V:
regido parvocelular ventral; MP: regido parvocelular medial;
DC: regido parvocelular dorsal cap.
As imagens foram obtidas com ampliacao de 20X.
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7 DISCUSSAO

Os resultados do presente trabalho demonstram que o modelo de estresse
de contencéao por 60 minutos diarios durante 7 dias foi eficaz em induzir aumento
da secrecao de corticosterona e aumento do indice adrenal, em paralelo a uma
reducdo da massa do timo, bem como em produzir sintomas de anedonia e déficit
de memoria. Por outro lado, o peso corporal e da massa da hipéfise nao foram
alterados, indicando que o modelo pode ser considerado um estressor leve.

A hipofagia, com seu consequente reflexo de reduc¢do do peso corporal,
pode ser caracteristica de modelos de estresse mais severos, sendo considerada
um sintoma do tipo ansioso (Jiang & Eiden, 2016). Isso porque os glicocorticoides
e a noradrenalina/adrenalina, liberados em resposta ao estresse,sao importantes
horménios catabdlicos, que degradam as reservas corporais de substratos, de
forma a disponibilizar glicose (Guyton e Hall, 2017). Além do mais,ha evidéncias
de que o aumento da liberacdo de CRH pelo hipotalamo tenha um efeito
anorexigeno central (Uchoa et al, 2010). Em conjunto, essas respostas
determinariam diminuicdo da ingestao alimentar e, consequentemente, do ganho
de peso corporal, sendo proporcional a intensidade e a duracao do estresse. De
fato, a duracdo dos estimulos estressores parece ser fundamental, tal qual
demonstrado por Rostamkhani (2012), em cujo estudo ratos foram submetidos ao
estresse de choque nas patas com duracao de 1, 15 ou 30 dias, apresentando
alteracdes no peso corporal e na massa de tecidos neuroenddcrinos somente
aqueles animais submetidos ao protocolo de tempo maior.

A hipertrofia adrenal, presente nos animais submetidos ao estresse de
contencéo, foi o primeiro indicio de ativacao do eixo HHA pelo presente protocolo.
Resultados semelhantes foram observados no estudo de Bassett e Cairncross
(1975), que realizaram a exposicao de ratos machos a choques escapaveis
irregulares nas patas por até 71 dias. Os autores demonstraram que a exposicao
ao estresse foi capaz de promover alteragées morfologicas como a hipertrofia da
adrenal, associada ao aumento da zona fasciculada (relacionada a producao dos
glicocorticoides) e da zona reticular (associada a producao de esteroides sexuais).
Similarmente, Langgartner e colaboradores (2018)
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demonstraram que ratos submetidos a alojamento de col6nia subordinada por
19 dias apresentaram aumento da massa da adrenal em relagdo ao grupo nao
exposto ao protocolo. O mesmo efeito também foi observado em um estudo
realizado em 2015 por Naryzhnaya e colaboradores, que induziram o estresse
por meio de imobilizacado por 24 horas ou imobilizacdo associada a hipoxia, neste
estudo, além do aumento da massa da adrenal, foi observada involugao do timo
e baco, e uma elevacao de 67% da corticosterona sérica nestes animais.

Em nosso estudo, avaliamos também o timo, que apresentou uma reducgéao
de sua massa, quando comparado o grupos conteng¢ao ao grupo controle. Esses
dados foram corroborados ndo somente pelo estudo ja citado acima (Naryzhnaya
et al, 2015), mas também por Pertsov e colaboradores (2015), que demonstraram
que ratos submetidos a 4 horas de estresse de contengéo diariamente por 1, 3 ou
8 dias apresentaram involugao do timo e hipertrofia da adrenal. A redugéo do timo
também foi constatada em um trabalho em que camundongos foram expostos ao
modelo de estresse social por 1 e 8 dias (Stankiewicz et al, 2014), e em resposta
a um modelo de estresse emocional (Pertsov et al, 2011), demonstrando que a
avalicao dos indices adrenal e do timoconstitui um indicador seguro da ocorréncia
de estresse, uma vez que se correlacionam diretamente com a secrecao de
cortisol/corticosterona e com o efeito deste horménio sobre a funcao imune,que
sera discutida adiante neste texto.

Os resultados acerca da hipertrofia adrenal dos animais submetidos ao
estresse de contecdo foram corroborados pela analise da concentracdo de
corticosterona plasmatica, que apresentou elevagédo no grupo estressado, efeito
que foi abolido no grupo tratado com Rimonabanto. Efeitos semelhantes foram
encontrados em um estudo realizado por Shoji e colaboradores (2019), em que
ratos submetidos a dois protocolos diferentes de estresse de contencao por 6
horas diarias durante 10 ou 21 dias apresentaram aumento dos niveis de
corticosterona plasmatica. Em relacdo a participagdo do receptor CB1 nestas
respostas, estudos realizados por Mark e colaboradores (2006) demonstraram que
a administragdo endovenosa de Rimonabanto na dose de 1 mg/kg aumentouem 6
vezes a secrecao de corticosterona, contrariando os presentes achados. No

entanto, os autores argumentam que o bloqueio farmacologico dos
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receptores CB1 apresenta um efeito dose- e tempo-dependente, o que poderia
justificar resultados diferentes (Urigiien et al, 2004).

Por meio do teste de preferéncia a sacarose, demonstramos o
desenvolvimento de anedonia nos animais submetidos ao estresse de contengéo.
Resultados semelhantes em roedores foram observados Chiba e colaboradores
(2012), que submeteram camundongos a um protocolo de estresse cronico de
contencao e os mesmos apresentaram uma reducao na preferéncia pelo consumo
de sacarose, comparados aqueles que nao sofreram o estresse.

A anedonia é caracterizada pela perda de interesse em situagbes antes
prazerosas, sendo fruto da disfuncdo ou frustragcdo de algum componente do
sistema de recompensa (Spitzer e Williams, 1980 apud Lin et al. 2022). De acordo
com Rizvi e colaboradores (2016), o sistema de recompensa é composto pelo
interesse, motivacdo e esforco. Se o interesse desencadear uma motivagao
suficientemente forte, de modo a tornar a recompensa esperada subjetivamente
maior que o esforco demandado, ha a constru¢cao de um plano de acao que, ao ter
o objetivo alcangado, gera uma resposta heddnica, que seria o0 processamento e
desfrute da recompensa. Toda essa cascata € coordenada por retroalimentacao,
atualizando esse sistema e influenciando futuros processos relacionados a
recompensa (Hoflich et al, 2019).

A anedonia é, de acordo com o DSM-5, um dos critérios maiores para
diagndstico do transtorno depressivo maior (Apa, 2013). Logo, pode-se concluir
que a exposicdo ao estresse pode aumentar a susceptibilidade ao
desenvolvimento de sintomas depressivos, entre eles, a anedonia, o
comportamento evitativo e a redugdo da memoria e atencdo. Estudos baseados
em ressonancia magnética funcional de pacientes com transtorno depressivo
maior tém demonstrado alteragdes significativas na ativacdo de estruturas
relacionadas a recompensa, com reducado da ativagdo de areas subcorticais e
limbicas e aumento da ativacdo de regides corticais. Pacientes deprimidos
mostram uma alteracao na correlacao inversa entre expectativa de recompensa
e reatividade, associada a gravidade da anedonia (Hoflich et al, 2019).

A participagdo dos receptores CB1 no comportamento depressivo

associado ao estresse ainda permanece controversa na literatura. Em nosso
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estudo, ficou claro que o tratamento com o antagonista CB1 reverteu os efeitos do
estresse sobre o desenvolvimento de anedonia, ou seja, apresentou um efeito
antidepressivo, demonstrando, portanto, que a via enddgena mediada pelo
receptor CB1 possui um efeito facilitador no desenvolvimento de depressao e
ansiedade.

Shearman e colaboradores (2003) observaram que camundongos machos
com sintomas tipo depressivos que receberam o antagonista de receptorCB1
AM251 (3-30 mg/kg) apresentaram reducao significativa no tempo de imobilidade
no teste de nado forgado, sugerindo que o antagonista CB1 produza efeitos
antidepressivos, efeitos estes comparaveis aos da desipramina, classicamente
utilizada como antidepressivo. Da mesma forma, Ostadhadi e colaboradores
(2016), utilizando modelo de sintomas tipo-depressivos induzidos por choque,
observaram que camundongos tratados com AM251 também apresentaram tempo
de imobilidade significativamente reduzido quando comparados ao grupo nao
tratado, sugerindo, mais uma vez, a participagdo da via enddgena mediada pelo
CB1 na geracao da depressao.

Em nosso estudo, também observamos que 0s animais que passaram
pelo estresse de contencao durante 7 dias apresentaram uma reducao no indice
de RO. Resultados semelhantes foram observados no trabalho de Li e
colaboradores (2012), que avaliaram o efeito do estresse de contengdo agudo
de uma hora em diferentes componentes da memoria dos animais. Esses autores
demonstraram que o estresse induziu prejuizo na consolidagao de memorias e RO
em curto e longo prazo.

Nava-Mesa (2013) também realizou ensaios para verificar os efeitos do
estresse de agudo sobre a memoéria de ratos. Para isso, os animais foram
treinados em uma tarefa para reconhecer objetos e, logo ap6s o fim do
treinamento, foram submetidos ao estresse de contencdo por 4 horas e 30
minutos, enquanto o grupo controle permaneceu sem manipulacdo. Apos o tempo
de contengado, os animais foram submetidos ao teste: o grupo ndo estressado
alcancando resultados satisfatérios, enquanto o grupo estressado apresentou um
resultado ruim na tarefa proposta.

Prejuizos na memoria de camundongos submetidos ao estresse cronico

também foram observados por Philbert e seus colaboradores (2015), que
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submeteram os animais ao estresse durante 8 semanas e testaram sua memoria
no labirinto aquatico de Morris. Apds os resultados, os autores concluiram que o
estresse crénico comprometeu a aprendizagem e a memaoria dos animais.

Mais uma vez, em nosso estudo, o tratamento com o antagonista CB1
Rimonabanto reverteu os efeitos do estresse sobre o0 acesso a memoria, ou seja,
apresentou um efeito protetor, indicando que a via endégena mediada pelos ECBs
participa da perda cognitiva neste modelo. Nossos resultados corroboram aqueles
obtidos por Takahashi e colaboradores (2005), utilizando a exposi¢ao repetida de
ratos em um modelo de labirinto em T elevado associado ao uso de escopolamina,
que induz prejuizo de memoria. Neste estudo, a administracdo de Rimonabanto
(SR141716A) induziu reversao dos déficits de memoria produzidos pela
escopolamina, sugerindo que o bloqueio dos receptors CB1 poderia otimizara
formacdo de novas sinapses em areas cerebrais relacionadas a esta funcao
cognitiva.

Os mesmos resultados também foram obtidos com o uso de outros
antagonistas CB1. A administracdo de AM251 por 7 dias em animais submetidos
a estresse leve imprevisivel combinado com terapia de choque eletroconvulsiva
para levou a atenuacao do prejuizo no desempenho de memoria no teste de
labirinto aquatico de Morris, evidenciando efeito positivo do receptor CB1 no
aprendizado e na funcdo de memdéria. Em conjunto, esses dados sugerem queo
receptor CB1 pode ser um alvo terapéutico com grande potencial para prevenir o
comprometimento cognitivo (Yu Jian et al, 2021). Esse efeito também foi
reproduzido no modelo de camundongos Knockout para receptores CB1, os quais
obtiveram um indice superior a 50% no indice de RO, quando comparados aos
animais wild type, mais uma vez indicando que os receptores CB1 participamdo
processo de consolidacdo da memoria (Reibaud et al, 1999).

Além de prejudicar diversos eventos que culminam com a consolidacao
da memodria, o estresse tem um efeito claro sobre a resposta imune, tanto em nivel
periférico, como central. Neste texto, ja evidenciamos, por meio da redugdo da
massa do timo, um efeito periférico do estresse de contencéo.

Como sabemos, o timo € um érgao linfoide associado a maturacao de
linfécitos, sendo o primeiro a aparecer no desenvolvimento, acomodando material

imunolégico importante relacionado a respostas imunes especificas e
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inespecificas (Fu et al, 2022). De acordo com a teoria de interacdo imune-
enddcrina, produtos secretados por células T ativadas podem aumentar o cortisol
plasmatico e afetar a taxa de renovagdo de catecolaminas hipotalamicas,
estabelecendo uma ligacao direta e aferente entre as respostas imunes periférica
e central (Xu et al, 2017). Outra evidéncia que sugere essa interacao bidirecional
€ o efeito de diversos estimulos ambientais sobre o sistema imunolégico, uma vez
que situacdes agudas de estresse, por meio da liberacdo de ACTH, endorfina e
cortisol, alteram o funcionamento das células imunes, afetando, portanto, toda a
resposta imunolégica (Westly et al, 1984).

Também ja foi demonstrado que, em diversas espécies, o cortisol pode
causar lise de timécitos corticais imaturos, resultando no enriquecimento dos mais
maduros. Em contrapartida a involugdo timica causada por altas doses de
glicocorticoides, a adrenalectomia produz hipertrofia do timo e dos linfonodos,
demonstrando assim, que ha influéncia dos niveis de glicocorticoides sobre a
atividade de o6rgaos linfoides (Van Oers et al, 2020).

Além disso, o0 estresse também afeta a fungdo imune no SNC. Neste
cenario, temos como protagonistas as células da microglia. Conforme amplamente
explorado nos ultimos anos, a microglia ndo sé desempenha um papel critico na
homeostase sinaptica, mas também desencadeia inflamacao cerebral, que esta
subjacente a maioria das consequéncias fisiopatoldégicas do SNC de doencas
infecciosas e neurodegenerativas (Infantes-Lépez et al, 2023). Isso porque a
micréglia esta amplamente distribuida no SNC e sdo as principais células do
sistema imunologico inato, respondendo primeiramente a eventos patoldgicos.
Estas células participam de trés fun¢des essenciais: 1) detectar mudangas em seu
micro-ambiente, por meio de seus sensomas; 2) manutencgao fisiolégica, havendo
migracao para locais lesionados e remodelamento de sinapses, com manutengao
da mielina; 3) protecdo contra estimulos prejudiciais, incluindo expressdo de
padrboes moleculares associados a patdogenos (Rauf et al, 2022).

Em resposta a esses estimulos, a microglia ira produzir citocinas pro-
inflamatoérias como o fator de necrose tumoral, interleucinas e quimiocinas para
recrutar células e remover agentes patolégicos. Entretanto, embora a neuro-

inflamacao seja um mecanismo neuroprotetor, este processo pode induzir a uma
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neurotoxicidade que estd relacionada a neurodegeneracdo. Além disso, foi
demonstrado que, em resposta ao envelhecimento e a exposi¢cdo ao estresse
cronico, as células da microglia podem apresentar uma morfologia distréfica e
resposta inflamatoria exacerbada, intensificando estas respostas (Kwon et al,
2020).

Em nosso estudo, avaliamos a imunorreatividade a Iba-1, um marcador
de microglia, no BNST e no PVN, que s&o duas estruturas sabidamente envolvidas
na geragdo de comportamentos e no controle da funcdo neuroendocrina
associada a ativacado do eixo HHA. Observamos que o estresse de contencao,
apesar de nao alterar o numero de células da microglia no BNST, reduziu
significativamente a imunomarcacéao para Iba-1 na regido parvocelular medial do
PVN. Estudos semelhantes realizados por Tynan e colaboradores (2010) em
animais submetidos a estresse de contencao (2 sessdes diarias com duragao de
30 minutos por 1, 7 ou 14 dias) demonstraram uma reduc¢ao da imunorreatividade
a Iba-1 no BNST, hipocampo e hipotalamo, corroborando parcialmente os
presentes achados. Em resposta ao estresse social por derrota, o mesmo
resultado foi encontrado (Zhang et al, 2019).

Em diversos ensaios clinicos, foram encontrados em ativagdo microglial na
insula, no coértex cingulado anterior e no coértex pré-frontal em pacientes com
transtornos psiquiatricos, depressdo e naqueles com ideacdo suicida. Estes
resultados sugerem que o grau de ativagcdo microglial estd positivamente
relacionado com a gravidade dos transtornos psiquiatricos (Fang et al,2023).

Em roedores, o0 estresse cronico, incluindo o estresse crbénico de derrota
social, o estresse leve imprevisivel crénico e o estresse cronico de restricao,
frequentemente utilizados para induzir disturbios relacionados ao estresse, resulta
em citocinas periféricas elevadas e na ativacdo da micréglia em situacdesde
estresse regides cerebrais sensiveis, como o hipocampo, coértex pré-frontal e
amigdala (Hayley et al,2021.; Rosenblat et al, 2018).

Da mesma forma, em estudo anterior descobriu que a inflamacao induzida
por lipopolissacarideo, uma via classica de ativacao da micréglia que atua através
da via de sinalizacdo de ligacdo ao gene TLR4/fator nuclear-k, aumentouo risco
de depressdao em camundongos, o que poderia ser melhorado pela deplecao

microglial de PLX5622 ou minociclina. Indicando mais uma vez que a
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ativacdo microglial esta fortemente ligada ao desenvolvimento de depressao e
transtornos psiquiatricos (Witcher et al, 2021).

Walker e colaboradores (2013), observaram em ratos machos que o
estresse cronico foi capaz de produzir uma variedade de alteragdes na ativagao
microglial e na expressao de fatores imunologicos, por exemplo, 0 estresse de
restricdo crénico aumentou a densidade das células microgliais € aumentou a
ativacao microglial, conforme refletido na morfologia e expressdo de moléculas
imunes, implicando diretamente em déficits na memoria de trabalho espacial.
Esses resultados reforcam a hipotese de interagéo direta entre o sistema imune
e o sistema enddcrino, subsidiando os efeitos bidirecionais em resposta ao
estresse.

Conforme amplamente explorado nos ultimos anos, a microglia ndo apenas
desempenha um papel critico na homeostase sinaptica, mas também desencadeia
a inflamacado cerebral, que estd subjacente a maioria das consequéncias
fisiopatoldgicas do SNC de doencas infecciosas e neurodegenerativas. Assim, no
SNC, foi encontrado um numero reduzido de células microgliais no PVN
parvocelular de animais estressados, que € o principal local para a regulacao
neuroendocrina do eixo HPA. Uma vez que o antagonismo do CB1 pode deslocar
a ligacdo dos ECBs para outros subtipos de receptores, como discutido
anteriormente, os presentes resultados sao incapazes de estabelecer a
contribuicdo relativa da sinalizagdo microglial mediada pelo CB2 para a

integridade das respostas comportamentais e neuroenddcrinas.
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8 CONCLUSAO

Em conclusao, o estresse de contencao leve por 1h/dia durante 7 dias
ativou o eixo HHA e induziu sintomas do tipo depressivo (anedonia), bem como
induziu recuperacao prejudicada da memoria. A restricdo também aparentemente
reduziu a fungdo imunologica tanto perifericamente quanto centralmente, como
evidenciado pela reducdo do tamanho do timo e pela reduzida imunorreatividade
a Iba-1 no PaMP. Embora a participagdo dos receptores CB1 em condigbes
depressivas e na retencdo de memoria permanega controversa, 0s presentes
resultados apoiam um potencial benéfico para o rimonabanto e outros
antagonistas do CB1 no gerenciamento da funcédo cognitiva. Por outro lado, a
participacao do receptor CB1 nas respostas imunes ainda € controversa, uma vez
que parece variar significativamente em resposta ao modelo, no que tange a

duracéo e a intensidade do estimulo.
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ANEXO A - Aprovagdo CEUA UNIFAL/MG

Certificado

Certificamos que a proposta intitulada Participacao do receptor CB1 nas
respostas homeostaticas induzidas por estresse de contencao, registrada com o n?
0030/2020, =ob a responsabilidade de Silvia Graciela Ruginsk Leitao, que envolve a producac,
manutencao cu utilizacdo de animais pertencentes ao file Cherdata, subfile Vertebrata (excete humanos),
para fins de pesquisa clentifica, com vigéncia de 01/02/2021 a 31/01/2024, encontra-se de acordo com
05 preceitos da Lei n? 11,794, de 8 de cutubro de 2008, do Decreto n? 6.899, de 15 de julho de 2009, e com
as normas editadas pelo Conselho Nacienal de Controle de Experimentagao Animal (COMCEA), e foi aprovado
pela COMISSAQ DE ETICA MO USO DE ANIMAIS [CEUA-UNIFAL) DA UNIVERSIDADE FEDERAL DE ALFENAS.

[Espécie/linhagem/racalTotal de animais|Total de machos|Total de fémeas| Origem
[Rroescdur | Wistar 115 116 o | Biatério central da universidade federal de afenas

Alfenas, 13 de Maio de 2021

Proffa). Dr{a). Pollyanna Francielli de Oliveira
Coardenadora) do CELWSUNIFAL - MG

Fars verficar aztecticidars aommes i Cxiseren ritelog s Sreppic ®dlghe m chave: 4atks
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