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“0 homem deve saber que de nenhum outro lugar, mas do encéfalo (cérebro),
vem a alegria, o prazer, o riso e a diversdo, o pesar, o ressentimento, o
desdnimo e a lamentacdo. E por isto de uma maneira especial, adquirimos
sabedoria e conhecimento, e enxergamos e ouvimos e sabemos o que é justo e
injusto, o que ¢ bom e o que é ruim, o que é doce e o que é amargo...

E ¢ pelo mesmo orgéo que tornamo-nos loucos e delivantes, e medos e terrores
nos assombram... Todas estas coisas suportamos do encéfalo, quando ndo esta
sadio... Neste sentido sou da opinido de que o encéfalo (cérebro) exerce o maior
poder sobre o homem.”

Hipdcrates, acerca das doengas sagradas (séc. X a.C.).
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1 INTRODUCAO

A evolugdo dotou os animais — principalmente aqueles pertencentes a uma filogenia mais
avangada, tais como as aves e os mamiferos — de um sistema nervoso que lhes permite exibir uma
gama de comportamentos que possibilita uma adaptagdo ao ambiente de forma mais sofisticada,
comparados aos demais grupos filogenéticos. Cada espécie animal estd adaptada para exibir seu
repertorio peculiar de estratégias comportamentais de modo a executar suas necessidades basicas,
sejam elas relacionadas a nutrigdo, sejam elas relacionadas a reprodugio.

Porém, dentro de uma mesma espécie, os individuos ndo se comportam necessariamente da
mesma maneira — a selegdo natural tende a manter um equilibrio entre diferentes tragos e
estratégias comportamentais (MAYNARD, 1982). Dependendo das mudangas das condigdes
ambientais, um trago comportamental tera vantagem sobre os outros, até que o ambiente mude
novamente e favoregca os individuos com diferentes tragos comportamentais. Essa estratégia
evolutiva, derivada da “Teoria dos Jogos”, é chamada “O Jogo Falcio-Pomba”, na qual os
individuos chamados “Falcdes™ apresentam um comportamento do tipo dominante, agressivo €
impulsivo, ao passo que aqueles chamados “Pombas™ sdo submissos, passivos € ansiosos
(KORTE et al, 2005). E importante salientar que a evolugdo prima pela adaptacio da espécie, e
néo do individuo em si.

A psicologia e a psiquiatria tém estudado diferengas de comportamento entre seres humanos
por meio dos conceitos “personalidade™ e/ou “temperamento™. Cada estudioso, assim, denominou
os subtipos de temperamento como, por exemplo: “hipertimico”, “depressivo”, “ciclotimico” e
“uritavel” (AKISKAL et al, 1998) ou “busca de novidadeé”, “evitagdo de risco”, “dependéncia

de reforgo” e “persisténcia” (CLONINGER et al, 1993). O hipertimico ou o buscador de



novidades seriam analogos aos individuos do tipo “falcdo”, ao passo que o depressivo ou evitador
de risco seriam andlogos aos individuos do tipo “pomba” anteriormente citados.

Os temperamentos permitem aos animais enfrentarem os desafios de forma diferenciada, uma
vez que cada temperamento apresenta sua propria base bioldgica subjacente, podendo ser de
origem genética, ambiental ou a combinagdo de ambos (CLONINGER et al, 1999; KORTE et al,
2005; LARA, 2006; LATHE, 2004; WHITTLE et al/ 2005). Porém, suas fisiologias peculiares
podem levar a um custo ao enfrentar um estresse: os evitadores de risco, por apresentarem uma
maior atividade do eixo Hipotalamo-Hipofise-Adrenal (HHA), sdo mais suscetiveis a transtornos
de ansiedade ou transtornos do humor como a depressdo maior (KOOLHAAS et al, 1999;
CLONINGER et al, 2006); os buscadores de novidades, que apresentam uma atividade do eixo
Hipotalamo-Hipofise-Gonadal (HHG) mais acentuada, sdo mais propensos a transtornos de
violéncia (KORTE et al, 2005).

Os pesquisadores tém cada vez mais associado o estudo de diversas psicopatologias ao
temperamento ou a personalidade (BENJAMIN et al, 1998), tanto que o estudo de um tem
contribuido para a compreensdo da neurobiologia de outro, ¢ vice-versa (WHITTLE et al, 2006).
Para tal, o desenvolvimento de modelos em animais de experimenta¢do tém sido extremamente
uteis para a compreensdo da interagdo entre o temperamento € os transtornos psiquiatricos (HO et
al, 2002; KABBAJ, 2004; RAY et al, 2004; STREKALOVA et al, 2004; VEENEMA et al,

2003).



2 OBJETIVOS

Abaixo serdo descritos o objetivo geral ¢ os objetivos especificos deste trabalho.

2.1 Objetivo geral

Estudar como um Estresse Cronico Variado afeta o comportamento de camundongos com
diferentes perfis comportamentais quanto a exploragdo no Campo Aberto — os Alto-Exploradores
e os Baixo-Exploradores — os quais sugerimos serem analogos aos temperamentos de busca de
novidades e de evitagdo de risco, respectivamente. Verificaremos se os Baixo-Exploradores sdo

realmente mais sensiveis aos efeitos deletérios de um estresse.

2.2 Objetivos especificos

Os objetivos especificos deste trabalho sdo:
a) Estudos comportamentais:
. Analisar a ansiedade ¢ a locomogdo iniciais dos camundongos na Tarefa de
Campo Aberto, com a finalidade de estabelecer os diferentes grupos experimentais.
e  Analisar o peso dos diferentes grupos experimentais. Serdo levadas em
conta as analises do peso antes do Estresse Cronico Variado — para avaliar o peso
inicial dos animais, durante ¢ depois do estresse — com a finalidade de analisar o

impacto do estresse sobre o peso dos animais.
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e  Analisar o comportamento de auto-limpeza (grooming) dos diferentes
grupos experimentais por meio do Teste da Auto-limpeza. Serdo levadas em conta as
analises desse teste comportamental antes do Estresse Cronico Variado — para avaliar
o comportamento basal dos camundongos, durante € depois do estresse — com a
finalidade de analisar o impacto do estresse sobre o comportamento de grooming.

e  Analisar o comportamento hedénico ou aneddnico dos diferentes grupos
experimentais por meio do Teste da Bebida Doce. Serdo levadas em conta as
analises desse teste comportamental antes do Estresse Cronico Variado — para avaliar
o comportamento basal dos animais, durante e depois do estresse — com a finalidade
de analisar o impacto do estresse sobre esse comportamento alimentar.

e  Analisar um possivel comportamento desamparado ou “depressivo”
induzido pelo Estresse Crénico Variado nos diferentes grupos experimentais por
meio do Teste do Nado Forgado (Porsolt).

e Analisar um possivel comportamento desamparado ou “depressivo”
induzidos pelo Estresse Cronico Variado nos diferentes grupos experimentais por
meio do Teste da Suspensio pela Cauda.

e  Analisar o impacto do Estresse Cronico Variado sobre o desempenho dos
diferentes grupos experimentais no Campo Aberto pds-estresse.

e  Analisar o impacto do Estresse Cronico Variado sobre a ansiedade dos

diferentes grupos experimentais por meio do Teste do Claro-Escuro.

UFRGS - BIBLIOTECA
INST. BIOCIENCIAS



3 REVISAO DE LITERATURA

Nesta revisdo de literatura serdo abordados, como principais temas, 0 temperamento € 0

estresse.
3.1 Temperamento

Os conceitos e as bases biologicas do temperamento serdo abordados a seguir.
3.1.1 Conceitos

Os conceitos de temperamento apresentam diversas defini¢des ao longo da histéria, sendo que
um dos primeiros a classifica-lo foi Hipocrates, ao elaborar a idéia de que a interagdo de quatro
humores corporais influenciam nosso comportamento: bilis amarela, bilis negra, sangue e fleuma.
Assim as pessoas eram classificadas de acordo com os quatro temperamentos correspondentes —
colérico, melancolico, sangiiineo e fleumatico — classificagdo essa considerada como indicativa
da orientagfio emocional predominante (KAPLAN & SADOCK, 1997). Os individuos coléricos
seriam mais irritaveis, impulsivos e agressivos, os melancolicos seriam tidos como pessimistas €
tristes, os individuos alegres e extrovertidos eram considerados como sangiiineos, € o0s
fleumaticos, sendo os apaticos, calmos € pregui¢osos.

Primeiramente, é importante abordar as definigdes de “temperamento”, “carater” e
“personalidade”. Temperamento esta ligado as sensagdes é motivagdes basicas e automaticas da
pessoa no ambito emocional. O carater decorre mais das experiéncias ¢ modelos que formam

nossas memorias ¢ padroes psicologicos. O temperamento define o que mais naturalmente se
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salienta no mundo para cada um e influencia os tipos de experiéncias em que nos envolvemos e
como reagimos instintivamente a elas. A interpretagdo destas experiéncias gera um significado
que por sua vez lapida a expressdo do temperamento, que é o carater. Assim, o temperamento € 0
carater se influenciam e interagem e nem sempre ¢é simples diferenciar o que provém do caréater e
0 que provém do temperamento. A combinagdo deste temperamento com o carater que se forma
pela experiéncia é o que definimos como personalidade (LARA, 2004).

Atualmente, o “Modelo Psicobiolégico do Temperamento e Carater” de Cloninger € um dos
mais bem aceitos. Nesse modelo. as dimensdes do temperamento sdo definidas em termos de
diferengas individuais no aprendizado associativo em resposta a novidade, perigo, punigdo e
recompensa (CLONINGER er al, 1993). Assim, os quatro elementos basicos do temperamento
sdo descritos da seguinte maneira:

e Busca por novidades ou sensagdes (novelty seeking). é responsavel pela ativagdo
ou inicia¢do de comportamentos. Os individuos apresentam um comportamento
ativo e exploratorio, natureza impulsiva, extravagante, impaciente, irritavel, grande
curiosidade, busca por situagdes de gratificagdo imediata (CLONINGER et al 1993;
LARA, 2004).

e Evitagdo de dano e perigo (harm avoidance): é responsavel pela inibigdo ou
cessagdo de comportamentos. Os individuos apresentam uma preocupagdo
pessimista em antecipagdo a futuros problemas, sdo de natureza evitativa, amena,
passiva e timida frente a possibilidade de frustragdo ou ameaga (CLONINGER et a/,
1993; LARA, 2004).

e Dependéncia de reforgo (reward dependence): é responsével pela manutengédo ou

continuidade de comportamentos. Os individuos sdo de natureza sentimental,
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calorosa e disponivel, voltada ao apego e a empatia. Grande sensibilidade social, mas
também necessidade de aprovagdo e confirmagdo alheia (CLONINGER e al, 1993;
LARA, 2004).

e Persisténcia: originalmente tido como um componente da reward dependence —
porém ndo ¢ associado com os aspectos de sentimentalidade, apego social e
necessidade por aprovagdo — é responsavel pela perseveranga apesar de frustragdes e
fatiga. Os individuos sdio de natureza determinada, ambiciosa e perfeccionista,
apresentam persisténcia na realizagdo de tarefas de longa duragdo e de gratificagdo
tardia (CLONINGER et al, 1993; LARA, 2004).

A forga principal do modelo de Cloninger (1993) ¢ que cada dimensdo do temperamento foi
identificada e caracterizada em estudos com gémeos como geneticamente homogénea e
independente — sendo que cada trago apresenta uma herdabilidade de 50% até 65%, e sdo
relacionados as emogdes basicas — raiva, medo, apego ou dependéncia emocional e ambi¢do ou
determinagdo, respectivamente (CLONINGER et al, 1993; LARA, 2004). Estudos etologicos
sugerem que a filogenia do temperamento comegou com um sistema de inibi¢gdo comportamental
(evitagfio de dano) em todos animais, scguido por um sistema de ativagdo (busca por novidades)
em animais mais avangados e, a seguir, um sistema para manutengdo de comportamentos
(dependéncia de reforgo) em répteis e em filos posteriores (CLONINGER et al, 1993).

Outras defini¢des de temperamentos também podem ser levadas em conta, como no “Modelo
dos Temperamentos Afetivos™ (AKISKAL et al, 1998). Neste modelo, as definigdes de
“hipertimico” e “depressivo” sdo paralelas as de “busca de novidades™ e “evitagdo de risco”,
respectivamente. Um modelo mais atual, 0 “Modelo de Medo e Raiva”, leva em conta apenas as
emogdes mais basicas presentes largamente no reino animal. Entende-se por “medo” o

componente inibitério, e “raiva”, o componente ativador — ambos apresentando suas
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peculiaridades neurobiolégicas. Nesse modelo, diferentes combinagdes dessas emogdes, em
diferentes graus, sdo responsaveis pelos diferentes tragos. Por exemplo, combinagdes de alta raiva
com baixo medo sdo andlogos ao temperamento de busca de novidades, ao passo que
combinagdes de alto medo com baixa raiva sdo correspondentes ao temperamento de evitagdo de

risco (LARA, 2006).

3.1.2 Bases biolégicas

A seguir serfo descritas as bases biologicas do temperamento, levando em conta os fatores
genéticos e ndo genéticos na formagdo do temperamento e a neurobiologia dos temperamentos de
busca de novidades e de evitagdo de risco (Figura 1), os quais sdo objetos de enfoque neste

trabalho.

3.1.2.1 Fatores genéticos e niio-genéticos na formacdo do temperamento.

Estudos genéticos tém apontado a relagdo de determinados genes a herdabilidade dos
diferentes tragos de personalidade: o gene para o receptor D4 de dopamina (D4DR) foi associado
a busca de novidades; o fendtipo de dependéncia de reforgo podendo ser considerado resultante
da interagio entre o gene D4DR e o gene do receptor 2C da serotonina (5-HT-2C); e o gendtipo
5-HTTLPR — um polimorfismo associado ao transportador de serotonina — associado a
manifesta¢do da evitagdo de risco (BENJAMIN et al, 1998). Camundongos que ndo expressam
receptores dopaminérgicos D4 mostraram comportamento buscador de novidades reduzido
(DULAWA et al, 1999). O alelo Taq 1 Al do receptor D2 também tem sido correlacionado com

a busca de novidades (BOWIRRAT & OSCAR-BERMAN, 2005).
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Nio apenas os fatores genéticos serdo decisivos no desenvolvimento de diferentes tragos
comportamentais a longo prazo, mas também os fatores ndo-genéticos podem ser cruciais — 0
individuo estd sujeito a modelagem do comportamento desde a gestagdo até os primeiros
momentos de vida pos-parto (LATHE, 2004). Por exemplo, até mesmo camundongos
geneticamente idénticos podem apresentar variagdo fenotipica devido a diferentes influéncias
hormonais na gestagdo, levando os animais a apresentarem variagdo na expressdo da
agressividade ou da ansiedade (LATHE, 2004). Em ratos, a influéncia na modelagem do
comportamento pode dar-se nos primeiros dias de vida pds-parto devido a qualidade do
comportamento maternal que os animais obtiveram (CAMERON et al, 2005), ou até mesmo
devido a eventos estressantes (MADRUGA et al, 2006). Em humanos, a modelagem do
temperamento por fatores ndo-genéticos, tais como eventos estressantes no inicio da vida, pode
influenciar no desenvolvimento de um transtorno de humor ou de personalidade (JOYCE et al,
2003, CHAPMAN et al, 2004; BANDELOW et al, 2005). Por exemplo, uma combinagdo dos
tragos de “alto medo” e “alta raiva” poderiam resultar no temperamento “ciclotimico” — porém, a
presenga de um estressor precoce é um fator de predisposigdo para o individuo a manifestar um
transtorno de personalidade do tipo borderline (LARA, 2006). Tais eventos precoces podem,
assim, influenciar os substratos biolégicos que regulam os tragos de medo e raiva no
temperamento.

Os substratos biologicos responsaveis pela manifestagdo de diferentes temperamentos ja
foram associados a distintas estruturas e circuitos cerebrais, a diferenciados sistemas de

neurotransmissores e a endocrinologias caracteristicas.

3.1.2.2 Neurobiologia da busca de novidades e da “raiva”.
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Na busca de novidade e na raiva, a dopamina seria um dos principais neurotransmissores
envolvidos — participa da modulagdo da saliéncia motivacional/estimulante, comportamento de
aproximagdo apetitiva, comportamento direcionado a objetivos e focado (BERRIDGE et al, 1998;
MONTAGUE et al, 2004). A alta raiva pode resultar de uma resposta pds-sinaptica acentuada a
dopamina e/ou de caracteristicas pré-sinapticas que levam ao aumento da concentragdo sinaptica
de dopamina (por exemplo, diminui¢do da recaptagdo de dopamina), ainda a serem claramente
caracterizadas em humanos. Dentro do sistema dopaminérgico, o substrato neurobiolégico para a
raiva excessiva ou deficiente pode envolver enzimas de sintese, canais iGnicos, proteinas
sinapticas e/ou sinalizagdo intracelular, sistemas de segundos mensageiros, profeinas cinases e
fosfatases e fatores de transcrigdo. Em estudos com ratos, animais altamente agressivos tém uma
maior fungdo inibitoria do autorreceptor para serotonina (5-hidroxitriptamina ou 5-HT), 5-
HTiang do que os ndo agressivos (De BOER et al, 2003; De BOER et al, 1999). Pos-
sinapticamente, ambos o niimero de receptores 5-HT)4 e a sensibilidade do sistema efetor do
receptor 5-HT) 4 estdo aumentados em roedores agressivos (Van Der VEGT et al, 2001; Van Der
VEGT er al, 2003). Isso poderia ser uma wup-regulation compensatoria induzida por uma
concentragdo basal baixa do neurotransmissor 5-HT, o que esta de acordo com a “hipétese da
deficiéncia de serotonina” da agressdo como uma caracteristica de trago (Van Der VEGT et al,
2003). Em contraste, o comportamento agressivo como uma caracteristica de estado demonstra a
relagdo oposta — durante a agressdo, a atividade da 5-HT neuronal aumenta e a prevengio de tal
ativagdo inibe a expressdo do comportamento agressivo (Van Der VEGT et al, 2001; Van Der
VEGT et al, 2003). Alta impulsividade em animais pode ser uma conseqiiéncia da atividade
tonica diminuida do sistema de neurotransmissor de 5-TH (KORTE et al, 2005). Alteragdes-

chave também podem ser encontradas em outros sistemas neurotransmissores e
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neuromoduladores (por exemplo, opidide, adenosinérgico, colinérgico, orexinérgico) que
mteragem e regulam o sistema dopaminérgico, que seria a via final comum para a expressdo
comportamental da raiva e seus aspectos relacionados (LARA, 2006). Entre outros moduladores
de raiva, o sistema glutamatérgico, especialmente relacionado a receptores AMPA, também tem
sido implicado no comportamento agressivo (MUNOZ-BLANCO et al, 1986; SWANN ef al,
2003, VEKOVISCHEVA et al, 2004). Altos niveis de liberagdo de vasopressina (baixos niveis de
armazenamento) no septo de ratos e camundongos muito agressivos estdo associados a alta
agressividade (De BOER et al, 2003), provavelmente via o envolvimento do receptor V1a/lb de
vasopressina (Van Der VEGT et al, 2003, VIAU, 2002). H4 algumas evidéncias de que a
testosterona “‘organiza” a agressdo durante o desenvolvimento ou que ela aumenta a
probabilidade da agressdo em determinado contexto, por estimular a sintese de vasopressina
(VIAU, 2002). A testosterona também ja foi positivamente associada com formas desinibidas de
extroversdo (DAIZMAN & ZUCKERMAN, 1980),

Quanto a neuroanatomia, a busca de novidades esta relacionada ao miicleo accumbens e ao
estriado ventral (SALAMONE et al, 2005). As estruturas encefélicas que recebem ricas proje¢des
dopaminérgicas, tais como a amigdala, nicleo accumbens, cortex anterior cingulado e cortex pré-
frontal dorsolateral s3o envolvidos no “afeto positivo” — componente caracteristico de individuos
que apresentam busca de novidades (WHITTLE et al, 2006).

O cortex cingulado anterior (CCA) recebe uma das inervagdes dopaminérgicas mais ricas do
que em qualquer outra area cortical, ¢ ha evidéncia direta de estudos em humanos que a projegao
dopaminérgica ao CCA esta relacionada a recompensa (ALLMAN et al, 2001). O CCA dorsal é
sugerido como sendo parte de uma rede distribuida de atengdo, e tem sido descrito como
responsavel, entre outras fungdes, pela decisdo baseada em recompensa, motivagdo (ALLMAN et

al, 2001). Estudos funcionais tém demonstrado uma atividade aumentada do CCA dorsal
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associada ao afeto positivo elevado e a excitagdo sexual em homens (WHITTLE et al, 2006).
Estudos com lesdes em humanos demonstraram que lesdes no CCA dorsal resultam em apatia,
falta de iniciativa, etc (ALLMAN et al, 2001).

Pesquisas em pacientes saudaveis demonstraram que o trago de afeto positivo também esta
positivamente correlacionado a atividade do cortex pré-frontal dorsolateral (CPFDL)
(HARMON-JONES & ALLEN, 1997). O metabolismo aumentado nessa area também foi
encontrado na produgdo de estados emocionais positivos (DAVIDSON et al, 2002). Disfungdes
no CPFDL esquerdo estdo associadas ao déficit na habilidade de experimentar o afeto positivo.

Ha evidéncias consistentes de que o micleo accumbens (Nacc) também esteja envolvido no
afeto positivo. Em humanos, a atividade do Nacc foi relatada no afeto positivo induzido por fotos
(SUTTON, 1997), exposigéio a estimulo verbal positivo (HAMANN & MAO, 2002), e durante a
excitagdo sexual em homens (RAUCH et al, 1999). Antecipagdo de recompensa monetaria
aumentada também foi demonstrado pela ativagdo do Nacc, e essa ativagdo foi positivamente
correlacionada com auto-relatos de felicidade (KNUTSON et a/, 2001). Um estudo examinando
os correlatos neurais do humor indicou que o grau de intensidade do humor estava positivamente

correlacionado a ativagdo do Nacc (MOBBS et al, 2003).

3.1.2.3 Neurobiologia da evitacio de risco e do “medo”.

O sistema serotoninérgico parece ter um papel central no medo, como demonstrado pela
resposta diminuida a estimulagdo serotoninérgica em individuos com alta esquiva ao dano ou
tragos de medo (HENNIG et al, 2000; WELJERS et al, 2001). O aumento da prevaléncia do alelo
curto 5-HTTLPR - teoricamente relacionado a altos niveis de serotonina sindptica — foi associado

com a ativagdo da amigdala ¢ tragos de medo em individuos saudéveis (HARIRI et a/, 2005,
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PEZAWAS et al, 2005; GONDA ef al, 2006). Da mesma forma, tanto a genética quanto a
manipulagdo farmacologica precoce (infancia) — levando ao aumento dos niveis de serotonina na
sinapse — predispde ao fenétipo ansioso em ratos (ANSORGE et al, 2004). Por outro lado, baixos
niveis de metabolitos da serotonina estdo relacionados com o descontrole de impulsos em
primatas (HIGLEY & LINNOILA, 1997). De modo geral, estas linhas de evidéncia sugerem que
um tonus serotoninérgico aumentado predispbe a altos tragos de medo. Ja um tonus
serotoninérgico baixo esta associado com impulsividade por descuido (baixo medo).

A noradrenalina é outro importante modulador do eixo dos tragos de medo, mas seria
particularmente relevante no ambito do baixo medo. O sistema noradrenérgico funciona
basicamente nos modos fasico e tonico. O modo tdnico esta associado com distratibilidade e
desempenho ruim em tarefas que requerem atengdo focada. Este modo € associado
particularmente com alarmes-falsos em tarefas de atengdo, que podem ser atribuidos a
impulsividade por descuido, desinibigdo ou baixo medo, nesse modelo. Por outro lado, um modo
fasico aumentado do sistema noradrenérgico (com atividade tdnica moderada), estd associado
com bom desempenho de tarefas ou uma atividade direcionada a objetivos. Assim, o sistema
noradrenérgico, em um modo predominantemente fasico, pode contribuir em algum grau, para a
alta raiva e impulsividade apetitiva (LARA, 2006).

Virias evidéncias também dio suporte para o papel do sistema GABAérgico (GABA — gama-
amino-butiric-acid, ou é4cido-gama-amino-butirico) na modulagdo da ansiedade (NEMEROFF,
2003) e nos tragos de medo (CRESTANI et al, 1999). Fatores neurotréficos podem também
desempenhar uma fungdo no temperamento, como recentemente encontrado pela associagdo de
um polimorfismo do receptor BDNF (Brain Derived Neurotrofic Factor — fator neurotréfico

derivado do cérebro) NTRK2 com esquiva ao dano (RIBASES et al, 2005).
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Baseado em trabalhos com eletroencefalografia, propds-se a atividade do cértex pré-frontal
dorsolateral (CPFDL) direito em estados de afeto negativo, ao observar maior ativagdo do
CPFDL direito associado a altos estados de afeto negativo. Outras evidéncias sugerem que o
papel do CPFDL direito no afeto negativo é mais provavel de ser um inibidor dos afetos
negativos provenientes de dreas subcorticais (MAYBERG, 2003).

O cortex cingulado anterior (CCA) € uma estrutura limbica medial que apresenta um papel
chave na regulagdo do comportamento emocional e cognitivo. A porgdo ventral, relacionada a
emogdo, tem sido particularmente implicada no afeto negativo. O humor negativo induzido em
individuos saudaveis foi relatado como sendo resultado de uma atividade aumentada no CCA
ventral (LIOTTI et al, 2000), e uma maior atividade basal dessa regido foi apontada em
individuos com maiores tragos de afeto negativo (ZALD ef al, 2002). Outro estudo encontrou que
o frago de ansiedade antecipatoéria correlaciona-se positivamente com o volume do CCA direito
em individuos normais (PUJOL et al, 2002).

A amigdala, tida por participar da inicial e ampla atribuigdo subconsciente de significancia
emocional a eventos sensoriais, tem um papel fundamental na percep¢io e na produgio de afetos
negativos e de aprendizados aversivos associativos (ADOLPHS & DAMASIO, 2000;
DAVIDSON AND IRWIN, 1999; DAVIDSON & HENRIQUES, 2000; ORCHSNER &
SCHACTER, 2000). Em individuos saudéaveis, estudos funcionais documentaram uma ativagéo
aumentada da amigdala durante a exposigio a estimulos desagradaveis (ZALD, 2003) e durante a
produgdo e manutengdo de afetos negativos (DAVIDSON ér al, 1999; SCHAEFER et al, 2002).
Ha uma série de relatos que estudos de imageamento por ressondncia magnética apoiando a
sugestdo de que diferengas individuais em tragos de personalidade podem ser a chave na
modulagdo de respostas afetivas pela amigdala. Em um dos estudos, a maior ativacdo da

amigdala a fotos agradaveis foi associada com extroversdo auto-relatada (relacionado ao afeto
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positivo) € uma maior ativagdo a estimulos negativos foi associada ao neuroticismo (relacionado
ao afeto negativo). Num segundo estudo envolvendo a observagdo de expressdes faciais emotivas
(feliz, triste, medrosa, braba e neutra), entre todos os participantes houve diferenga significativa
no aumento da ativagdo da amigdala a faces medrosas comparadas as neutras, mas nenhuma
diferenga entre qualquer uma das outras expressdes faciais. No entanto, ao levar as diferengas de
personalidade em conta, houve uma correlagdo significativa entre os escores de extroversdo dos
participantes com a ativagdo da amigdala a faces felizes (CANLI, 2004).

O hipocampo, estrutura envolvida na aprendizagem e memoria, apresenta sua regido ventral
envolvida preferencialmente em comportamentos do tipo ansiosos (BANNERMAN et al, 2004).
E proposto que o sistema septo-hipocampal esta envolvido na formagdo de associagdo inibitoria e
regula o peso da informagdo contendo afetividade negativa. O hipocampo e¢ a amigdala
contribuem diferencialmente aos mecanismos subjacentes de ansiedade e medo, respectivamente.
Enquanto que o medo, processado na amigdala, é uma resposta fasica a dicas freqiientemente
aversivas, a ansiedade, resultante do processamento hipocampal, € uma resposta tonica a dicas ou
situagOes aversivas difusas, freqientemente incondicionadas. O medo pode ser visto como um
precursor logico da ansiedade. Conexdes reciprocas entre essas dreas apdiam a sugestdo de que o
sistema de ansiedade hipocampal promove controle inibitério sobre o sistema de medo da
amigdala (GRAY & MACNAUGHTON, 2000).

Quanto aos aspectos endocrinolégicos, estudos com animais de experimentagdo tém ajudado
a desvendar as diferengas fisiologicas entre individuos com diferentes tragos comportamentais.
Sob condigdes basais, camundongos altamente agressivos demonstram uma menor concentragdo
plasmatica de corticosterona durante a fase escura inicial comparados aos camundongos menos
agressivos (KORTE et al, 1996). Nenhuma diferenga foi observada na expressao de ARN (acido

ribonucléico) mensageiro para receptores de mineralocorticoides e de glicocorticoides
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hipocampzltis, ou CRH (Corticotrophin Realising Factor, ou hormoénio liberador de corticotrofina)
hipotaldmico entre camundongos agressivos e ndo-agressivos sob condi¢des basais (VEENEMA
et al, 2003, Van RIEL et al, 2002). Independente do ritmo circadiano, niveis plasmaticos basais
de ACTH foram sempre maiores em camundongos agressivos (VEENEMA et al, 2003),
sugerindo que o cortex da adrenal ¢ menos sensivel ao ACTH nos agressivos do que nos
camundongos ndo-agressivos. Além disso, camundongos agressivos tinham maior atividade pré-
natal do eixo HHG (COMPAAN et al, 1994). Sob condigdes basais, nenhuma diferenga foi
encontrada na atividade simpatica e parassimpatica entre ratos agressivos e ndo-agressivos

(SGOIFO et al, 1998).

Figura 1: Estruturas encefélicas sugeridas por estarem relacionadas aos temperamentos de busca de
novidades e de evitagfo de risco, cujos componentes sdo, respectivamente: (a) Alta Afetividade Positiva e
(b) Alta Afetividade Negativa. CCA, Cortex Cingulado Anterior; Nacc, Nucleo Accumbens; CPFDL,
Cértex Pré-Frontal Dorsolateral.

3.2 Estresse

A seguir serdo abordados os principais conceitos de estresse e a neurobiologia do estresse.

3.2.1 Conceitos de estresse.
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Em 1936 o cientista ¢ médico austriaco Hans Selye definiu o estresse como “Sindrome da
Adaptagdo Geral”, ou seja, a resposta adaptativa de um organismo a agdo de agentes nocivos — 0s
chamados agentes estressores. Esta resposta ao estresse seria dividida em trés estdgios: um
primeiro de alarme, onde o agente estressor seria notado, um segundo de resisténcia, no qual o
organismo estaria combatendo o agente estressor com sucesso, e, por fim, um estado de exaustio,
onde 0 organismo esgotaria sua capacidade de resposta de estresse, dai advindo os seus efeitos
deletérios (SELYE, 1936, APUD KOPIN, 1995).

Atualmente, a palavra “estresse” tem sido interpretada como o conjunto de respostas do
organismo a um estressor. Este “estressor” € definido como um desafio ao individuo, que ameaga
a homeostase e requer uma resposta fisiologica, mas também pode ser considerado apenas uma
interpretagdo inadequada da situagdo, percebida erroneamente como ameaga, que resulta numa

resposta comportamental ¢/ou hormonal (McEWEN, 2002; TSIGOS et al., 2002).

3.2.2 Neurobiologia do estresse

Quanto a neurobiologia do estresse, serdo descritos os sistemas de estresse e o funcionamento

do eixo hipotalamo-hipofise-adrenal.

3.2.2.1 Sistemas de estresse.

Ha dois sistemas de resposta ao estresse classicamente descritos: (a) o Sistema

Neurovegetativo, incluindo a liberagdo de adrenalina pela medula adrenal, (b) os glicocorticoides,

produzidos no cortex da adrenal sob estimulo hipotaldmico e hipofisario (McEWEN, 2002,
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TSIGOS ef al., 2002). A ativagdo aguda desses sistemas promove aumento da disponibilidade de
energia ¢ melhora do fluxo sangiiineo para orgdos-alvo, sendo adaptativa (TSIGOS et al,, 2002).
Entretanto, a exposi¢do crénica a niveis elevados de glicocortidides pode ser danosa ao

organismo (DALLMAN et al., 2004; MILLER et al., 2002).

3.2.2.2 Funcionamento do eixo hipotdlamo-hipéfise-adrenal.

Os estimulos externos tém grande impacto sobre o sistema limbico, que se relaciona com o
hipotdlamo. O controle central do sistema de resposta ao estresse inclui os neurdnios
parvocelulares do niicleo paraventricular do hipotilamo (PVN). Essas células estdo sob influéncia
de varios mecanismos intrinsecos e extrinsecos que regulam a resposta do eixo hipotdlamo-
hipéfise-adrenal ao estresse (Figura 2). Aferéncias ao PVN sdo provenientes principalmente da
informagdo sensorial, promovendo respostas do eixo a ameagas reais a homeostasia, ¢ incluem o
nicleo do trato solitario, o nucleo da rafe, o 6rgdo subfornicial, o nucleo proprio da stria
terminalis, o tdlamo e regides hipotaldmicas que circundam o PVN. Aferéncias indiretas vindas
do hipocampo, amigdala, cortex pré-frontal, septo lateral e tadlamo ativam os mesmos neuronios
parvocelulares na auséncia de desafios fisiologicos francos, mas prementes (HERMAN et al,,
2003).

No estado de repouso (basal), o hipotdlamo apresenta secre¢do de hormdnio liberador de
corticotrofina (CRH) e vasopressina (AVP) de uma maneira pulsatil, com dois ou trés picos por
hora (ENGLER et al., 1989). Durante o estresse agudo, a amplitude e a freqiiéncia desses pulsos
aumenta, resultando na liberagdo de adrenocorticotrofina (ACTH) pela hipofise e de cortisol

(corticosterona em ratos) pelo cortex da adrenal (TSIGOS et al., 1994). Uma série de situagdes
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pode estimular o hipotdlamo, como por exemplo: frio, infec¢do, hemorragia, choque, vibragdo,
estresse emocional e/ou social, contengdo, etc. (MILLER et al., 2002). Citocinas € outros
mediadores de inflamag@o também sdo liberados nessas ocasides e potenciam a a¢do dos varios
componentes do eixo HHA. O ACTH aumenta a sintese de glicocorticoides pelo cortex da
glindula adrenal. Em situa¢des criticas, os glicocorticoides tém agdes de protegdo e manutengio
da homeostasia: mobilizagdo de estoques energéticos através de gliconeogénese, lipolise ¢
catabolismo protéico, melhora da fungdo cognitiva, inibigdo da fungdo gonadal, alteragdo da
homeostasia do célcio. Os glicocorticoides tém importincia na propria regulagdo neuroendocrina,
uma vez que atuam em receptores do sistema limbico (especialmente amigdala e hipocampo), do
hipotdlamo e da hipdfise por retroalimentagdo negativa, encerrando a ativagdo (De KLOET,
1998).

Esses hormonios também inibem as citocinas, regulando a atividade do eixo HHA. A mibi¢do
causada pelos glicocorticoides limita sua propria agdo, prevenindo o organismo de seus efeitos

catabdlicos, antirreprodutivos € imunossupressivos (TSIGOS et al., 2002).

UFRGS - BIBLIOTECA
INST. BIOCIENCIAS
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Figura 2: Eixo hipotdlamo-hipofise-adrenal (HHA). Estimulos ambientais externos sdo captados pelo
sistema limbico, ativando os sistemas de resposta ao estresse, entre eles o eixo HHA.
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4 METODOLOGIA

4.1 Tipo de Estudo: Analise Quantitativa, com coleta de dados comportamentais, como tempo
em segundos e consumo em mililitros. S0 dados continuos e discretos que foram analisados

através de testes estatisticos paramétricos (conforme descrito na metodologia) (ver ZAR, 1996).

4.2 Campo ou Contexto: Departamento de Bioquimica da Universidade Federal do Rio Grande

do Sul.

4.3 Populagio e Amostra: Inicialmente foram usados 72 camundongos CF1 machos adultos (2
meses de idade). Os animais foram provenientes da Federagdo Estadual de Produgdo e Pesquisa
em Satde — FEPPS, do setor de Coordenagdo de Produgdio e Experimentagdo em animais —
CPEA, e permaneceram 1 semana no camundongirio do Depto de Bioquimica para
aclimatizagdo. Os camundongos permaneceram em caixas-moradia (6 animais por caixa)
confeccionadas em “plexiglas” com assoalho coberto de serragem de madeira que era trocada 2
vezes por semana. Os animais estavam submetidos a um ciclo normal claro/escuro de 12 horas,
com ragdo padronizada e 4dgua “ad libitum”. Essa populagdo foi submetida ao Campo Aberto para
poder definir os grupos experimentais — 15 animais constituindo o grupo dos “alto-exploradores”,
14 animais no grupo dos “baixo-exploradores™, e 15 animais representando o grupo dos “médio-

exploradores”.

4.4 Coleta de dados: Foi realizada através de protocolos de experimentos comportamentais para

animais de laboratorio, conforme descrito abaixo:
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4.4.1 Tarefa de Campo Aberto (KAZLAUCKAS et al, 2005).

O experimento consiste em analisar cada camundongo por um periodo de 5 minutos, em um
aparato quadrado pintado de preto medindo 50x50x50c¢m. Foi tragado um quadrado imaginario de
30x30cm na porgdo central do campo aberto. O aparato apresentava a parte de cima aberta para
permitir a visualizagdo do animal. Uma webcam ligada a um computador foi usada para filmar o
desempenho de cada animal. Apés a analise experimental de cada animal o aparato era totalmente
limpo. Terminado o experimento, o desempenho de cada camundongo foi analisado pelo
“mousetracker” (TORT, 2006), um programa de computador que permite analisar o desempenho
dos animais por meio dos arquivos de video (Figura 3). Os seguintes comportamentos foram
analisados:

o Locomogao: nesse pardmetro foram avaliadas a distdncia em metros percorrida
pelo animal e a velocidade em m/s. A locomogdo é tida como um pardmetro motor,
ndo sendo incluida nos nossos dados.

o Percentagem de tempo na porgdo central: foi avaliada a percentagem de tempo
de permanéncia na por¢do 30x30cm no centro do campo aberto em rela¢do a por¢ao
localizada na periferia, o que é considerado um pardmetro de ansiedade.

O Campo Aberto foi o primeiro experimento a ser realizado, de modo a fazer uma “triagem”
na populagdo para definir os grupos experimentais. Para tanto, foi levada em conta a porcentagem
de tempo na porgdo central do aparato em relagéo a periferia. Foram selecionados os 15 animais
que apresentaram uma porcentagem de tempo maior na porgdo central — os “alto-exploradores”,
os 14 animais que apresentaram uma menor percentagem de tempo na porgdo central — os “baixo-

exploradores”, e também foram selecionados os animais que apresentavam os valores centrais na
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percentagem de tempo na porg¢do central — os “médio-exploradores”. A partir de entdo, 0s grupos
foram submetidos aos diferentes procedimentos comportamentais, sendo que o experimentador

ndo tinha conhecimento de qual grupo experimental cada animal pertencia — testes cegos.
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Figura 3: Pardmetros comportamentais no Campo Aberto sendo analisados pelo “mousetracker”.

4.4.2 Pesagem.

Foram realizadas regularmente determinagGes dos pesos corporais dos grupos experimentais
com auxilio de uma pequena balanga digital. A primeira pesagem ocorreu uma semana apds a
primeira sessdo do Campo Aberto (antes do Estresse Cronico Variado), e no final de cada 7 dias
de estresse. Uma tltima pesagem foi realizada ap6s uma semana sem estresse. No total, foram

realizadas 8 pesagens.
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4.4.3 Teste da Auto-limpeza (Grooming) (KALUEFF & TUOHIMAA, 2004; YALCIN ef al,

2005),

Neste teste foi analisado o “grooming”, que é o comportamento de auto-limpeza dos animais.
O grooming consiste na limpeza da pele ¢ da pelagem do corpo do camundongo por lambidas ou
esfregamento com as patas dianteiras. O comportamento de grooming é tido como uma mediada
de conforto/desconforto do animal. O teste consistia em colocar o animal individualmente em
uma caixa de “plexiglas” por 1 minuto para habituagdo e, a seguir, era esguichada uma solugéo
de sacarose 10% - usada para estimular o comportamento de grooming — na superficie dorsal do
animal. O tempo total de grooming era cronometrado em segundos. O primeiro teste ocorreu uma
semana apos a primeira sessdo do Campo Aberto (antes do Estresse Cronico Variado), € no final
de cada 7 dias de estresse. O ltimo teste foi realizado