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Saber viver

Nao sei ... Se a vida é curta

Ou longa demais para nds,

Mas sei que nada do que vivemos

Tem sentido, se ndo tocamos o coraciao das pessoas,
Muitas vezes basta ser:

Colo que acolhe,

Braco que envolve,

Palavra que conforta,

Siléncio que respeita,

Alegria que contagia,

Lagrima que corre,

Olhar que acaricia,

Desejo que sacia,

Amor que promove.

E isso ndo é coisa de outro mundo,

E o que da sentido a vida,

E o que faz com que ela

N&o seja nem curta, nem longa demais,
Mas que seja intensa,

Verdadeira, pura ... Enquanto durar

Cora Coralina



RESUMO

O presente estudo teve por objetivo investigar os efeitos da
administracdo do extrato de Baccharis dracunculifolia sobre parametros
comportamentais, morfolégicos e bioquimicos em ratos submetidos a um
modelo de estresse cronico variado. Foram utilizados 60 ratos Wistar, machos,
com aproximadamente 90 dias no inicio dos experimentos. Os animais foram
divididos igualmente e aleatoriamente em cinco grupos: Controle (Ct); Controle
Baccharis dracunculifolia (CBD); Estresse cronico (Ec); Estresse crénico +
Baccharis dracunculifolia  100mg/Kg (Ec/BD - 100); Estresse cronico +
Baccharis dracunculifolia 200mg/Kg (Ec/BD - 200); Estresse cronico +
Baccharis dracunculifolia 400mg/Kg (Ec/BD - 400). Os animais foram expostos
ao estresse por um periodo de 40 dias. Diariamente e aleatoriamente escolheu-
se um dos seguintes estressores: exposi¢ao ao frio, imobilizagao, inclinagéo da
caixa-moradia, luz intermitente, privagcado de alimento, nado forcado e auséncia
de troca de maravalha. Apds a ultima sessido de estresse, os animais foram
submetidos as seguintes tarefas comportamentais: labirinto em cruz elevado,
Open Field, tarefa de comportamento alimentar e labirinto octogonal. No dia
posterior a ultima sessdo de teste comportamental, os animais foram
eutanasiados mediante decapitagdo. O sangue troncular foi coletado para
analise bioquimica (glicose, colesterol, triglicerideos e corticosterona). O
coragdo, tecido adiposo (gorduras mesentérica, retroperitoneal e
periepididimal), rim e glandula adrenal esquerda foram pesados. Foi realizada
também analise histolégica do coragcdo, adrenal esquerda e hipocampo
esquerdo. Os resultados evidenciaram que o grupo de Ec obteve maior tempo
de permanéncia nos bragos fechados, o que caracteriza anedonia. Esses
resultados indicam que a Baccharis dracunculifolia diminuiu 0 comportamento
ansioso e aneddnico dos animais. Do primeiro ao terceiro dia de treinamento
da tarefa de comportamento alimentar, os grupos submetidos ao estresse
consumiram maior quantidade de alimentos doces do que os grupos controle.
Durante a 12 e a 2% semana, 0os animais submetidos ou ndo ao estresse nao
apresentaram diferengas no padrao alimentar. Entre a 3% e 8% semana que
sucederam o experimento, houve uma mudanga tanto no peso bruto dos
animais quanto no indice de Lee. Sobre os parametros bioquimicos pode-se
verificar que os niveis de corticosterona nos animais Ec e Ec/400 foi
significativamente maior do que os demais grupos. A Baccharis dracunculifolia
parece também facilitar o processo de aprendizagem. Foi observado aumento
significativo da presséo sistolica e média no grupo Ec. Este estudo mostrou que
a Baccharis dracunculifia proporciona beneficios da tanto em atividades
mnemonicas, em que a planta parece facilitar o processo de aprendizagem,
quanto seu efeito cardioprotetor. No entanto, mais estudos s&o necessarios
para compreender melhor os beneficios da Baccharis dracunculifolia e dos
processos envolvidos no estresse cronico em ratos wistar.

Palavras-chave: Estresse cronico; memoria; Baccharis dracunculifolia.



ABSTRACT

This study looked at the effects of administration of Baccharis
dracunculifolia extract on behavioral, morphological and biochemical
parameters in rats submitted to a model of chronic variable stress. The study
used 60 Wistar rats, which were 90-day aged in the beginning of the
experiment. The animals were equally and randomically divided in 5 groups:
Control (Ct); Control Baccharis dracunculifolia (CBD); Chronic stress (Ec):
Chronic stress + Baccharis dracunculifolia 100mg / kg (Ec / BD - 100); Chronic
stress + Baccharis dracunculifolia 200mg / kg (Ec / BD - 200); Chronic stress +
Baccharis dracunculifolia 400mg / kg (Ec / BD - 400). The animals were
exposed to stress for a period of 40 days. In this period, one stressor was
chosen daily and randomically between the followings: cold exposure,
immobilization, the tilt-housing box, flashing light, food deprivation, forced
swimming and absence of shavings exchange. After the last stress session, the
animals were submitted to the followings behavioral tasks: elevated plus maze,
open field task, measurement of palatable food intake, radial arm maze. The
day after the last behavioral task session, the animals were euthanized through
decapitation. Trunk blood was collected for biochemical analysis (glucose,
cholesterol, triglycerides and corticosterone). Heart, adipose tissue (mesenteric,
retroperitoneal and periepididymal fat), left kidney and left adrenal gland were
weighed. Also, it was performed histological analysis of the heart, left adrenal
and left hippocampus. The results showed that the Ec group obtained the
highest time spent in the closed arms, which features anhedonia. These results
indicate that Baccharis dracunculifolia reversed anxious and anhedonic
behavior in animals. The first to the third day of training for feeding behavior
task, groups submitted to stress consumed more sweet food than the control
group. During the 1st and 2nd weeks, the animals submitted or not to stress
showed no differences in dietary patterns. Between 3rd and 8th weeks that
followed the experiment, there were changes in both the gross weight of the
animals and the Lee index. Concerning the biochemical parameters it can be
seen that corticosterone levels in animals Ec and Ec / 400 was significantly
higher than the other groups. The Baccharis dracunculifolia also seems to
facilitate the learning process and improves performance in the reference
memory tasks. There was a significant increase in systolic and average
pressure in the Ec group. This study showed that Baccharis dracunculifolia
provides benefits of both mnemonic activities, as the plant seems to facilitate
the learning process, and its cardioprotective effect. However, more studies are
needed to better understand the benefits of Baccharis dracunculifolia and the
processes involved in chronic stress.

Keywords: Chronic stress; Memory; Baccharis dracunculifolia.
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1. INTRODUGAO
1.1 ESTRESSE

1.1.1 Caracteristicas Gerais

Os seres vivos estdo em constante processo de adaptacdo e
autoprotecdo aos estimulos ambientais. Para tanto, necessitam de
mecanismos fisioloégicos e enddcrinos para efetivacdo desse processo.
(CAMPEAU et al., 2015, VASCONCELLOS et al., 2003). O movimento entre o
estimulo e a resposta fisiologica do processo de adaptagcdo denomina-se
estresse (CHROUSOS, 2009). O Estresse é desencadeado por meio das
acoes fisiolégicas e liberacdo de hormbnios importantes como a epinefrina,
norepinefrina e cortisol. Por meio destas alteragdes, o individuo gera energia
para enfrentar os desafios diarios, como acordar (LIPP, 2001, McCEWEN, 2000).
O problema ocorre quando esse mecanismo de sobrevivéncia torna-se cronico
(MARGARINOS, VERDUGO e McEWEN, 1997).

Embora o tema estresse seja amplamente difundido, ha certa
dificuldade em conceitua-lo. Popularmente, existem dois riscos de interpretacao
do fendmeno estresse. O primeiro refere-se a banalizagdo do conceito e a falsa
sensacgao de que todos os individuos apresentam estresse cronico. Por outro
lado, o segundo risco ocorre devido a crenga de que uma vez o estresse
manifesto, n&o € possivel a recuperacgao do individuo (LIPP, 2007).

Para esclarecer o termo, fazem-se necessarias algumas
consideragdes. Estresse € um termo especifico da engenharia e refere-se a
acao de forgas fisicas em estruturas mecanicas, porém esse termo é utilizado
na area de saude para explicar o fenbmeno do organismo em sobreviver a
situagdes de risco iminente. Essas condi¢gdes o induzem a sentir-se ameacado,
irritado, confuso ou excitado de modo a alterar seu equilibrio interno,
denominado homeostase. (CAMPEAU et al., 2015, CARLSON, 2002, LIPP,
2004).

A partir do periodo paleolitico existem registros de que situag¢des de
estresse ocorriam devido a ameacga de outros predadores. Como adaptacéao, a
espécie desenvolveu respostas fisiolégicas e emocionais que preparavam o

humano para atacar ou fugir. No instante seguinte, ao perceber auséncia de
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perigo, o organismo retornava ao estado inicial de equilibro interno (GOTTIEB,
MORASSUTTI e CRUZ, 2011).

O processo de adaptagdo, portanto tem por objetivo a protegdo do
individuo e de sua espécie. Em um periodo efémero, o corpo aciona recursos
energeéticos, inibe a inflamagao e promove resisténcia contra infecgdes. Essas
mudangas auxiliam na resposta ao estressor (PINEL, 2011). Como
consequéncia, o corpo é preparado para o que Cannon (1914) denominou
resposta fight or flight, assim o organismo esta pronto para lutar ou fugir.

No decorrer da histéria da humanidade, as situagdes de ameacgas
mudaram. Na atualidade, o estressor, de acordo com Lipp (2004), pode ser
externo ou interno e sua identificagdo nem sempre é clara. Os estressores
externos sao caracterizados por mudangas ambientais. Essas mudangas
podem ser positivas ou negativas, intensas ou infimas, como por exemplo,
alteracdes na rotina. No humano, os cinco principais estressores externos sao:
falecimento do cénjuge, divorcio, prisdo, doengas e casamentos. Por outro
lado, os estressores internos estdo relacionados ao padrdo de funcionamento
comportamental. Por vezes, o individuo interpreta e reage a situagées do modo
rigido, ansioso e apresenta reagbes nem sempre positivas e que geram
resposta cronica do estresse, como sentir desejo de ser aceito, perfeito ou
amado constantemente pelas pessoas que o rodeiam. Outro estressor interno
importante é a pressa (ROSSET, 2013, LIPP, 2001, LIPP, 2007).

A pressa € considerada atualmente uma das principais fontes internas
geradoras de estresse. Denominada Sindrome da Pressa é observado um
padrao de funcionamento especifico em algumas pessoas, posteriormente
identificadas como Padrao Tipo A. Pessoas com padrdo Tipo A sao muito
dindmicas, intensas, estdo sempre apressadas e sao facilmente irritadas.
Normalmente sao muito bem sucedidas profissionalmente, buscam
incessantemente o sucesso e aprimoramento pessoal e profissional. Também
apresentam maior propensdo a desenvolverem diversas enfermidades como
infarto e ulceras (BUBELLA et al., 2014, FRIEDMAN, BOOTH-KEWLEY, 1987).

Quando o processo de adaptagdo sofre alteragdes devido aos
estressores externos, internos ou ao padrao de funcionamento tipo A ocorre a
sindrome de adaptacgdo. Selye (1936) publicou sobre a sindrome de adaptagao,

posteriormente conhecida como resposta de estresse cronico. Para Selye, o
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estresse apresenta trés fases: alerta, resisténcia e exaustdo. A fase de alerta
refere-se ao momento em que o organismo detecta o risco iminente e prepara-
se para defesa. Na de resisténcia, embora ocorra auséncia de ameaca, o
organismo mantém a resposta de alerta. O organismo busca o reequilibrio, no
entanto gera um desgaste significativo e generalizado sem causa aparente. Na
terceira, a de exaustdo, ha uma resposta semelhante a fase de alerta, contudo
o individuo manifesta doengas tanto fisicas quanto psicolégicas, como a
depressao, podendo conduzi-lo a morte. Lipp (2004) inseriu outra fase, entre a
resisténcia e a exaustdo, denominada fase de quase exaustdo. Ela refere-se ao
momento em que O organismo comega a apresentar dificuldade para
reestabelecer a homeostase e oscila entre a sensagao de tranquilidade ou
bem-estar e cansago, ansiedade ou desconforto. Para Lipp ( 2007), nessa fase
aparecem algumas doengas e sintomas importantes, que devem ser tratados
para que o estresse nao evolua para a fase de exaustao.

Para compreender o estresse crbénico, faz-se necessaria uma breve
explanacdo sobre a identificacdo do estresse por meio de receptores

sensoriais.

1.1.2 RECEPTORES SENSORIAIS DO ESTRESSE

Um estressor pode estimular vias aferentes distintas e especificas.
Essas vias aferentes distintas acessam o mesmo sistema fisiolégico efetor,
porém a localizagao do receptor do estimulo altera a magnitude da resposta ao
estresse, fazendo com que ocorram intensidades de ameaga diferentes (RUIZ
et. al. 2007; DINIZ, 2012).

Os receptores do estimulo estressor podem ser somaticos ou viscerais e
detectam variagdes de diversas formas de energia, a citar: mecanica, quimica e
térmica. Esses tém como fungdo converter o estimulo em energia elétrica e
sinais quimicos que foram interpretados cognitivamente de modo a continuar o
processo de envio da informagado, portanto podem ser denominados de
transdutores. Os transdutores tém como objetivo identificar os tipos de
estressores e conduzi-los (FRANCI, 2005).

Atualmente, os estressores sao classificados como: cognitivos e nao
cognitivos. Os estressores cognitivos ativam os receptores das vias

somatossensoriais (estimulos mecanicos, térmicos, visuais, vestibulares,
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olfativos e acusticos). De outra forma, os receptores das vias
viscerossensoriais sdo responsaveis por sinais nervosos e hormonais. Os
receptores de estressores nao cognitivos sao originados de estimulos diversos
como: virus, bactérias, tumores. Dessa forma, eles sdo decodificados pelo
sistema imunoldgico que funciona como receptor destes sinais ndo cognitivos
para o sistema nervoso. Assim, o sistema imunoldgico é responsavel tanto pela
protecdo contra ameagas a integridade do organismo quanto pela interpretacéo
de estimulos estressores nao cognitivos sensoriais € hormonais (FRANCI,
2005).

Os receptores sensoriais tém como funcdo emitir sinais elétricos e
quimicos para o sistema nervoso central que mobilizara o organismo para
protecdo do individuo. Esse processo é fisiologico e faz-se necessaria uma
breve descricdo desse processo.

1.1.3 FISIOLOGIA

No instante em que o organismo recebe o estimulo estressor e o
decodifica, interpretando a situagdo como de risco iminente, o organismo
prepara-se fisiologicamente para defender-se. O sistema fisiolégico
demonstrado na figura 01 responsavel pela resposta de estresse € composto
por: eixo hipotalamo, hipofise e cértex adrenal (HHA), sistema imunoldgico,
sistema limbico cortical e subcortical, sistemas aminérgicos centrais e o
sistema neurovegetativo (DINIZ, 2012, RUIZ et. al. 2007, FRANCI, 2005, TIMO-
LARIA 1999, BEAR, CONNORS e PARADISO, 2008, E CARLSON, 2002).

Figura 01: Fisiologia desencadeada em situagbes de estresse.
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O hipotalamo é responsavel pelo controle de fungdes vegetativas,
endocrinas e comportamentais importantes. Sobre as fung¢des vegetativas e
endocrinas reguladas pelo hipotalamo, pode-se citar: regulacédo de
temperatura, controle cardiovascular e estimulagao da hipoéfise para secrecéo
de horménios. No que se refere as atividades comportamentais, principalmente
0 nucleo paraventricular do hipotalamo € responsavel pelas sensacbes de
medo e reconhecimento de punicdo. Ao receber o estimulo estressor, o
encéfalo ativa o hipotalamo, especificamente o nucleo para-ventricular
(GUYTON, HALL, 2006).

Uma vez ativado, o hipotdlamo secreta o hormoénio liberador de
corticotrofina (CRF) para a glandula hipdfise, também denominada glandula
pituitaria. A hipdfise € responsavel pelo controle de diversos 6rgdos por meio
de sintese de horménios e é dividida em Neuro-hipofise e Adeno-hipdfise. O
CREF ativa um grupo de células da adeno-hipofise que tem como fungéao liberar
o hormoénio adrenocorticotréfico (ACTH), como pode ser observado na figura 02
(GUYTON, HALL, 2006, BEAR, CONNORS e PARADISO, 2008, CARLSON,
2002).

Figura 02: Hipdfise.
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O ACTH é secretado na circulagdo e enviado para as glandulas
adrenais. Nas glandulas adrenais o ACTH estimula duas areas: o cortex
adrenal e a medula adrenal. No cortex adrenal o ACTH estimula a producgao de
cortisol € na medula adrenal o ACTH estimula a liberacao de epinefrina e
norepinefrina. Para compreender a fisiologia envolvida no estresse é
fundamental o entendimento do sistema neurovegetativo (LENT, 2010, BEAR,
CONNORS e PARADISO, 2008, E CARLSON, 2002).

1.1.4 SISTEMA NEUROVEGETATIVO

A funcgao do sistema neurovegetativo (SNV) é promover a adaptagéo e
homeostasia do organismo, portanto exerce papel fundamental no que se
refere a resposta ao estresse (BEAR, CONNORS e PARADISO, 2008). O SNV
envolve uma complexa e extensa rede neuronal com atuacgao direta em 6rgéaos
e tecidos. Na figura 03 pode-se observar que o SNV é composto pelo sistema
nervoso simpatico (SNS) e pelo sistema nervoso parassimpatico (SNP). O SNS
e o SNP possuem sistemas complementares.

O SNS esta localizado na substancia cinzenta das regides da medula
espinhal, especificamente nas regides toracica e lombar. As fibras dos
neurdnios conectam-se pelas raizes ventrais e posteriormente formam o nervo
espinhal. O nervo espinhal conecta-se aos ganglios simpaticos e formam uma
cadeia ganglionar simpatica. Os ganglios simpaticos possuem dois tipos de
terminagdes axbnicas - pré-ganglionares e pds-ganglionares que recebem as
informagdes internas e externas. (CARLSON, 2002).

O sistema nervoso simpatico tem como fungdo aumentar gasto
energético provocado por um estimulo interno ou externo e esta
intrinsecamente relacionado as respostas de estresse. E responsavel, dentre
outras fungdes, por: dilatar as pupilas; inibir a secreg¢ao lacrimal; inibir a
salivacdo; relaxar as vias aéreas; aumentar a frequéncia dos batimentos
cardiacos; aumentar a producéo de sudorese; estimular a liberagdo da glicose;
contrair os vasos sanguineos da pele; inibir a digestdo; estimular a secregao de
epinefrina e norepinefrina; e relaxar o reto e a bexiga (BEAR, CONNORS e
PARADISO, 2008, PINEL, 2011).
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Por outro lado, o SNP esta localizado em dois pontos extremos,
denominados cranio-sacral, pois esta situado nos nucleos de nervos cranianos
especificos, principalmente o nervo vago, e na coluna intermediaria da
substancia cinzenta situado na regido sacral da medula espinhal. As sinapses
do SNP ocorrem nos neurdnios pré-ganglionares e poés-ganglionares. Os
neurénios pré-ganglionares e pos-ganglionares SNP liberam acetilcolina
(BEAR, CONNORS e PARADISO, 2008)

O sistema nervoso parassimpatico, além de outras fungdes, é
responsavel por: contrair as pupilas; produzir lagrimas; estimular a salivagao;
contrair as vias aéreas; diminuir os batimentos cardiacos; ativar o pancreas;
estimular o sistema digestorio e intestinos delgado e grosso; e também contrair
a bexiga (CARLSON, 2002).
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Figura 03: Sistema Nervoso Simpatico e Parassimpatico
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1.1.5 ADRENALINA, NORADRENALINA E ESTRESSE

A adrenalina e a noradrenalina s&o aminas biogénicas e pertencem ao
grupo das catecolaminas. As catecolaminas sdo oriundas do aminoacido
tirosina, que é responsavel, entre outras fungdes, pela sintese da adrenalina.
Os neurbnios catecolaminérgicos possuem a enzima tirosina hidroxilase (TH)
que é o primeiro passo para a sintese das catecolaminas. A conversao
acontece em dopa (L-diidrixifenilalamina). A dopa é favorecida pela enzima
dopa descarboxilase. Dessa maneira, os neurotransmissores de noradrenalina
possuem, além do TH e da dopa descarboxilase, a conversao da enzima
dopamina B-hidroxilase (DBH), que converte dopamina em noradrenalina. Os
neurdénios adrenérgicos possuem a enzima fentolamina N-metil-transferase
(PNMT), que tem como funcdo converter a noradrenalina em adrenalina
(RODRIGUES et al, 2005, BEAR, CONNORS e PARADISO, 2008). O processo

de sintese da epinefrina e norepinefrina podem ser observados na figura 04.

Figura 04: Sintese da Tirosina Hidroxilase como precursor da

Adrenalina.

: [COOH ]
Ry |
¢ hidroxiliase
i Dl HO @—CH2CHNH2
v
L-diidroxifenilalanina =
(dopa) COOH
: Dopa |
: descarboxilase HO 4@ CH,CHN,
v
~ Dopamina
(DA) (HoJ
Dopamina
: B-hidroxilase HO CH,CH,NH,
i (DBH)
v
Noradrenalina
i (HOJ
: Fentolamina HO 4@7 CHCH,NH,
: N-metiltransferase |
i (PNMT)
:
i H

@

Fonte: da Autora.



24

Em humanos, obre os rins estdo localizadas as glandulas adrenais, que
produzem o cortisol. No humano, essas glandulas pesam cerca de 4 gramas e
sdo divididas em medula adrenal e cortex adrenal. A medula adrenal tem
capacidade aproximada de 20% da area central da glandula e tem como
funcao secretar horménios relacionados ao sistema neurovegetativo simpatico.
Os hormbénios secretados sé&o norepinefrina e epinefrina, que sao liberados
pelos nervos simpaticos que cobrem a maior parte dos érgédos e musculos do
corpo (GUYTON eHALL, 2006 e PINEL, 2011).

Os receptores principais de noradrenalina estdao localizados no locus
ceruleus, na regido da ponte, talamo e bulbo, porém existem receptores em
outras areas cerebrais. Esses receptores estao estrategicamente posicionados
nesta regido devido a importancia em estimular a atencado do individuo aos
eventos externos e sado fundamentais nas respostas ao estresse. Entre os
diversos tipos de receptores de norepinefrina, ha um grupo denominado
receptores adrenérgicos — sensiveis tanto a norepinefrina quanto a epinefrina —
, que possui receptores de norepinefrina B1e 32 e receptores de epinefrina al e
a2 (SCHUTSKY et al, 2011).

A liberacdo de epinefrina € ativada quando o organismo percebe risco
eminente. Uma vez acionada eleva a pressdao e o fluxo sanguineo em
musculos voluntarios para que o organismo tenha mais energia em resposta de
luta ou fuga. Os receptores de epinefrina alfa adrenérgicos, beta' adrenérgico e
beta? adrenérgico e tém como fungdo a vasoconstrigdo e vasodilatagdo. A
epinefrina controla frequéncia cardiaca, pressao arterial e broncodilatagdo. Ja a
norepinefrina tem como fungao principal aumentar o influxo celular de calcio e
manter a pressao sanguinea normais. (BEAR, CONNORS e PARADISO, 2008,
GUYTON e HALL, 2006 e LOBO, 2011). Para que ocorra a resposta de
estresse no organismo, além da epinefrina e da norepinefrina, um horménio

fundamental nesse processo € o cortisol, que sera mencionado a seguir.
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1.1.6 CORTISOL E ESTRESSE

O cortisol mobiliza os aminoacidos dos tecidos periféricos reduzindo
reservas proteicas em algumas células musculares. Mobiliza os acidos graxos
do tecido adiposo, aumentando a concentracdo de acidos graxos livres, para
que o corpo obtenha mais energia. Exerce um papel imunoldgico importante,
auxiliando em efeitos antiinflamatérios gerais e especificos, a citar as
inflamacodes alérgicas e provocadas por doencas infecciosas (GUYTON eHALL,
2006, SAPOLSKY, 1999). O cortisol é produzido nas glandulas adrenais como
pode-se observar na figura 05.

O coértex adrenal libera hormdnios do grupo corticoesterdides, a citar:
mineralocorticéides, glicocorticoides e androgenos. O hormdnio glicocorticoide
tem como fungdo aumentar a energia corporal, portanto aumenta o nivel de
glicemia e modifica o metabolismo das proteinas e das gorduras. O
glicocorticéide cortisol estimula a gliconeogénese ocasionando aumento de
glicose plasmatica, enquanto diminui a utilizagdo da glicose na maioria das
células. Como consequéncia, ha um aumento significativo da concentragédo de
glicose no sangue (GUYTON e HALL, 2006 e PINEL, 2011).

Figura 05: Glandulas adrenais e o cortisol.
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O cortisol quando secretado durante um longo periodo de tempo, pode
apresentar resultados nocivos ao organismo, também conhecido como
neurotoxicidade por estresse cronico. Entre os efeitos de sua producao
excessiva estdo: diminuicdo de resisténcia imunoldgica devido a acéao
imunossupressora que explica em parte a suscetibilidade a formagao de
Ulceras gastroduodenais; aumento da presséo arterial; aumento de peso em
decorréncia necessidade de reserva lipidica e diminuicdo da massa muscular
devido a quebra proteica durante o processo de gliconeogénese. A ativagcao do
sistema nervoso simpatico pode causar taquicardia e taquipnéia, podendo levar
o individuo a desenvolver problemas respiratérios e infarto do miocardio
(SAPOLSKY, 1999, GOTTIEB, MORASSUTTI e CRUZ, 2011, LENT, 2010).
Além dos efeitos citados, a exposicdo prolongada de glicocorticoides,
especificamente o cortisol, pode causar atrofia ou morte neuronal na regido
hipocampal, especialmente nas células CA3 e CA4 do hipocampo. A regido do
hipocampo esta diretamente relacionada com as fungbes mnemonicas,
portanto a diminuicdo ou perda de células hipocampais estdo diretamente
relacionadas a prejuizos na capacidade de retengdo das informagdes
(McEWEN, B.S 2000, McEWEN, B.S., SAPOLSKY R.M, 1995,
VASCONCELLOS et al., 2005). Para descrever os efeitos do estresse crénico
sobre a memoria, faz-se necessaria uma breve explicagdo sobre como

funciona a memoria e seus subtipos.

1.2MEMORIA

A memodria é definida como a capacidade de armazenamento de
informagdes, tanto de curto quanto de longo prazo (LEZAK., HOWIESON,
LORING, 2004). O primeiro estudo sobre a memoaria foi desenvolvido por
Hermann Ebbinghaus (1850-1909) no livro Uber das Gedéchtnis, publicado em
1885 e traduzido para o inglés em 1913 com o titulo de Memory: A Contribution
to Experimental Psychology. Para explicar a fisiologia envolvida na
aprendizagem e memoaria, bem como os prejuizos causados pelo estresse, faz-
se necessaria uma breve explanagao sobre as areas cerebrais envolvidas no

processo de memorizagao.
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A estimulagdo pré-sinaptica mais intensa, denominada também de
potencial de acdo de longa duragdo de circuitos situados na regido do
hipocampo alteram a formacido sinaptica e esse processo parece estar
relacionado ao aprendizado e a memoria(CARLSON, 2002).

O lobo temporal anterior, especificamente o complexo hipocampal
composto por: giro denteado; hipocampo; subiculo; para-subiculo e pré-
subiculo, o cértex entorrinal e amigdala estdo associados a memodria em
roedores (Rodriguez, 1999). Estas regibes sado responsaveis pelo
armazenamento das informagdes e s&do transmitidas da seguinte forma: as vias
aferentes e eferentes do complexo hipocampal comunicam-se com o cortex
entorrinal que emite o sinal para as células granulares do giro denteado, que
por meio da via perfurante transmite o conteudo para a camada CA3 do
hipocampo. Ao receber as informagbes a camada CA3 apresenta duas
possibilidades de encaminhamento da informagdo. Na primeira, o conteudo é
destinado a camada CA1 do hipocampo e permanece armazenada. Contudo, a
segunda possibilidade € o envio da informagao para estruturas do fornix e
prosencéfalo basal, que posteriormente enviam o sinal pra CA1 (CARLSON,
2002). Além da comunicagao elétrica existente, o sistema enddécrino também
possui papel fundamental no processo de memorizagao.

O hormodnio adrenocorticotrofico (ACTH), a epinefrina, norepinefrina,
opidides endogenos, principalmente a B-endorfina, vasopressina, ocitocina e
glicocorticoides sdo fundamentais para a consolidacdo da memdéria. As areas
de atuacao destes agentes sdo: o septo medial no caso dos opidides e area
basolateral do nucleo amigdaloide. O estado de alerta é de fundamental no
processo de aprendizagem e memorizagdo e o processo de armazenamento
de informacdes € complexo e de dificii mapeamento. No momento, foram
registrados 134 diferentes tipos de memdéria e, embora o tema seja
amplamente investigado, seu conceito permanece controverso. Atualmente o
modelo de memoria mais utilizado sugere a existéncia de diversos subsistemas
que trabalham concomitantemente de modo colaborativo (SPREEN,
STRAUSS, SHERMAN, 2006, LEZAK, HOWIESON, LORING, 2004, WALSH,
1987).

Entre os subsistemas mnemonicos mais estudados estdo: a memodria

operacional, conhecida também como working memory, memoria de curto
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prazo e memoria de longa duragao que se subdivide em explicita ou implicita.
A memodria explicita pode ser episddica (eventos) ou semantica (informagdes
categorizadas e conceitos), enquanto que a memdéria implicita apresenta quatro
subdivisbes: priming, procedimento, emocional e aprendizado motor
condicionado (MALLOY-DINIZ et al 2007). A seguir, cada uma delas sera

descrita mais detalhadamente.

1.2.1 MEMORIA OPERACIONAL

A memoria de trabalho é um sistema que conduz as informacgdes
cognitivas tais como a aprendizagem e o raciocinio. Baddeley (2011) propde o
conceito de um centro de administragdo da informagao denominado Executivo
Central que tem por objetivo o direcionamento adequado das atividades
cognitivas para que aprendizagem e raciocinio obtenham éxito. Ao receber a
atividade cognitiva, o sistema Executivo Central direciona as informag¢des para
um dos trés sistemas distintos de armazenamento de informacdo: a alca
fonoldgica, o rascunho visuo-espacial e “Buffer” episodico. A alga fonologica é
responsavel pela administracdo da informagdo verbal, enquanto que o
rascunho visuo-espacial armazena mensagens visuais e espaciais. O “Buffer’
episoédico armazena informagdes temporarias, além de codificar informagdes
da memoéria de longo-prazo e de sistemas subsidiarios em apenas uma
informacao episddica (BADDELEY, 2011; OLIVEIRA, 2007; SANTOS, 2004).

1.2.2 MEMORIA DE LONGO PRAZO
A memdria de longo prazo € subdivida em memoria implicita e explicita
devido tanto as fungbes exercidas quanto a circuitaria neural envolvida em
cada processo. A circuitaria predominantemente envolvida no processo de
memoria implicita contempla: substédncia negra, dopamina, informagdes
sensoriais e motoras, talamo ventral, glanglios da base e outros sitios do
neocértex (BADDELEY, A. D. ANDERSON M.C. EYSENCK MW, 2011,

WILSON, 2011, MALLOY-DINIZ et al 2007).
A memoria implicita, denominada também memoaria ndo declarativa é
subdividida em: priming, procedimentos, emocional e aprendizado motor

condicionado. Priming é a capacidade de pré-ativagdo como associagao. Por
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exemplo, ao se memorizar uma lista de palavras, essa tarefa sera mais
facilmente realizada se nela houver priming semantico, ou seja, se as palavras
estiverem relacionadas entre si como xicara, cha, colher, acucar, toalha etc, ou
lapis, papel, palavra, texto etc. A memoria implicita de procedimento é
responsavel pela aprendizagem de habilidades utilizadas no cotidiano, podem
ser sensoriais ou cognitivas. As informag¢dées sdo armazenadas por meio de
repeticoes, isto €, por condicionamento, e tem como principal funcao facilitar as
atividades diarias. A memdria implicita emocional diz respeito a uma resposta
emocional quando alguma situagao acontece, como por exemplo, a queda de
um galho na floresta que pode gerar um sentimento de medo. Essa memdria €
intrinsecamente relacionada a resposta de estresse. A memodria de
aprendizado motor condicionado refere-se a habilidade motora em executar
atividades aprendidas por treino, a citar costura a mao, andar de bicicleta e
dirigir (BADDELEY, A. D. ANDERSON M.C. EYSENCK M.W, 2011, WILSON,
2011, MALLOY-DINIZ et al 2007, SCHACTER, 1992).

Memdria Declarativa € entendida como a capacidade de reunir e evocar
informacodes referentes a experiéncias e € subdividida em memdria episddica e
memoria semantica. (BADDELEY, A. D. ANDERSON M.C. EYSENCK M.W,
2011, WILSON, 2011, MALLOY-DINIZ et al 2007). A capacidade de armazenar
conhecimentos acerca do mundo como nomes de lugares, descrigbes de
acontecimentos historicos, vocabularios e normas sintaticas ¢é de
responsabilidade da memoaria semantica. Por outro lado, a memoaria episddica
refere-se a capacidade de armazenar episddios temporais como aniversarios,
formatura, viagem e € um tipo mnembnico amplamente investigado
(BADDELEY, A. D. ANDERSON M.C. EYSENCK M.W, 2011, WILSON, 2011,
MALLOY-DINIZ et al 2007).
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1.2.3 MEMORIA E ESTRESSE

Quando uma situagdo € ameagadora, a amigdala envia sinais para o
sistema neurovegetativo que automaticamente liberam epinefrina e cortisol ao
organismo. O problema ocorre quando o estimulo estressor é constante. Sabe-
se que pessoas que sofrem de estresse crénico apresentam uma reducao do
hipocampo, conduzindo o organismo a diminuigdo significativa da capacidade
de armazenamento de novas informacgdes e em casos graves ha possibilidade
de inatividade mneménica (BADDELEY, A. D. ANDERSON M.C. EYSENCK
M.W, 2011, GAMARO, 1999).

Um estudo de Gilbertson et al (2002) demonstrou a ocorréncia de
atrofia do hipocampo esta relacionada com o transtorno de estresse poés-
traumatico (TEPT). Para realizar essa afirmagdo, acompanhou gémeos
univitelinos em que um participou da guerra do Vietnd e outro ndo. Os
resultados demonstraram que independentemente de terem participado ou nao
da guerra, os participantes que apresentaram reducdo de hipocampo eram
mais suscetiveis ao TEPT. Lipp (2007) descreve um prejuizo significativo a
capacidade de armazenamento de informacdes, principalmente na fase de
resisténcia ao estresse. O prejuizo mnemonico causado pelo estresse pode ser
explicado por analises bioquimicas e fisioldgicas.

As reacgoes fisiologicas ocorridas durante o estresse podem causar
alteracbes nas enzimas Na*, K* - ATPases, que sdo enzimas importantes para
a repolarizagao e preparagao de novos potenciais de agdo. Essas alteragdes
ocorrem tanto no hipocampo quanto na amigdala, areas intrinsecamente
relacionadas a capacidade mneménica. A ativagcdo da amigdala aumenta os
sintomas ansiosos e depressivos. Porém, a ansiedade aumenta a ativagao da
amigdala que em situagcdes de estresse exerce influéncia nos potenciais de
acao de longa duragao no hipocampo, causando assim prejuizo nas regides
hipocampais (CREMA et al. 2010; KIM; DIAMOND, 2002; VASCONCELLOS et
al., 2005; GAMARO et al, 2003).

Ha uma diminuicéo e faléncia de neurdnios significativa principalmente
nas areas hipocampais (CA3) decorrente niveis elevados de cortisol
(SAPOLSKY, 2000). Os potenciais de acao de longa duragdo, envolvidos
diretamente no processo de aprendizagem, s&o alterados de modo que em

casos graves podem ser praticamente nulos (KUMAR, 2011).
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1.3EMOCOES, DEPRESSAO E ESTRESSE

Damasio (1996) descreve que o ser humano € programado n&o apenas
para viver socialmente, mas para buscar constantemente a sensacdo de bem-
estar. A busca pelo bem-estar faz com nossas decisdes sejam tomadas
fundamentalmente a partir de nossas emogdes. Portanto, as emogdes sao
inerentes ao humano e desempenham um papel importante no que se refere a
sobrevivéncia e adaptagcdo (CARLSON, 2002). No entanto, alguns individuos
apresentam dificuldade em administrar as emocgdes € em casos severos podem
desenvolver transtornos afetivos e de humor. A depressdo € um transtorno de
humor caracterizado por: sentimento profundo de menos valia; culpa excessiva;
anedonia; alteracdo do comportamento alimentar, isto €, aumento ou
diminuicdo significativa da ingestdo e escolhas de alimentos; alteracdo de
fungbes gastrointestinais; de sono entre outras.

Estudos tém demonstrado alteragdes morfoldgicas importantes em
pessoas com depressdo. Abdallah et al (2015) observou uma diminui¢do no
volume do hipocampo e areas hipocampais e alteragdes na captacédo do acido
gama-aminobutirico (GABA). O GABA é um importante neurotransmissor
responsavel pelo controle inibitério e uma de suas fung¢des € a hiperpolarizagao
da membrana do neurbnio o que facilita a entrada de cloreto. Diversos
Antidepressivos tem como funcdo reforcar a acdo de GABA no SNC
(CARLSON, 2002). Abdallah et al (2015) notou uma reducédo de GABA
principalmente na area pré-frontal em pessoas com depressao. Essa reducgéo
pode ser explicada pelo fato de que o hipocampo, além de ser responsavel
pelas fungdes mnemobnicas e de aprendizagem, também apresenta um papel
importante na neurogénese. Caracteriza-se neurogénese pela capacidade do
cérebro em produzir novos neurdnios. Como descrito em capitulos anteriores, o
hipocampo é sensivel a resposta ao estresse. Esse seria um fator importante
no que se refere a associagao entre depressao e estresse.

O estudo de Jacob, Praag e Gage (2000) sugeriu que a depressao esta
relacionada a uma diminuicdo da neurogénese da regidao hipocampal devido a
inducdo de resposta ao estresse. Diversos estudos com modelos animais
demonstram a diminuicdo da neurogénese quando os animais sdo expostos a
situacdes de estresse (CAMERON, GOULD, 1994; GOULD, MCEWEN, 1993).
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Outro fator que corrobora com o fato de que o estresse e a depresséao
diminuem a neurogénese da regido hipocampal sdo os estudos com
tratamentos especificos para depressdo. Esses estudos sugerem que tanto o
uso continuo de medicamentos antidepressivos, quanto a utilizagao de terapia
eletroconvulsiva aumentam a neurogénese hipocampal (MALBERG, 2000,
MADSEN et al 2000).

1.4 PLANTA MEDICINAIS E O ESTRESSE

A utilizacdo de plantas para tratamentos em diversos contextos € tao
antigo quanto a histéria da humanidade. No seguimento académico e
farmacolodgico, as plantas que possuem flavondides estdo em evidéncia, devido
principalmente a sua atividade antibacteriana e protegao da célula em relagao
ao estresse oxidativo (DOROKAR et al 2015). O interesse pelas substancias
ativas das plantas esta relacionado principalmente a sua utilizagdo como fonte
de matéria prima para elaboragdo de principios ativos essenciais para o
desenvolvimento de farmacos e agentes fitoterapicos. O importancia das
plantas em relagdo a promogdo da saude desenvolveu interesse em areas
como agronomia, que tem o intuito de aprofundar a utilizacdo das plantas de
modo adequado, assim como ampliar o consumo (SIMOES, SCHENKEL, 2002,
SFORCIN et al, 2012).

Para Simdes et al (2010), compreender o universo dos recursos naturais
e explorar as substancias ativas das plantas auxilia significativamente no
desenvolvimento da saude no pais e melhora a qualidade de vida da populacao
local. Essa informagéo corrobora com a Organizagdo Mundial de Saude (OMS),
que recomenda o uso de plantas medicinais para tratamento de doengas,
principalmente nos paises em desenvolvimento (OMS, 2002).

Os resultados de pesquisas com plantas medicinais possibilitam
melhorias em diversos niveis da sociedade. No nivel individual, a descoberta
de principios ativos eficientes promovem melhora da qualidade de vida em
casos de doengas crbnicas. No nivel social, a descoberta permite o
desenvolvimento de farmacos fitoterapicos. No setor econédmico, promove

desenvolvimento de principios ativos com baixo custo e grande rentabilidade.



33

No nivel ecoldgico, o possibilita a conservagao da biodiversidade e diversidade
cultural (ELISABETSKY, COSTA-CAMPQOS, 1996).

Algumas plantas apresentam flavonoides, que tém como funcdo a
floracdo e polinizagdo das plantas. Os flavondides sdo fundamentais no
processo de sobrevivéncia, pois € a defesa da planta contra micro-organismos
patogénicos e infestagbes por pestes. Devido a sua presencga, influencia a cor e
sabor da plantas e de seus frutos. Atualmente a comunidade cientifica tem
estudado intensamente os flavonoides, principalmente em decorréncia da sua
capacidade antioxidante, que € potente contra os radicais livres. Além disso,
sdo responsaveis pela protecao celular, possuem a atividades de potencial de
acao estrogénica e anti-prolifera (SFORCIN et al 2012).

Biondo et al (2011) realizaram um estudo com a Baccharis trimera e 0s
resultados demonstraram uma inibicdo da secregédo de acido gastrico e agao
colinérgica reguladora. Esse resultado evidenciou que o extrato da planta pode
resultar em atividades anti-ulceras em ratos e em camundongos. Dessa forma,
corrobora com a literatura que descreve o género Baccharis e seus efeitos
protetivos, que foram descritos detalhadamente no proximo tépico.

Isla et al (2009) descreveram que as plantas medicinais apresentam
concentracgdes diferentes de principios ativos dependendo do periodo sazonal.
No entanto, mesmo apresentando oscilacbes, pode-se perceber uma alta
concentragcao de flavonoides no género Baccharis s.p. Os autores sugeriram
que o propolis avindo da Baccharis s.p. possui compostos bioativos
importantes no combate do estresse oxidativo.

O estudo de Guimaraes et al (2012) indicou que a planta Baccharis
dracunculifolia possui uma atividade antioxidante importante. No presente
trabalho foram investigados os efeitos protetores do extrato glicélico de
Baccharis. dracunculifolia contra o estresse oxidativo nas mitocéndrias isoladas
de figado de rato. Sugere ainda que a planta provavelmente apresenta efeitos
hepatoprotetores. Os autores atribuem essa acao a alta concentracao de fendis

e flavonoides que sao substancias conhecidas como potentes antioxidantes.
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1.4.1 BACCHARIS DRACUNCULIFOLIA

Baccharis dracunculifolia, popularmente conhecida como “alecrim do
campo” ou vassourinha do campo, pode ser observada na figura 06, pertence a
familia Asteraceae. A familia Asteraceae, também denominada Compositae,
apresenta aproximadamente 23 mil espécies, que s&o agrupadas em 1535
géneros e 17 tribos. Muitos estudos sdo desenvolvidos tendo como base a
familia citada, e seu interesse deve-se ao fato de que em sua composigcao
quimica apresenta grande diversidade de metabdlitos secundarios,
especialmente os flavonoides (VERDI et al. 2005; SFORCIN et al 2012).

Figura 06: Arbusto da Baccharis dracunculifolia — Universidade Centro-
Oeste, Campus CEDETEG

Fonte: Da autora (2014).

A tribo Asteraceae € composta por 500 espécies registradas. Sua
maior concetragdo situa-se na América do Sul, especificamente no Brasil,
Argentina, Uruguai e Paraguai. S6 no Brasil, existem aproximadamente 120
tipos de espécies do género. E encontrada em maior quantidade nos estados
de Sao Paulo, Minas Gerias, Santa Catarina e Parana. O género é classificado
como arbusto e seu tamanho varia entre 0,5 a 4m de altura. O género
Baccharis possui, em sua composi¢ao quimica, substancias fendlicas, como
flavonodides, além de triterpeno, diterpenos, especialmente clerodano e
labidano (VERDI et al. 2005; SILVA FILHO, 2004).
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Esse género apresenta diversas espécies, entre elas a planta
Baccharis dracunculifélia. A espécie possui uma importancia significativa do
ponto de vista ecoldgico e medicinal, devido principalmente ao fato de ser a
principal fonte boténica de prépolis verde (VERDI et al. 2005; SILVA FILHO,
2004).

Estudos fitoquimicos demonstraram uma significativa concentragao de
compostos como fenilpropanoides drupanina, bacarina e artepilina C. Estudos
com cromatografia liquida de alta eficiéncia evidenciaram a presenca de
flavondides canferol, apigenina, isosacuranetina, pinocembrina, crisina,
galangina e canferide, além de acido cumarico e acido ferulico (SILVA FILHO,
2010).

Outros estudos com extrato de Baccharis dracunculifolia demonstraram
a presenga, no extrato, de germacreno-D e biciclogermacreno, assim como
derivados prenilados do acido coumarinico. Também encontraram compostos
evidenciados sdo: Germacreno-D, biciclogermacreno, delta-cadineno, e
germacrona; além de acido 3,4-di-O-acido-cafeoilquinico, acido-3.5-di-O-
cafeoilquinico e o acido clorogénico. (MIDORIKAWA et al., 2001 e LOAYZA et
al., 1995).

O estudo do Baccharis dracunculifolia tanto das folhas, quanto das
raizes e dos brotos em diversas formas de manipulacédo — a citar o elaboracao
do extrato e de oOleo essencial — € fundamental, pois algumas composi¢des
acima citadas sao encontradas em propolis verde. Este possui propriedades
antimicrobianas e anti-inflamatérias, sendo amplamente utilizado em
tratamentos inflamatorios e hepaticos (SILVA FILHO, 2012).

As atividades anti-inflamatérias tém como funcdo a recuperacdo de
tecidos celulares danificados. O processo de inflamagao de partes especificas
do corpo em decorréncia de inflamagdes e infecgdes gera dor e desconforto.
Diversas plantas sao utilizadas para auxiliar no processo de anti-inflamatério e
minimizacdo da dor. A Baccharis dracunculifolia apresenta significativa
capacidade anti-inflamatéria como se pode observar em estudos com propolis
verde e em pesquisas com extrato in vivo (PAULINO et al 2008 e SILVA FILHO
et al 2010).

Além dos tratamentos hepaticos e anti-inflamatérios, o Baccharis

dracunculifolia demonstrou atividade tripanocida em estudo com Trypanosoma
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cruzi (SILVA FILHO et al 2004), além de acao antitumoral em humanos como e
células de carcinoma de laringe (BUFALO et al 2009), em células
fibrossarcoma e adenocarcinoma de pulmao (BASKOTA et al., 2002). O extrato
etandlico de propolis verde também demonstrou eficacia em tratamento de
ulceras induzidas (REIS, 2000) e acao antibacteriana (BASKOTA et al., 2001 e
SILVA FILHO et al 2008).



37

1.5 MODELOS ANIMAIS PARA ESTUDO DE ESTRESSE CRONICO

Dias (2009) realizou um estudo de revisédo de literatura sobre modelos
animais e depressao humana. O autor utilizou a técnica de “data mining” e
revisou 73 artigos indexados no PubMed ou ISI sobre o tema no periodo de
2008-2009. Os resultados demonstram que um numero significativo de
pesquisadores optam por estudos com modelos animais. Dentre os achados,
observam-se correlagdes entre depressao, ansiedade e estresse. Além dessas
correlagcdes, pode-se perceber que o hipocampo € uma das principais areas de
estudo na depressao e suas comorbidades. O estudo demonstrou que o
hipocampo apresenta uma reducdo de tamanho expressiva em ratos
deprimidos e a maioria dos estudos atribuem esse fato a diminuigdo da
neurogénese que pode ser revertida com uso de terapias especificas para
tratamento da depressao.

O modelo de estresse cronico variado foi descrito pela primeira vez por
Katz (1981). Posteriormente, Willner (1997) desenvolveu uma pesquisa sobre
depressido e estresse crbnico, na qual os estimulos eram menos aversivos.
Neste experimento, os ratos foram submetidos a 40 dias de estresse. O autor
sugeriu a alternancia de estressores, pois constatou que, ao utilizar um unico
estressor, o animal tende a adaptagdo e portanto ndo apresenta a resposta
esperada ao estimulo estressor. No modelo utilizado por Willner os estressores
utilizados foram: inclinagdo da caixa-moradia, privagao de alimento e restricao
alimentar, privagao de agua, iluminagao constante, barulho intermitente, néo
troca de maravalha, diminuicdo da temperatura, isolamento, odores
desconhecidos e nao agradaveis. Desde entdo, diversos estudos foram
realizados com modelo de estresse crbnico variado. O presente estudo foi
desenvolvido utilizando adaptagdes de modelos de estresse cronico realizados

pelos pesquisadores Santos (2013), Gamaro (2003) e Vasconcellos (2005).
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL
Investigar os efeitos da administracdo do extrato de Baccharis
dracunculifolia sobre parametros comportamentais, morfolégicos e bioquimicos

em ratos submetidos a um modelo de estresse crénico variado.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

. Analisar os efeitos da administracdo do extrato tipo tintura da
Baccharis dracunculifolia sobre a atividade locomotora e ansiedade de ratos
submetidos a um modelo de estresse cronico variado.

. Avaliar os efeitos da administragdo do extrato tipo tintura da
Baccharis dracunculifolia sobre o comportamento alimentar de ratos
submetidos a um modelo de estresse cronico variado.

. Verificar os efeitos da administracdo do extrato tipo tintura da
Baccharis dracunculifolia sobre a memoaria operacional e espacial de referéncia
de ratos submetidos a um modelo de estresse crénico variado.

. Examinar os efeitos da administracdo do extrato tipo tintura da
Baccharis dracunculifolia sobre parametros bioquimicos e anatdomicos de ratos
submetidos a um modelo de estresse cronico variado.

. Evidenciar os efeitos acima descritos por meio da curva de dose-
efeito (100mg, 200mg e 400mg) do extrato tipo tintura da Baccharis

dracunculifolia

O projeto foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica em Uso de
Animais (CEUA- UNICENTRO). O registro € 006/2014 — anexo 01.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 ANIMAIS EXPERIMENTAIS

Foram utilizados 60 ratos machos albinos da linhagem Wistar (Rattus
novergicus albinus) com 90 dias de idade, pesando entre 300-400g
provenientes do biotério da Universidade Estadual de Maringa (UEM). Com
excecao as atividades de estresse e tarefas comportamentais, os animais
foram mantidos em suas caixas-moradias em base de polipropileno,
autoclavavel nas medidas de 41 x 34 x 16 cm, com assoalho recoberto com
maravalha autoclavada. Foram aceitos no maximo 5 animais por caixa.

Os animais foram alojados em um local com temperatura controlada
(26°t1), ciclo claro-escuro de 12 horas, tratados com ragao para roedores da
marca QUINTIA. A agua e racédo foram fornecidas ad libitum durante todo o
experimento (exceto para os animais dos grupos submetidos ao estresse
crbnico durante o periodo em que o estressor aplicado foi a privacdo de
alimento). O consumo de agua e ragéao foi registrado diariamente com o intuito

de verificar o comportamento alimentar.

3.2 DESENHO EXPERIMENTAL

A escolha dos sujeitos experimentais foi de delineamento inteiramente
causalizado (DIC) e os animais foram divididos em 6 grupos experimentais,
divididos em 5 animais por caixa experimental, constituidos da seguinte

maneira:

e Controle total (Ct): 10 animais sem receber o modelo de estresse
cronico variado (ECV).

e Controle Baccharis dracunculifolia (CBD): 10 animais sem receber
0 modelo de estresse crbnico variado e tratados com o extrato.

e Estresse crbnico (Ec): 10 animais recebendo o modelo de ECV e
tratados com uma solucdo Tween 80.

e Estresse cronico + Baccharis dracunculifolia (Ec/BD - 100): 10
animais recebendo o modelo de ECV e tratados com Baccharis

dracunculifolia 100mg/Kg.
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e Estresse cronico + Baccharis dracunculifolia (Ec/BD - 200): 10
animais recebendo o modelo de ECV e tratados com Baccharis
dracunculifolia 200mg/Kg.

e Estresse cronico + Baccharis dracunculifolia (Ec/BD - 400): 10
animais recebendo o modelo de ECV e tratados com Baccharis

dracunculifolia 400mg/Kg.

Durante todo o experimento, incluindo o periodo de realizacdo das
atividades comportamentais, os animais foram submetidos a dosagens de
Baccharis dracunculifolia ou solugdo Tween 80, dependendo do grupo
experimental, por meio da técnica de gavagem. As dosagens foram
administradas uma vez ao dia, sempre as 9 horas da manha. Buscou-se evitar
qualquer forma de estresse nos animais do grupo Ct, portanto, apenas nesse
grupo, nao foi realizado o procedimento de gavagem. Os grupos foram
submetidos aos tratamentos nas seguintes dosagens:

o Grupo Ec: solucdo salina de 0,5ml contendo 0,5% de
carboximetilcelulose (CMC) + agua purificada q.s.p.

o Grupo CBC: solugédo de 0,8ml composta por 400mgKg de
Extrato de Baccharis dracunculifolia + agua purificada q.s.p.

o Grupo Ec/BD - 100: solugéo de 0,2ml contendo 100mg/Kg
Extrato de Baccharis dracunculifolia + agua purificada q.s.p.

o Grupo Ec/BD - 200: solugao de 0,4ml contendo 200mg/Kg
Extrato de Baccharis dracunculifolia + agua purificada q.s.p.

o Grupo Ec/BD - 400: solugao de 0,8ml contendo 400mg/Kg

Extrato de Baccharis dracunculifolia + agua purificada q.s.p.

Figura 07: Procedimento de gavagem.

Fonte: Da autora (2015).
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3.3 EXTRATO DA BACCHARIS DRACUNCULIFOLIA

O processo de coleta da planta Baccharis Dracunculifolia ocorreu
durante o més de dezembro de 2014. Antes da coleta, uma amostra foi
recolhida e encaminhada para o municipio de Curitiba, posteriormente
depositada no Herbario MBM do Museu Botanico, localizado no Parque Jardim
Botéanico e recebeu o registro de numero 388374. O registro encontra-se no
anexo 02 do presente trabalho.

Optou-se pela coleta tipo quimiotaxonémica, também conhecida como
coleta filogenética. Essa coleta tem por objetivo estudar componentes
fitoquimicos de uma espécie (ALBUQUERQUE e HANAZAKI, 2006), no
presente estudo a Baccharis dracunculifélia. Toda a amostra foi retirada da
Universidade Estadual do Centro-Oeste, campus CEDETEG, localizado na Rua
Camargo Varela de Sa, 03 — Vila Bela, Guarapuava — Parana. As coordenadas
geograficas sdo: Latitude Sul 25° 23’ 36” e Longitude Oeste 51° 27° 19”. A
coleta foi realizada dia 08 de dezembro as 12h com temperatura média de
25°C.

Apos a coleta a planta, optou-se pelo processo de secagem em estufa
como demonstrado na figura 08, com temperatura controlada de 40°C. A
secagem foi realizada por dois motivos fundamentais. O primeiro refere-se
retirada da agua que evita a proliferagdo microbiana e o segundo, para finalizar
0s processos metabdlicos produzidos pelas folhas, mesmo depois da coleta
(SIMOES et al., 2010).

Figura 08: Estufa — Universidade Centro-Oeste, Campus CEDETEG.

I ETEVED,
LR =

Fonte: Da autora (2014).
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Posteriormente ocorreu o desfolhamento que priorizou a selecéo
apenas das folhas que foram encaminhadas para o processo de moagem. A
figura 09 demonstra o moinho utilizado no processo de elaboragédo do extrato.
A moagem tem por objetivo aumentar as areas de contato do material sélido
(fragmentos da planta) com o liquido extrator, tornando o processo mais eficaz.
(SIMOES et al., 2010).

Figura 09: Moinho — Universidade Centro-Oeste, Campus CEDETEG

Fonte: Da autora (2014).

Posteriormente foi realizado o teste de umidade, que tem por finalidade
verificar o nivel de umidade residual da amostra. O método empregado foi de
dessecacéo, descrito na Farmacopéia Brasileira (1988), partindo de 2 a 6g de
amostra pesada em placa de petri. A amostra foi aquecida a 100°C durante 5h,
apos este periodo foi pesada novamente. O valor obtido entre a diferenca das
pesagens foi considerado o teor de umidade residual da amostra. O teste foi
realizado em triplicata. Apds o resultado do teste de umidade residual, pode-se
adicionar o acetato de etila. As amostras foram elaboradas utilizando
aproximadamente 50g das folhas moidas para cada 220mL de acetato de etila.
O Processo de extracgao foi realizado por agitacdo e permaneceram no “shaker”

por sete dias como pode-de perceber na figura 10.
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Figura10: Shaker — Faculdade Campo Real.

Fonte: Da autora (2014).
A solucao foi filtrada e evaporada incialmente em rotaevaporador a

uma temperatura controlada de 30°C, e em seguida, evaporada em
temperatura ambiente de aproximadamente 25°C para retirada do solvente
como pode ser observado nas figuras 11 e 12.

Figura 11 e 12: Processo de filtragem e rotaevaporizador -

Universidade Centro-Oeste, Campus.

Fonte: Da autora (2014).

Apos esta operacdo, o extrato foi diluido em solugdo de "Tween 80"
(veiculo) e agua destilada, na proporcao 1/8 para s6 entdao ser administrado. O
extrato foi mantido em refrigeracdo em temperatura de 7°C durante do o tempo

de uso.
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3.4 MODELO DE ESTRESSE CRONICO VARIADO

Para induzir os sujeitos experimentais ao estresse crénico variado, foi
utilizado um modelo adaptado dos pesquisadores Santos (2013), Gamaro et al
(2003) e Vasconcellos et al. (2003) Vasconcellos et al. (2005). Como
mencionado anteriormente, os grupos Ct e CBD n&o receberam estimulos
estressores e, durante todo o experimento, permaneceram em caixas-moradia
e receberam cuidados referentes a agua e ragdo ad libitum e troca de

maravalha, quando n&o relacionada ao estimulo estressor.

Foram utilizados sete estressores dispostos da seguinte forma:
a) Exposigéo ao frio (1 hora)
b) Imobilizagédo (1-2 horas)
c) Inclinagdo da caixa-moradia em um angulo aproximado de
45° (2-5 horas)
d) Luzintermitente (1-2 horas)
e) Privagao de alimento (24 horas)
f)  Nado for¢gado (15 minutos)

g) Auséncia de troca de maravalha (48 horas)

Durante quarenta dias os sujeitos experimentais foram submetidos a
um dos sete tipos de estressores acima descritos. Os estressores foram
aplicados diariamente em horarios e periodos diferentes, para evitar o efeito de
previsibilidade ao estressor. Essa técnica € descrita por autores como Santos,
(2013) e Vasconcellos et al., (2005). Os estressores foram descritos
detalhadamente a seguir.

Para a realizagdo da exposi¢ao ao frio, foi utilizada uma camera fria
com a temperatura controlada de 5 a 7°C. O tempo médio para esse estressor
foi de aproximadamente uma hora. No processo de imobilizagdo, os animais
foram inseridos no interior de garrafas de refrigerante Pet de 600 ml. As
garrafas foram cortadas no fundo para que a calda do animal fosse preservada.
Os animais foram cuidadosamente inseridos no interior da garrafa pet (figura
13) para que nao houvesse desconforto fisico. Assim, a imobilizagao foi

realizada durante aproximadamente uma hora e durante esse tempo os
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animais foram impossibilitados de se locomover, porém tiveram movimentos
respiratorios sem qualquer obstrugao.

Figura 13: Estressor de imobilizagao.

Fonte: Da autora (2015).
Para aplicar o estressor por inclinagdo, abaixo da caixa-moradia foi

inserido um tijolo (figura 14). As caixas-moradia foram inclinadas por tempo

aproximado de duas a quatro horas.

Figura 14: Estressor de inclinagdo da caixa-moradia.

Fonte: Da autora (2015).

O estressor relacionado a maravalha foi realizado da seguinte forma:
os animais foram mantidos em caixas-moradia sem a respectiva troca por
aproximadamente 48 horas. No que se refere ao estressor tipo nado forgado,
os animais foram inseridos cuidadosamente em uma caixa com agua em
temperatura controlada de aproximadamente 25°C. O objetivo deste estressor

foi manter nos animais em atividade de natagao por 15 minutos (figura 15).
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Figura 15: Estressor de Nado forgado.

Fonte: Da autora (2015).

Ja o estressor provocado por luz intermitente foi realizado do seguinte
modo: 4 |ampadas tipo pisca-pisca de 15 watts foram inseridas no interior das
caixas-moradia por um periodo aproximado de uma hora. Abaixo segue o
calendario demonstrativo dos estressores utilizados durante os quarenta dias

aos quais os animais foram submetidos.
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Tabela 01 — Calendario demonstrativo dos estressores utilizados,

sequéncia e duragao.

Dia

Too@mNo s wN

W W WWWWWOWWWMNDNNDNDDNDNDNDNDDNNDN=22 2 A QO A A
© 0O NO O WN -0 000N P, WN-O0 00N O PWWDN

40

Estressor utilizado
Nado forgado
Privagcéo de alimento
Luz intermitente
Inclinagéo da caixa-moradia
Auséncia de troca de maravalha
Privagcéo de alimento
Imobilizagao
Exposicao ao frio
Nado forgado
Luz intermitente
Inclinagédo da caixa-moradia
Imobilizagao
Nenhum estressor aplicado
Privacao de alimento
Auséncia de troca de maravalha
Nado Forgado
Luz intermitente
Inclinagéo da caixa-moradia
Privagao de alimento
Auséncia de troca de maravalha
Luz intermitente
Imobilizagao
Nado Forgado
Luz intermitente
Privagcéo de alimento
Auséncia de troca de maravalha
Inclinagéo da caixa-moradia
Exposicao ao frio
Imobilizagao
Nado Forgado
Inclinagédo da caixa-moradia
Privacéo de alimento
Nenhum estressor aplicado
Auséncia de troca de maravalha
Exposicao ao frio
Imobilizagao
Nado Forgado
Luz intermitente
Inclinagédo da caixa-moradia
Auséncia de troca de maravalha

Fonte: Adaptado Santos (2013).

Duragao
5 hora
24 horas
1 hora
2 horas
48 horas
24 horas
30 minutos
1 hora
7 minutos
2 horas
2 horas
1 hora
24 horas
48 horas
10 minutos
2 horas
2 horas
24 horas
48 horas
2 horas
1 hora
12 minutos
2 horas
24 horas
48 horas
3 horas
1 hora
1,5 horas
15 minutos
4 horas
24h
48 horas
1 hora
2 horas
15 minutos
2 horas
4 horas
48 horas
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3.5 PARAMETROS COMPORTAMENTAIS

Todos os animais, 24 horas apos a 40? sessdo de estresse, foram
submetidos a testes comportamentais que tém como fungdo investigar
memoria espacial, comportamento alimentar, atividade locomotora e
ansiedade. Na sequéncia, serdo descritos os testes comportamentais

utilizados, funcdes e formas de aplicacao.

3.5.1 LABIRINTO EM CRUZ ELEVADO

O labirinto em cruz elevado, como demonstra a figura 16, foi
constituido de madeira, possui 50 cm de altura do chao e é composto por 4
bragos — com medidas de 50 x 10 cm — sendo 2 abertos (BAs) e 2 fechados
(BFs) e uma arena central de 10 x 10 cm no cruzamento entre os bragos.

Figura 16: Labirinto em cruz elevado, imagem rato 01 do grupo

controle total.

Fonte: Da autora (2015).

Esse equipamento foi desenvolvido por Pellow et al. (1985) e tem como
objetivo investigar a ansiedade manifestada pelos sujeitos experimentais tipo
roedores. Utilizando metodologia semelhante a Santos (2013), no 41° dia de
experimento, cada animal foi colocado na arena central com a cabecga voltada
para um dos BFs e foi deixado que ele explorasse o equipamento por um
periodo de 5 minutos.

Apods o tempo de ambientagdo, foram mensurados:

a) O numero de entradas e tempo de permanéncia nos BAs;
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b) O numero de entradas e tempo de permanéncia nos BFs;

c) A porcentagem (%) de entradas nos BAs. O calculo utilizado foi: n°
de entradas nos BAs/ [n° de entradas nos BAs + entradas nos BFs] x 100)

d) A porcentagem (%) de tempo transcorrido nos BAs (tempo de
permanéncia no BAs / [no tempo de permanecia nos BAs + tempo de
permanéncia nos BFs] x 100) (SANTOS, 2013).

3.5.2 CAMPO ABERTO

O campo aberto, também conhecido como Open Field, tem por objetivo
investigar a atividade locomotora exploratoria em sujeitos experimentais, sendo
utilizada usualmente com ratos. A atividade locomotora exploratoria sofre
influéncia de fatores emocionais, por esse motivo € interessante sua utilizagcao
em atividades que investigam ansiedade, depressao e estresse em roedores.

O Campo aberto como demonstra a figura 17, consiste em uma caixa
arredondada de material acrilico com base diviséria em formato de campo. A
base possui 100 cm x 100 cm, sendo dividida em 12 quadrantes. As dimensdes
do aparelho sdo: 50 cm de altura por 90 cm de diametro. Por ser de material
acrilico, o open field permite total visualizagdo do comportamento do animal.
No 42° dia de experimento, cada animal foi gentiimente inserido no campo
aberto, especificamente em um quadrante com olhar voltado ao piso. O
objetivo foi de deixar o animal explorar o ambiente por um periodo de 5
minutos. Como critério de avaliagao da atividade locomotora foi observado o
numero de quadrantes percorridos pelo animal.

Figura 17: Open Field, imagem rato 01 do grupo controle total.

Fonte: Da autora (2015).
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3.5.3 MAPEAMENTO DE COMPORTAMENTO ALIMENTAR

Para Gamaro et al. (2003a) o padrao alimentar é alterado em funcéo do
estresse. Alguns estudos relatam que ratos estressados podem apresentar
uma diminuicdo do consumo de alimentos doces, a hipdtese sugerida € a
anedonia, um sintoma muito presente na depressdo. (BAGUL P. et al., 2012).
Outros estudos como o de Yau e Potenza (2013) que demonstram um aumento
no consumo de doces.

A tarefa de comportamento alimentar foi iniciada no 43° dia e foi
finalizada no 48° dia. Nos primeiros cinco dias da atividade, os animais foram
cuidadosamente inseridos em uma caixa-moradia contendo alimentos doces na
parte superior da mesma. Para incentiva-los a ingerir alimentos doces, os
animais foram submetidos a restricdo alimentar. Os doces utilizados foram
roscas de trigo, amido e sacarose denominados pellets do cereal Froot Loops®
da marca Kellongs®. Durante os cinco dias de atividade para a habituacédo os
animais foram submetidos a sessdes diarias de 3 minutos em contato com os
pellets. No 48° dia foi realizado o teste para investigacdo de comportamento
alimentar. A sessdo teve a mesma duragdo dos dias de habituagao, ou seja,
trés minutos. No entanto, diferentemente dos dias de ambientag¢do, ndo houve
restricdo alimentar. Foi avaliado a quantidades de pellets consumidos no
periodo.

A tarefa de comportamento alimentar € amplamente utilizada para
investigar comportamento depressivo em ratos. Os animais que apresentam
comportamento anedénico, isto €, redugdo de interesse e prazer nas
atividades, durante a tarefa de comportamento alimentar tendem a reduzir
significativamente a quantidade de alimentos doces (GARCIA-DIAZ, 2011).
Existem diversos modelos para investigar o comportamento alimentar. O
modelo utilizado no presente estudo foi baseado nos estudos de Santos (2013)
e Gamaro (2003).

3.5.4 LABIRINTO DE OITO BRACOS
O labirinto octagonal (LO), denominado também de labirinto radial de 8
bragos, como observado na figura 18, possui uma plataforma central de 20

centimetros de didmetro. A esta plataforma, ligam-se 8 bragos, cada um com
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180 mm de altura, 109 de largura e 470mm de comprimento. O aparelho é
monitorado por sensores e as portas sdo acionadas por motor elétrico.
Figura 18: Labirinto de oito bragos, imagem rato 01 do grupo controle

total.

Fonte: Da autora (2015).

Para iniciar as atividades os animais foram submetidos a restricao
alimentar. A tarefa foi composta por dez dias de treinamento. No primeiro dia
foram realizadas trés sessdes com intervalo de cinco minutos. Em cada sessao
foram inseridos pellets no final de cada brago. O animal era cuidadosamente
inserido na plataforma central e a sessao era finalizada ap6s a ingestao de
todos os pellets. Apds o encerramento da fase de treino, ao retornar a caixa-
moradia, a racdo foi disponibilizada ad libitum. Nas sessbes dos dias
subsequentes os pellets foram inseridos apenas nos bragos 3,5,6,8. A fim de
investigar o processo de memoéria operacional e de longa duragéo, os animais
permaneceram 15 dias sem realizar atividade no LO. Apenas no 25° dia os
animais foram novamente submetidos ao LO, em trés sessdes de cinco
minutos. Os pellets foram colocados novamente nos bracos 3,5,6,8. Foram
monitorados os movimentos, acerto e erros, sendo considerados dois tipos de
erros: entrada nos bragos que nao haviam pellets e entradas repetidas.

O desenvolvimento do protocolo foi uma adaptacao do estudo de Cai et
al (2010).
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3.6 CONSUMO DE RACAO, INGESTAO DE AGUA E PESO
CORPORAL

Outros parametros de investigagdo do comportamento alimentar foram
a mensuragao do consumo de ragcdo e agua e o peso corporal dos animais.
Para a investigacdo desses parametros, diariamente foram registrados o
consumo de ragdo e agua por caixa-moradia. Posteriormente estes valores
foram divididos pelo numero de habitantes da caixa avaliada. Diariamente
foram realizadas as medidas de consumo das caixas e consequentemente de
casa sujeito experimental. O peso corporal foi avaliado semanalmente durante
todo o periodo de submissao ao estresse. Ao final do experimento, ou seja,
logo apés a realizagdo da ultima tarefa comportamental, os animais foram
novamente pesados, afim de obter o indice de Lee [raz&o da raiz cubica de
massa corporal (peso) dividido pelo comprimento naso anal (mensurado em
centimetros e multiplicado por 10]. Esse indice semelhante ao indice de massa
corporal IMC (ARAUJO et al, 2009).

Devido ao estressor privagao de alimento, nos dias de privacédo e dia
sucessor a esse estressor, ndo foram mensurados o consumo de alimento e
agua (SANTOS, 2013 e GAMARO, 2003).

3.7 PARAMETROS MOROFOGICOS E BIOQUIMICOS

3.7.1 DETERMINACAO DOS PARAMETROS MORFOLOGICOS

No dia que sucedeu a ultima sessao os animais foram submetidos a 12
horas de jejum e posteriormente foram eutanasiados pela técnica de
deslocamento cervical, guilhotina. Apds eutanasia foi mensurado o peso
referente ao tecido adiposo (gordura das regides mesentérica, retroperitoneal e
periepididimal), coragéo, rim e adrenal esquerda. Os dados foram expressos
em g de tecido por 100g de peso corporal (g/1009).

Foram coletadas a glandula adrenal direita, coragédo, cérebro
(hemisfério esquerdo e hipocampo direito). Estas amostras foram pesadas e
avaliadas macroscopicamente. Em seguida foram adicionadas em formaldeido
10% (v/v) visando analise histopatoldgica. Os fragmentos foram processados

de acordo com as técnicas de rotina para inclusdo em blocos de parafina,
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cortadas em micrétomo a 3-4 micrometros e corados pela técnica da
Hematoxilina-Eosina (H.E.). Os o6rgaos descrito, serdo avaliados quanto a
presenga ou nao de altera¢des histopatoldgicas.

O peso do coracao foi utilizado para o calculo do indice de hipertrofia
cardiaca (IHC), expresso pela seguinte relagdo: peso do coragao (mg) / peso
do animal (g) (WALLEN et al., 2000).

3.7.2 DETERMINACAO DOS PARAMETROS BIOQUIMICOS

O sangue foi coletado e inserido em tubos plasticos (sem reagentes
para soro e com fluoreto para plasma) e apos centrifugagao de 2000 rpm por 5
minutos foi retirado o soro para analise bioquimica referentes a corticosterona,
trigliceridios, colesterol total e glicose. Para investigagdo dos niveis de
trigliceridios, glicose e colesterol foi utilizado o método enzimatico e
calorimétrico (reagdo de Trinder) — Kit comercial LABTEST®. Os resultados
foram expressos em mg/dL. A corticosterona foi determinada por

quimioluminiscéncia e os resultados foram expressos em pg/dL.

Tabela 02 — Esquema geral das atividades que foram desenvolvidas

Ordem Atividade Duragao
1 Exposicao aos estressores 40 dias
2 Labirinto em cruz elevado 1 dia
3 Campo aberto 1 dia
4 Tarefa de comportamento alimentar 6 dias
5 Labirinto de oito bracos 25 dias
6 Eutanasia, coleta de sangue e 6rgaos 2 dia

Fonte: adaptado Santos (2013).

3.8 ANALISES ESTATISTICAS

Em um primeiro momento foi realizada analise descritiva dos dados,
apresentadas em média * erro padrao (EPM). Posteriormente as médias foram
comparadas utilizando ANOVA para medidas repetidas como ganho de peso e
consumo de ragao e agua e seguidos de post hoc de Student-Newman-Keuls
(SNK). A analise foi desenvolvida por meio do software estatistico Statistical

Package for the Social Sciences - SPSS versao 17.0.
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4. RESULTADOS

4.1 PARAMETROS COMPORTAMENTAIS

Durante todo o experimento n&o foram observadas altera¢des clinicas
nos animais do grupo Ct e no grupo CBd, no entanto alguns animais
submetidos ao estresse apresentaram problemas respiratorios e um animal
desenvolveu tricotilomania. A tricotilomania € um comportamento anormal
desenvolvido tanto em animais e humanos e consiste em arrancar os proprios
pelos. E vinculado a este comportamento o transtorno obsessivo compulsivo e

pode ser desencadeado por estresse (DINIZ et al, 2012)

4.1.1 LABIRINTO EM CRUZ ELEVADO

Foram analisados os numeros de entradas tanto nos bragos abertos
(BAs) e quanto nos bragos fechados (BFs). Também foi avaliado o tempo de
permanéncia em cada braco. Os resultados demonstram que n&o ha diferenca
significativa entre o numero de entradas nos BAs. No que se refere a entrada
nos BFs, pode-se verificar um aumento significativo de entradas no grupo
controle total (Ct), quando comparado com os demais grupos. Embora o grupo
Ct tenha entrado mais vezes nos BF's que os demais grupos, o tempo médio
de permanéncia nos BF s foi expressivo no grupo Ec. Pode-se observar que o
grupo Ec ndo explorou o ambiente, isto €, locomoveram-se menos e
consequentemente passaram mais tempo em determinado um unico brago

durante todo o tempo destinado a realizagdo da atividade.

Graficos 01: Numero de entrada nos BAs (A) e numero de entradas nos BFs
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Os dados séo apresentados em médias e + e.p.m. O graficos acima indicam que nao ha
diferengas estatisticas de p<0,05, usando ANOVA associada a post hoc de SNK. Foi utilizado a
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letra a referenciar o maior nimero de entradas nos bragos fechados, neste caso, a representa
o Ct, ab para os grupos intermediarios e b grupos com o menor nimero de entradas nos
bragos fechados.

Além dos numeros de entradas tanto nos bracos abertos (BAs) e quanto
nos bragos fechados (BFs), foi analisado também o tempo de permanéncia em
cada braco. Os resultados demonstram que nao ha diferenga significativa o
tempo de permanéncia nos BAs, muito embora a média de tempo do grupo de
estresse crénico (Ec) tenha sido 5” para 24,80” do grupo controle total (Ct). No
entanto, o tempo de permanéncia nos bragos fechados foi significativamente

maior no grupo de Ec quando comparado com os demais grupos.

Gréficos 02: Permanéncia nos BAs (A) e permanéncia nos BFs (B).
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Os dados séo apresentados em médias e + e.p.m. O graficos acima indicam que nido ha
diferengas estatisticas de p<0,05, usando ANOVA associada a post hoc de SNK no grafico A.
No entanto, o grafico B demonstra diferenca estatistica de p<0,01, usando ANOVA associada a
post hoc de SNK. Foi utilizada a letra a referenciar maior permanéncia nos bracos fechados, ab
para os grupos intermediarios e b grupos com menor permanéncia nos bragos fechados.

4.1.2 OPEN FIELD

O teste tem por objetivo verificar a atividade locomotora dos animais.
Foram analisados, portanto o numero de quadrantes percorridos e os
comportamentos associados. Os resultados demonstram que nao ha diferenca
significativa entre o numero de quadrantes percorridos nos grupos analisados.
Sobre os comportamentos associados, foram observados: levantar, cheirar,
limpar, defecar, cogar e fuga. Apenas o comportamento de fuga obteve

diferenca significativa sendo o grupo CBd o que apresentou o maior numero de
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tentativas e o grupo Ec/Bd100 o menor numero de tentativas. Os graficos

abaixo demonstram os resultados mencionados.

Grafico 03: Quadrantes percorridos na tarefa Open Field.
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Os dados sdo apresentados em médias e + e.p.m. O grafico acima indica que nao
houve diferencas estatisticas de p<0,05, usando ANOVA associada a post hoc de SNK.

Grafico 04: Comportamentos associados na tarefa de Open Field.
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Os dados sdo apresentados em médias e + e.p.m. O graficos acima indicam que ndo ha
diferengas estatisticas de p<0,05, usando ANOVA associada a post hoc de SNK. Foi utilizada a
letra a referenciar a maior freqiiéncia de tentativas de fuga, ab para os grupos intermediarios e
b grupos com o menor freqiiéncia de tentativas de fuga.



4.1.3 COMPORTAMENTO ALIMENTAR

Os resultados da pesquisa demonstraram que do primeiro ao terceiro dia de
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treinamento da tarefa de comportamento alimentar, os grupos submetidos ao

estresse consumiram mais alimentos doces do que os grupos controle.

Tabela 03 — Média e desvio padrao de Comportamento alimentar.

1° Dia 2° Dia 3° Dia 4° Dia 5° Dia Teste
Ct 0,44+0,45% | 1,00+0,86° |1,85+1,08° |2,70+1,70 |2,32+1,66 |2,32+1,10
CBd 0,65+0,68° |1,25+1,22° |1,3£0,982 |2,93+1,75 | 3,05+0,55 | 3,05+0,97
Ec/Bd100 | 1,34+1,282 | 1,57+1,262> |1,33+0,422> |2,95+2,86 |2,91£1,84 |2,91£1,76
Ec/Bd200 | 0,58+0,51% | 1,30+1,24°> |1,90+1,44°> |2,08+2,72 |2,01+1,76 |2,01+1,61
Ec/Bd400 | 1,63+0,64° |2,60+1,212 |3,35+¢1,142 |3,08+1,67 |3,53+£1,31 | 3,53£1,52
Ec 1,43+£0,922 | 2,051,012 | 3,250,812 |3,48+0,94 |3,80+0,71 | 3,80+0,40

Os dados sao apresentados em médias e + e.p.m. A tabela acima indica que ha diferenga
estatisticas de p<0,05 usando ANOVA associada a post hoc de SNK no 1° e 2° e 3° dia
comparagao. Foi utilizada a letra a referenciar o maior consumo de Froot Loops, ab para os
grupos intermediarios e b para menor consumo de Froot Loops.

N&o houve resultado significativamente diferente no dia do teste,

embora os animais do grupo Ec terem ingerido mais cereal Froot Loops®

durante todos dos dias do experimento e também no dia do teste.

Grafico 05: Tarefa de comportamento alimentar — Dia do teste.
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Os dados sao apresentados em médias e + e.p.m. No entanto, o grafico demonstra que nao
houve diferenca estatistica de p<0,05, usando ANOVA associada a post hoc de SNK no padrao
alimentar no dia do teste.
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4.1.4 LABIRINTO OCTOGONAL
Os resultados demonstraram que apenas do 1° ao 5° dia houve diferenga no
numeiro de acertos dos bragos que contiam reforco. Os dados demonstram
menor numero de acertos do Ct e maior numero de acertos do Ec. A primeira
tabela dscreve os valores obtidos. A segunda tabela demonstra o numero de
entradas nos bracos sem refor¢co. Apenas no 3° 5° 6° e 7° demonstraram
diferengas, sendo o grupo Ec o que cometeu o maior numero de erros e 0s

grupos CBD, Ec/BD200 e Ec/BD100 o que cometeram a menor taxa de erros.

Tabela 04 -

demonstrados ocorridos no Labirinto Octagonal.

Média e desvio padrdo dos acertos significativos

AC1 AC2 AC3 AC4 AC5
Ct 10,9+ 1,78 9,2+ 2,4 94+3,2% 10,4+2,7% 11,7£0,7°2
BDC 9,1+ 4,02 74+4,0> 6,0£53> 7,2+£55P 7,3+49°b
Ec/BD100 6,4+4,4°> 8,3+4,5%® 8,6+4,8% 83+3,7% 3,7+2,3%
Ec/BD200 7,1+4,2> 8,9+3,9% 9,0+4,9% 93+53%® 10,246,6%°
Ec/BD400 10,2+3,0% 11,3+£1,32® 11,0%1,52 11,8+0,7°> 11,945,472
Ec 11,2¢1,02  12,0+0,02 11,9+0,32 11,8+0,4°> 13,245,22

Os dados sao apresentados em médias e + e.p.m. A tabela acima indica que ha diferenca
estatisticas de p<0,05 usando ANOVA associada a post hoc de SNK. Foi utilizada a letra a
referenciar a maior média de acertos, ab para os grupos intermediarios e b para menor média
de acertos.

Tabela 05 — Média e desvio padréo significativos referente a entradas
em bragos que n&o haviam Froot Loops ocorridos no Labirinto Octagonal.

EBS3 EBS5 EBS6 EBS7
Ct 11,3+4,52° 13,243,82 14,247,732 13,4+4,83°
BDC 6,7+ 5,7" 6,4+4,5" 9,1+ 4,120 9,843,220
Ec/BD100 11,0+5,7 % 8,8+ 3,5 8,6£54° 8,0£6,1°
Ec/BD200 9,4+ 5,4¢2b 9,8+ 4,430 7,7+ 4,82 7,8+4,1b
Ec/BD400 11,3+3,4% 12,0+£0,02® 10,4+ 1,920 12,442,930
Ec 13,4+2,72 11,8+0,72 15,8+11,42 11,0+£3,02

Os dados sdo apresentados em médias e + e.p.m. A tabela acima indica que ha diferenca
estatisticas de p<0,05 usando ANOVA associada a post hoc de SNK. Foi utilizada a letra a
referenciar a maior quantidade de erros, ab para os grupos intermediarios e b para menor
quantidade de erros.
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4.2 PARAMETROS MORFOLOGICOS

No que se refere ao padrdo morfologico, foram pesados os seguintes
orgao (g/100g): rim esquerdo (RE), rim direito (RD) e coragdo (COR). Também
foram mensuradas as gorduras (g/100g): mesentérica (MES), retroperitoneal
(RET) e peripididimal (PER). Os resultados indicam diferengas entre o peso do
coragao, sendo o grupo controle significativamente maior quando comparado
com os demais grupos. Ha também diferengas entre os niveis de gordura
mesentérica e peripididimal. O grupo Ec obteve niveis de gordura
retoperitoneal significativamente menor que os demais grupos. O grupo de Cbc
apresentou niveis menores de gordura peripididimal, seguido dos grupos Ec e
Ec/Bd 200.

Tabela 06: Parametros morfolégico — rim esquerdo (RE), rim direito (rd),
coragdo (COR), gordura mesentérica (MES), retroperitoneal (RET) e
peripididimal (PER).

Ct Cbc Ec Ec/Bd100 Ec/Bd200 Ec/Bd400
RE 1,58+0,17 1,640,23 1,420,26 151020  1,530,20 1,54+0,32
RD  1,69+023 1,640,28 1,45+0,31 1,510,23 1,54+0,19 1,59+0,32
COR  2,03:041° 1,82+0,34®  1,75%0,30%  1,75+0,35%  1,92+042%®  1,63+0,27°
MES 5,03+1,36 5,92+1,73 5,560,21 5,15£1,24 5,7311,14 6,1621,40

RET 5,7412,24 3 4,81+1,132° 3,68+1,52° 5,19+1,47 3 5,93+2,232 5,36+0,93 2
PER  6,34+1,66° 4,76+0,88% 5,41+1,662° 6,25+3,68° 5,70+1,562° 6,85+0,952

Os dados sao apresentados em médias e + e.p.m. A tabela acima indica que nao ha
diferengas no peso dos seguintes orgéos: rim esquerdo, rim direito e gordura mesentérica. No
entanto, a tabela demonstra diferenca estatistica de p<0,05, usando ANOVA associada a post
hoc de SNK para o peso do coragéo, e de p<0,01 gordura retroperitoneal e peripididimal. Foi
utilizada a letra a referenciar o maior peso, ab para os grupos intermediarios e b para o menor
peso.
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4.2.1 CONTROLE DE PESO SEMANAL

O peso dos animais foram mensurados semanalmente e transformados
em indice de Lee [razdo cubica de massa corporal (peso) dividido pelo
comprimento naso anal (mensurado em centimetros e multiplicado por 10]. Os
resultados demonstraram que os animais durante as duas primeira semanas do
experimento apresentaram pesos semelhantes. No entanto, a terceira, quarta,
sexta, sétima e oitava semana, os grupos submetidos ao estresse cronico
tiveram uma redugao no peso. Os grupos Ec e Ec/Bd400 foram obtiveram

reducao significativa de peso durante todo o experimento.

Grafico 06: Parametros morfolégico — controle de peso semanal.
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Os dados s&o apresentados em médias e + e.p.m. O grafico acima indica as diferengas
estatisticas de p<0,01, usando ANOVA associada a post hoc de SNK no que se refere ao
indice de Lee nas: 32 42 62 72 82 semanas respectivamente. Foi utilizada a letra a referenciar o
grupo com maior média de peso, ab para os grupos intermediarios e b para o grupo com menor
média de peso.

Durante a 32, 42 62, 72 e 8% semana, os grupos submetidos ao estresse
cronico tiveram uma redugdo no peso, os resultados mais expressivos foram
encontrados nos grupos Ec e Ec/Bd400. Esse mesmo padrédo pode-se ser
verificado por meio do grafico de Cluster HCA — analise de atributos. O grafico
abaixo demonstra as tendéncias temporais organizadas por aproximagao de

padrao.
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Grafico 07: Controle de peso semanal — Fenograma de analise de
atributos Cluster - HCA.
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Os dados sao apresentados na analise de atributos do fenograma de Cluster, demonstram um
padrao semelhantes no comportamento alimentar das primeiras duas semanas. Posteriormente
ha uma mudanga no padrao alimentar nas: 32, 42, 52 62, 72 e 82 semanas, que formam um
segundo padrao de comportamento alimentar. Os dados demonstram ainda um terceiro padrao
de comportamento alimentar ocorrido na 92 e 10? semana do experimento. Quanto maior a
semelhanga entre as semanas, menor a distancia de ligagao.

Os resultados evidenciam também uma mudanca no padrdao de
controle de peso semanal e no indice de Lee semanal, como pode-se observar
no fenograma abaixo.

Grafico 08: Controle de peso semanal — analise de Cluster - HCA por
analise de atributos.
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Os dados séo apresentados na analise de atributos do fenograma de Cluster, demonstram um
padrdao semelhantes no controle de peso semanal, nas primeiras duas semanas houve
semelhanga no padrao de peso corporal pelo indice de Lee. Posteriormente ocorreu uma
mudanga no padrao de peso significativa nas: 32, 42, 5%, 63, 72 e 8% semanas, que formam um
segundo padrdo referente ao peso. Os dados demonstram ainda uma terceira alteragdo no
padrdao de peso corporal nas 92 e 102 semana do experimento. Quanto maior a semelhanca
entre as semanas, menor a distancia de ligacéo.

Outro resultado interessante refere-se a analise discriminante entre
grupos que como apresentado a seguir demonstra uma diferenca entre o peso
semanal dos grupos Controle (Ct) e Controle Baccharis dracunculifolia (CBD)
em relacdo aos demais grupos. Pode-se observar que dois grupos citados
mantiveram o mesmo peso, enquanto os grupos submetidos ao estresse

oscilaram o peso semanal.

Grafico 09: Analise de discriminante peso semanal.
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Os dados sdo apresentados na analise discriminante de peso semanal demonstra dois padroes
distintos de peso. O primeiro grupo representa o peso do grupo Controle e Controle Baccharis
dracunculifolia, enquanto o segundo grupo representa os demais grupos que por serem
submetidos ao estresse cronico variado, modificaram seu peso semanalmente.
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A pressao arterial sistolica e média tiveram diferenga significativa para o
grupo Cs comparado com os demais grupos, com percentual médio de 15%
(p<0.05). Em relacdo a frequéncia cardiaca, ocorreu diferenga para o grupo
Cs/b400, comparado com o0s grupos controles sem estresse, ambos com

percentual de 20% (p<0.05).

Grafico 10: Analise da pressao arterial discriminante peso semanal.
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Figura 1: Respostas cardiovasculares antes estresse crbénico variavel , A: A pressao arterial
sistélica ; B: A pressdo arterial diastdlica ; C: A pressdo arterial média ; D: A freqiéncia
cardiaca . * Diferenga entre todos os grupos ( p < 0,05, Student- Newman -Keuls apds one-way
ANOVA). # Diferenca entre os grupos CT e Cb (p < 0,05, Student- Newman -Keuls apoés one-
way ANOVA).

4.3 PARAMETROS BIOQUIMICOS

Foram analisados os parametros bioquimicos referentes a colesterol
(COL), Triglicerideos (TRI), Glicose (GLI) e Corticosterona (CORT). Os
resultados indicam alteracdo entre grupos nos niveis de corticosterona,
colesterol e glicose, o grupo de estresse crénico (Ec) apresentou nivel
significativamente mais baixo em relagdo aos demais grupos nos niveis acima

mencionados com diferenca estatistica p<0,01.
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Tabela 07: Parametros bioquimicos — colesterol (COL), triglicericedos
(TRI), glicose (GLI) e corticosterona (CORT).

GLICEMIA Ct Chc Ec Ec/Bd100 Ec/Bd200 Ec/Bd400
Antes 65,20+10,8  66,00+12,8  80,70+12,6° 66,90+10,8  72,40+123  69,60£17,6
Depois 62,60£10,9  72,70+157  6840%17,1° 66,90+129  76,00+204  73,40%133

Os dados sdo apresentados em médias e = e.p.m. Na tabela acima os dados indicam as
diferengas estatisticas de p<0,01, usando ANOVA associada a post hoc de SNK. Foi utilizada a
letra a referenciar o grupo com maior nivel mensurado, ab para os grupos intermediarios e b
para o grupo com menor nivel do pardmetro bioquimico mensurado.

Durante o experimento também foi realizado testes glicémicos. O
primeiro foi mensurando num periodo anterior as atividades de estresse crénico
e 0 segundo apos os 40 dias de estresse. A tabela abaixo demonstra que nao
houve diferenga significativa entre as medidas dos niveis de glicemia quando
comparado os grupos antes e depois de serem submetidos ao estresse crénico
variado. O estresse parece modificar os niveis glicémicos, analise intra-grupos
demonstrou diminuicdo dos niveis glicémicos do inicio das atividades

estressoras para o final das atividades estressoras em 15,24% no grupo Ec.

Tabela 08: Parametros bioquimicos — niveis glicémicos.

Ct Cbc Ec Ec/Bd100 Ec/Bd200 Ec/Bd400
COL 89,1:98° 85,318,6" 89,0¢10,5°  92,6+11,2° 90,317,45°  99,746,8%

TRI 79,40£23,8 65,67£17,5 69,67+9,6 74,60£17,0 69,62+14,8 77,30£18,5
GLI 200,10+33,33 198,55+38,72° 184,33+29,32 194,20+35,5%° 231,10+29,5° 207,60+43,12°
COR 0,82+0,16 0,94+0,26 0,95+0,25 0,82+0,29 0,80+0,22 0,75+0,17

Os dados sado apresentados em médias e + e.p.m. Na tabela acima indica que nao ha
diferencas estatisticas entre grupos, usando ANOVA associada a post hoc de SNK. No
entanto, apresenta diferenca intra-grupos em Ec de p<0,05 utilizando o teste T Student para
amostras pareadas. Foi utilizada a letra a referenciar o grupo com nivel mensurado, ab para os
grupos intermediarios e b para o grupo com menor nivel do parametro bioquimico mensurado.
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4.4 ANALISE HISTOLOGICA

Foi realizada analise histolégica do coragdo, hipocampo e glandula
adrenal esquerda para verificar possiveis presengas de inflamagdes e edemas.

As figuras 16,17, 18 sao apresentadas em micrografias de cortes
histolégicos como anteriormente mencionado do hipocampo, coragdo e
glandula adrenal. Houve um aumento de 400 vezes a microscopia Optica com
imagens representativas de um animal de cada grupo. Os resultados
demonstraram espessura muscular preservada estruturas valvares sem
alteracdo. Auséncia de processo inflamatério ou necrose como pode-se
observar nas figuras abaixo

iural% - Cortes histoldgicos de hipocampo CA1.

= $ol ANCAE

,“‘J_": L0 Ed, 3 1 : R % S v 4 : 7
Micrografias de hipocampo ao final do experimento. Micrografias de (A) representa o grupo Ct; (B)
CBD; (C) Ec/BD 100; (D) Ec/BD 200; (E) Ec/BD 400 e (F) Ec. Microscopia éptica, aumento 400X.
Fonte: Dados primarios do experimento.
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Pl o e = b D B 7 - .‘ . ﬁ : \1 s e !
Micrografias de hipocampo ao final do experimento. Micrografias de (A) representa o grupo Ct; (B)
CBD; (C) Ec/BD 100; (D) Ec/BD 200; (E) Ec/BD 400 e (F) Ec. Microscopia 6ptica, aumento 400X.
Fonte: Dados primarios do experimento.

Figura 21 - Cortes histolégicos da glandula adrenal esquerda dos

grupos.
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Figura 21. Volumes de cortex supra-renal ( @) e medula ( b ) de ratos de 11 semanas de idade
que transportam o transgene PEPCK - bGH (L ), o CMV - IGFBP - 2 transgene ( B ) , ambos
os transgenes ( GB ), e controles ( n&o transgénicas C ) . A supra-renal esquerda de todos os
animais foi investigada n 3 por grupo. Meios marcado por diferentes expoentes ( a, b , ¢, d) sdo
significativamente ( P <0,05). c) cortes histoldgicos representativos das glandulas supra-renais
esquerdas de ratos dos diferentes grupos.



67

5. DISCUSSAO

Os testes comumente utilizados para investigar comportamentos
ansiosos e depressivos em ratos sdo o labirinto em cruz elevado (LCE) e o
Open Field (OF). Os resultados evidenciaram que o grupo de estresse crénico
permaneceram por tempo mais prolongado nos bragos fechados e também
maior tentativa de fuga quando comparado com os demais grupos. Esses
comportamentos sdo comuns em animais que apresentam comportamento
ansiedade e anedonia, caracteristica importante relacionada a depresséo, pois
se trata da perda do interesse em realizar atividades, tal resultado corrobora
com diversos estudos (AMPUERO et al 2015, LEON, CARDENAS, 2013 e
RYGULA et al., 2005, MOREAU et al 1994). Pode-se perceber que os ratos Ct
e CBC permaneceram menos tempo nos bragos fechados, seguidos dos
grupos Ec/BC200 e Ec/BD400. Os resultados indicam que a Baccharis
dracunculifolia reverteu o comportamento ansioso e aneddnico dos animais.
Esse resultado é interessante, pois € o primeiro estudo relacionando a
Baccharis dracunculifolia no tratamento do estresse crénico variado.

Sobre a tarefa de comportamento alimentar o resultado esperado era
de redugao do consumo de alimentos doces nos grupos de estresse crbnico. A
literatura evidencia que os animais quando acometidos pelo estresse cronico
diminuem a preferéncia por alimentos doces devido ao declinio da atividade
dopaminérgica cortical e hipocampal hipotalémica, que reduzem drasticamente
as atividades enzimaticas Na*, K*- bem como ATPases nas areas hipocampais
(SANTOS, 2013; GAMARO et al., 2003; RYGULA et al., 2005).

Os resultados da pesquisa, no entanto, demonstraram que do primeiro
ao terceiro dia de treinamento da tarefa de comportamento alimentar, os
grupos submetidos ao estresse consumiram muito mais alimentos doces do
que os grupos controle. Esse resultado parece relacionar-se com a restricao
alimentar ao quais os animais foram submetidos. Durante o periodo de
estresse, os grupos submetidos ao estresse cronico variado tiveram como
estressor a privagao alimentar. Portanto, a experiéncia pela privacdo alimentar
pode ser considerada um estressor leve. Os estressores leves tém como
caracteristica o aumento da expressao de receptores glicocorticoides situados
no hipocampo. Ha uma preferéncia por alimentos palataveis, também

conhecidos como comfort foods, sem alteragdo no consumo de racéo
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(TORRES, 2007 e SILVEIRA, 2004). Os dias seguintes de treinamento a tarefa
de comportamento alimentar bem como no dia do teste ndo houve diferencgas
significativas entre os grupos, muito provavelmente por habituagdo ao
estressor.

Foi percebido mudangas no padrao alimentar dos animais no decorrer
das semanas. Durante a 12 e a 2% semana, os animais submetidos ou n&o ao
estresse nao apresentaram diferencas no padrao alimentar. No entanto, entre a
3% e 82 semana que sucederam o experimento, houve uma mudanga tanto no
peso bruto dos animais quanto no indice de Lee. Resultado semelhante foi
apresentado no grafico de analise discriminante referente ao peso dos animais.
Nesse grafico fica evidente que o grupo Ct e o CBD apresentaram peso maior
do que todos os grupos submetidos ao estresse. O resultado mais expressivo
ocorreu na comparagao com os grupos Ec e Ec/DB400.

Ha diversos fatores envolvidos na perda de peso destes animais.
Estimulos aversivos (MARTIN e PEAR, 2013) associado a privagao de
alimentos (WILNNER, 1997) e a constante gliconeogénese, que como foi
anteriormente citada tem como fungdo ampliar a energia corporal para protecéo
do individuo (CARLSON, 2002 e TORRES, 2007).

Por meio das analises bioquimicas apresentas pode-se verificar que os
niveis de corticosterona nos animais Ec e Ec/400 foi significativamente maior
tanto dos grupos controle Ct e CBD quanto dos grupos submetidos ao estresse
EC/100 e Ec/200. O estudo nao contemplou o estudo de ACTH. Porém os
niveis plasmaticos de corticosterona no presente estudo corroboraram com a
literatura (WANG et al 2015, WRIGHT et al 2006).

Os resultados demonstraram que a Baccharis dracunculifolia nas
dosagens de 100 e 200 diminuiram os niveis de corticosterona nos ratos
submetidos ao estresse. Os ratos do controle Baccharis dracunculifolia também
apresentaram niveis mais baixos de corticosterona quando comparado com o
grupo controle total. Por se tratar de um estudo pioneiro, ndo foram
encontrados artigos que corroborem com esse resultado, porém existem
estudos com estresse que demonstram que algumas plantas auxiliem no
processo de redugao do cortisol em humanos como a Magndlis officialis e o
Phellodendron amurense (TALBOTT et al, 2013).
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Sintetizando, os resultados demonstraram que o modelo de estresse
crbnico variado induz a manifestacdo de comportamentos ansiosos e
anedoénicos, tipicos de depressao nos animais. O tratamento com a Baccharis
dracunculifolia diminui o consumo de conform foods.

Atividade de labirinto octagonal tem por objetivo avaliar a memdéria de
trabalho e a memdéria de referencia, também conhecida como memoaria de
longo prazo. Resultados demonstraram ndo haver alteragdes nos diferentes
grupos em relacdo a memoria de trabalho. Os resultados corroboram com
autores que descrevem a memoria de trabalho como processo transitério,
portanto de dificil de compreensao (CONRAD, 2010). Outros autores relatam
dificuldade para associar as funcdes corticais pré-frontais aos horménios do
estresse, devido a noradrenalina e os glicocorticoides contribuirem no processo
atencional e facilitarem o processo de aprendizagem (CARLSON, 2002 e
SAPOLSKY, 2004).

Durante os dois primeiros dias de ensaio com os ratos ndo houve
diferenga entre os grupos em relagdo a memoria de referéncia. Esse resultado
deve-se provavelmente ao fendmeno de habituacdo; a caracteristica do
protocolo de treinamento no primeiro dia foi de modo automatico no aparelho,
esse modo gerou estresse tanto do grupo controle quanto e principalmente os
grupos submetidos ao estresse; além de aspectos emocionais (CAI, 2010,
SANTOS, 2013). No entanto, houve diferenga significativa, dos grupos CBD,
Ec/BD100 e Ec/BD200. Os grupos citados apresentaram menor quantidade de
erros tipo 1 (entrada nos bragos sem Froot Loops) do terceiro ao sexto dia
treinamento, esse erro é classicamente relacionado a memoaria de referéncia.
Pode-se sugerir que uma facilitagdo na memodria de referéncia dos animais
submetidos a Baccharis dracunculifolia nas dosagems de 100, 200 e 400mg.

O estudo apresentou uma facilitagdo na aprendizagem nos dias de
treinamento. Os dias de treinamento sdo utilizados para aquisicdao da
informagdo. E importante ressaltar que existem diferencas entre a fase de
aquisicao e retencdo da memoria de referéncia (VASCONCELLOS et al.,
2003). O presente estudo evidenciou que a Baccharis Dracunculifolia contribui
no processo de aquisi¢ao, porém nao demonstrou diferenca na retencao apés
quinze dias de laténcia. Esse resultado é importante e corrobora com a analise

histologica do hipocampo. Embora os animais fossem estressados, nenhum
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dos grupos apresentou alteragdo como inflamacdes, edemas ou prejuizo das
células hipocampais, sendo assim, todos os grupos apresentaram igual
desempenho no dia do teste. Esse resultado é diferente do obtido por Tagliari
(2011), muito provavelmente esse resultado deve-se ao intervalo entre os
estressores e o dia do teste que somaram vinte e cinco dias.

Considerando os resultados dessa pesquisa, pode-se concluir que o
protocolo de treinamento utilizado para aquisicdo da memdria, proporcionou
facilitacdo do aprendizado espacial nos animais dos grupos CBD, Ec/BD100 e
Ec/BD200. Contudo, questdes importantes precisam ser consideradas em
relacdo a utilizagdo da BD, como desenvolvimento de novas pesquisas
correlacionando a Baccharis Dracunculifolia a tarefas de atengdo, memoria de
trabalho e memodria de referéncia.

Outro resultado significativo refere-se a pressao arterial, foi observado
aumento significativo da pressao sistélica e média no grupo Ec. A reatividade
cardiovascular € considerada o precursor da hipertensdo e em humanos esta
relacionada a comportamentos inassertivos, alexitimicos e estresse emocional
(LIPP, FRARE, SANTOS, 2001). A hipertensao € definida como uma sindrome
que envolve fatores moleculares, cardiacos, genéticos, vasculares, renais e
neurais (MALAGRIS, 2004).

Lipp (2007) mencionou que em 2025 é estimado que 1,56 bilhdes de
pessoas desenvolvam quadros hipertensos e que em paises em
desenvolvimento como o Brasil os resultados podem ser mais preocupantes.
Malagris e Fioreto (2006) informou que atualmente a hipertensao no Brasil € a
doenca mais frequente em adultos e também a mais solicitada nos servigos de
emergéncias.

O estresse pode causar diversas disfungbes e doengas como asma,
alergias, depressao, ansiedade crénica, resisténcia a insulina, desenvolvimento
de ulceras, disfungdes imunoldgicas e alteragcdes cardiovasculares (BRUDER-
NASCIMENTO, et al, 2013). O resultado da presente pesquisa demonstra o
que classicamente € discutido na literatura sobre associagcao do estresse e
transtornos cardiovasculares. As principais alteragdes suscitadas pelo estresse
sdo: hipertensao arterial, variabilidade na frequéncia cardiaca, disfungdes
sistdlicas e diastolicas (BRUDER-NASCIMENTO, et al, 2013).
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Embora n&o exista consenso sobre os mecanismos envolvidos entre a
hipertensdo e o estresse, evidéncias demonstram o aumento de peso da
adrenal somado a elevando niveis de corticosterona indicam aumento na
atividade HHA. O estresse pode induzir a hipertensdao devido ao sistema
hormonal envolvido na regulagdo do volume sanguineo. A esse sistema é dado
o0 nome de renina-angiotensina-aldosterona e também a adrenalina que é uma
aminas vasoativas. No presente estudo ndo pode ser verificada a influéncia do
sistema renina-angiotensina-aldosterona, porém pode-se associar com o
aumento da adrenalina devido a hipetrofia das glandulas adrenais, esses dados
corroboram com outros estudos. (BRUDER-NASCIMENTO, 2013; SANTOS,
2013; MALAGRIS E FIORITO, 2006).

Além disso, outro sistema importante envolvido tanto na hipertenséo
como no estresse refere-se a atividade da L-arginina e consequentemente de
Oxido Nitrico (NO) (BRUDER-NASCIMENTO, 2015; SANTOS, 2013;
MALAGRIS, 2004). A L-arginina € um aminoacido semi-essencial. Sua
producdo ocorre no intestino a partr da L-citrulina. E sintetizada
prioritariamente pelo rim e pelo figado e suas reservas sdo adquiridas de modo
endoégeno e exodgeno. A L-arginina depende fundamentalmente da sintese
realizada nos rins e tem fundamental participacéo na sintese de Oxido Nitrico
(NO) (MALAGRIS, 2004). O Oxido Nitrico (NO) representa um importante
vasodilatador, para que funcione corretamente necessita da liberacdo de
fatores de relaxamento e contragdo, o problema é que esses fatores séo
alterados tanto com o estresse crbénico e agudo quanto na hipertenséo.

O NO tem a funcédo de facilitador na liberacdo de neurotransmissores e
respostas imunolégicas. No entanto, quando submetidos a estresse ocorre uma
diminuigdo dos niveis de L-arginina. Essa diminuicdo pode estar relacionada a
um aumento no volume do plasma vascular ou a reducédo do lumem vascular
tanto em pesquisa com modelo animal quanto em humanos (MALAGRIS,
2004). Os resultados da pesquisa demonstram que apenas o grupo Ec
desenvolveu alteragdo na pressao arterial, portanto, pode-se sugerir que a
Baccharis dracunculifia evitou a hipertrofia cardiaca e alteragdo de pressao nos
grupos submetidos ao estresse nas doses de 100mg, 200mg e 400mg
indicando assim um efeito cardioprotetor. Esses resultados podem estar

relacionados ao principios ativos antioxidantes, anti-inflamatério e
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hepatoprotetor presentes na Baccharis dracunculifia (GUIMARAES et al, 2012;
ISLA et al 2009 e BIONDO et al, 2011).

Foram evidentes os beneficios do extrato da Baccharis dracunculifia
tanto em atividades mneménicas, em que a planta parece facilitar o processo
de aprendizagem, quanto seu efeito cardioprotetor em ratos wistar. No entanto,
mais estudos sido necessarios para compreender melhor os beneficios da

Baccharis dracunculifia e dos processos envolvidos no estresse cronico.
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CONSIDERACOES FINAIS

O objetivo geral desse estudo foi verificar os efeitos da administragao da
Baccharis dracunculifolia sobre parametros comportamentais, morfolégicos e
bioquimicos em ratos submetidos a um modelo de estresse crénico variado. De

acordo com os resultados e discussédo dos dados obtidos, pode-se sugerir que:

¢ A administracdo do extrato tipo tintura da Baccharis dracunculifolia sobre
a atividade locomotora e ansiedade de ratos submetidos a um modelo
de estresse cronico variado foi eficaz nas dosagens de 200mg/Kg e
400mg/Kg.

e Sobre os padrbes de comportamento alimentar pode-se perceber que os
ratos submetidos a um modelo de estresse crénico variado ingeriram
maior quantidade de alimentos palataveis e na literatura sdo descritos
como comfort foods.

e No que se refere a memoédria de trabalho, ndo houve diferenga entre
grupos. No entanto, os animais dos grupos de 100mg/kg e 200mg/kg
apresentaram maior rapidez para aprendizagem e memoria de
referéncia quando comparado aos grupos Ec e 400mg/kg.

e A pressao sistélica dos animais do grupo Ec foi significativamente
superior aos demais grupos.

e Os niveis de corticosterona estavam reduzidos nos animais submetidos
ao extrato tipo tintura da Baccharis dracunculifolia nas dosagens de
100mg/kg e 200mg/kg

Em sintese, pode-se afirmar que a o extrato tipo tintura da Baccharis
dracunculifolia foi eficaz em diferentes dosagens na analise dos parametros

acima citados.
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