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Resumo

Introducdo: Hoje em dia o ser humano é frequentemente confrontado com situacoes
stressantes, que ao longo do tempo podem contribuir para o aparecimento de estados
patologicos. A influéncia do stresse sobre o comportamento e as estruturas cerebrais tem sido
extensivamente estudada, mas ainda nao existe consenso sobre a forma como este actua
sobre a amigdala, um componente essencial dos circuitos que medeiam a resposta ao stresse.
Assim, o presente estudo procurou avaliar o impacto do stresse crénico sobre a morfologia e

plasticidade sinapticas dos neurénios piramidais do nucleo basolateral da amigdala.

Métodos: Foi utilizado um modelo de stresse cronico imprevisivel, a que foi exposto um grupo
de ratos durante 28 dias, e avaliados diferentes parametros morfoldgicos da arvore dendritica
(comprimento dendritico, nUmero de dendrites basais, niUmero de ramificacoes, interseccoes
e comprimento da dendrite apical) e da plasticidade sinaptica (densidade total e por tipo de

espinha).

Resultados: O paradigma de stresse utilizado induziu uma diminuicdo da densidade total e
por tipo de espinha ao nivel dos segmentos dendriticos distais, o que representa uma
diminuicdo dos contactos sinapticos distais. Ao nivel proximal deu-se apenas uma reducao da
densidade de espinhas do tipo thick. Relativamente aos aspectos morfoldgicos, verificou-se
uma reestruturacao das dendrites apicais em resposta ao stresse, nao acompanhada por

quaisquer outras modificacdes estruturais.

Discussdao/Conclusdao: Os dados obtidos sugerem que a amigdala é uma estrutura
relativamente resistente aos efeitos do modelo de stresse utilizado, registando-se apenas um
efeito significativo sobre os mecanismos de plasticidade sinaptica e uma ligeira
reestruturacdo dendritica apical. Estes resultados contrastam com os obtidos com outros
paradigmas de stresse, nomeadamente o de stresse cronico de imobilizacdo. No entanto, a
traducao comportamental destes efeitos ndo foi analisada neste estudo, pelo que se abrem
novas linhas de investigacdo no sentido de compreender o real impacto dos efeitos estruturais

do stresse sobre as accoes dos organismos vivos.

Palavras-chave

Stresse cronico; amigdala basolateral; neurdnios piramidais; morfologia dendritica;

plasticidade sinaptica.



Abstract

Introduction: Nowadays human beings are frequently exposed to stressful situations, which
over time may contribute to the onset of pathological states. The influence of stress on
behavior and brain structures has been extensively studied, but there is still no agreement on
how it acts on the amygdala, an essential component of the neural circuits mediating the
stress response. Thus, this study was designed to evaluate the impact of prolonged stress on

the morphology and synaptic plasticity of basolateral amygdala pyramidal neurons.

Methods: We used a chronic unpredictable stress paradigm, to which we exposed a group of
rats for 28 days. We then analyzed different morphological parameters of the dendritic tree
(dendritic length, number of basal dendrites, number of intersections and length of the apical

dendrite) and synaptic plasticity (total and specific density of spines).

Results: Chronic stress exposed animals shown a significant reduction in distal spine density,
which represents a decrease of distal synaptic contacts. Proximally, there was only a
reduction on the density of thick spines. The morphological analysis revealed that chronic
stress induced dendritic reorganization limited to the apical tree, which was not associated to

other structural changes.

Discussion/Conclusion: Our data suggest that the amygdala is relatively resistant to chronic
unpredictable stress. We found chronic stress induces subtle effects over synaptic plasticity
mechanisms and dendritic remodeling, but the behavioral correlates of these effects were not
studied. These results clearly contrast with those obtained with other stress paradigms,
particularly with chronic immobilization stress. Further studies need to be done in order to

understand the real impact of the structural effects of stress on behavior.

Keywords

Chronic unpredictable stress; basolateral amygdala; pyramidal neurons; dendritic

morphology; synaptic plasticity.
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Introducao

O stresse esta continuamente presente na vida quotidiana e o seu impacto sobre a salude e o
comportamento € cada vez mais reconhecido, sendo varios os estudos que procuram

compreender os seus efeitos sobre a funcao e estrutura cerebral.

Perante um stressor, a classica resposta de “fuga ou luta” é iniciada pela activacdo do eixo
hipotalamo-hipéfise-adrenais (HHA), com producao hipotalamica de hormona de libertacao de
corticotropina (CRH) e vasopressina e consequente libertacao de corticotropina (ACTH) pela
hipofise anterior. Esta estimula o cortex adrenal, levando a elevacdo temporaria de
corticosteréides em circulacdo. Simultaneamente ocorre activacdo do sistema nervoso
auténomo e aumento da secrecdo de catecolaminas, que, juntamente com os glucocorticdides
e outros neuropéptidos, contribuem para uma adequada resposta ao stresse. Esta traduz-se, a
nivel comportamental, num aumento do estado de alerta, vigildncia e atencéo.'?
Gradualmente surgem os efeitos da regulacdo génica mediada pelos corticosterdides, através
da accao sobre receptores de mineralo- e glucocorticoides, expressos em varias estruturas
cerebrais. Os receptores de mineralocorticoides sdo responsaveis pela manutencdo da
excitabilidade e integridade estrutural das redes neuronais, estando ainda envolvidos no
processo de avaliacao da informacao sensorial e sua organizacao. Por sua vez, os receptores
de glucocorticoides encontram-se associados ao término da resposta ao stresse, normalizacao

da homeostasia e armazenamento de informacéo Util para eventos futuros.*

Assim, a normal resposta ao stresse é essencial para garantir a sobrevivéncia do organismo. A
presenca de um stressor ao longo de varios dias (stresse créonico) ou uma funcao
adrenocortical e autonémica excessiva ou inadequada (traduzida numa elevacao persistente

dos niveis plasmaticos de corticosterdides) constitui uma ameaga a integridade fisiologica e

2,3

psicologica de um individuo, produzindo alteracdes comportamentais profundas em

humanos e roedores, manifestadas por sintomas depressivos, estados de ansiedade e déficits
de memoria e aprendizagem®’ e aumentando o risco de obesidade abdominal, osteoporose e

problemas cardiovasculares.”

Ao longo dos anos, varios estudos tém explorado o impacto profundo do stresse crénico sobre

a plasticidade neuronal de varias areas cerebrais, em particular do hipocampo,®'° cértex pré-

12,13 A2,3,14

frontal (PFC)"" e amigdala, estruturas limbicas envolvidas na regulacdo do eixo HH e

cuja remodelacao resulta na modificacao de respostas fisiologicas e comportamentais, como a

memodria, flexibilidade mental e outros processos cognitivos, agressao e ansiedade.*'""



Diferentes modelos de stresse cronico tém evidenciado resultados consensuais ao nivel do
hipocampo e PFC, estando descritos efeitos como a reorganizacdo frontoestriatal,’"'®
retraccao dendritica e diminuicdo da densidade de espinhas nos neuronios destas
estruturas.'”%°
Em sentido contrario, os dados nao sdo unanimes relativamente aos efeitos estruturais do

stresse cronico na amigdala.

Esta estrutura limbica, localizada na regiao antero-medial do lobo temporal, encontra-se
envolvida na atribuicdo de significado emocional a estimulos ambientais e na regulacdo das
respostas fisiologicas e comportamentais a esses estimulos.?'?* Na resposta ao stresse
desempenha um papel de regulacao do eixo HHA ao exercer sobre este uma accao
excitatoria,” além de intervir na modulacdo dos efeitos do stresse sobre a consolidacdo da

memoria."

A amigdala, nomeadamente o complexo basolateral, tem sido implicada numa variedade de
paradigmas de aprendizagem em que existe um componente de avaliacdo, sendo responsavel
pela formacdo de associacdes estimulo-recompensa, aprendizagem e processamento de
estimulos aversivos, antecipacdo de recompensas e atribuicao de significado motivacional ao
resultado de uma accdo.”**?® Encontra-se ainda envolvida nos circuitos que controlam o
comportamento alimentar, o condicionamento do medo e a ansiedade.'>"318:2123,29-31

Em termos estruturais, as modificagcdes produzidas pelo stresse sobre a amigdala diferem das
observadas no hipocampo em dois pontos cruciais: o sentido da reorganizacdo dendritica e a

reversibilidade do processo.

Estudos que utilizaram modelos de stresse cronico de imobilizacdo revelaram hipertrofia
dendritica, aumento do numero de ramificacées dendriticas e da densidade de espinhas
proximais em neurdnios piramidais da amigdala basolateral (BLA). Esta reorganizacao
neuronal acompanha-se por um aumento do comportamento ansioso avaliado no paradigma de
elevated plus maze.">'>'®?° Ao contrario do que ocorre no hipocampo, estes efeitos sdo

persistentes, mantendo-se mesmo apds um periodo de recuperacdo de 21 dias.?’

Procurando mimetizar a elevacao de corticosterdides que normalmente ocorre em resposta ao
stresse, estudos utilizando a injeccao cronica de corticosterona evidenciaram resultados
contraditorios, descrevendo-se hipertrofia dos neurdnios piramidais da BLA e aumento da
ansiedade num estudo realizado por Mitra et al'’ e reportando-se uma auséncia de

modificacdes estruturais noutro estudo conduzido por Pégo et al.*'



Estas diferencas podem explicar-se pelo facto de poder verificar-se uma habituacao da
. a1s .~ . 33,34
resposta ao stresse nos paradigmas que utilizam exposicao repetida ao mesmo stressor.
Assim, no sentido de reduzir esta adaptacao e melhor reproduzir a variabilidade de stressores
encontrados no dia-a-dia, desenvolveram-se protocolos de stresse cronico imprevisivel (CUS),
que envolvem a exposicdo a stressores fisicos e psicolégicos aleatérios.'" 83!
Estudos realizados com este paradigma de stresse tém mostrado efeitos curiosos quando
comparados com os de stresse cronico de imobilizacdo. Se ao nivel do hipocampo produzem

8

as mesmas modificacdes mas em menor intensidade,’ ao nivel da amigdala tal ndo se

verifica. De facto, os efeitos sao totalmente diferentes conforme a populacao de neurdnios

analisada: neurdnios piramidais ndo sofrem qualquer tipo de reestruturacdo,'?'®*

enquanto
os neurénios bipolares mostram atrofia dendritica.’® Esta remodelacdo neuronal da-se,

portanto, em sentido oposto a que ocorre com protocolos de stresse cronico de imobilizacao.

Assim, dada a divergéncia de resultados encontrados consoante o paradigma de stresse
utilizado e tendo em conta o envolvimento da amigdala numa série de accbes
comportamentais e o seu papel modulatorio da resposta ao stresse, o presente estudo
pretende avaliar o impacto estrutural de um modelo de stresse mais relevante para a
patologia humana (CUS),"®** ndo s6 ao nivel da morfologia da arvore dendritica dos neurdnios
piramidais, mas também ao nivel dos contactos sinapticos estabelecidos proximal e

distalmente.



Métodos

Animais e tratamentos

As experiéncias foram conduzidas de acordo com a regulamentacao local (Directiva da Uniao
Europeia 86/609/EEC) e guidelines sobre tratamento e experimentacdo em animais do

National Institute of Health e aprovadas pela Direccao Geral de Veterinaria.

Ratos Wistar macho adultos (Laboratérios Charles River, Barcelona, Espanha), com dois meses
a data de inicio da experiéncia, foram mantidos em grupos de dois animais em condicoes
laboratoriais standard (ciclos artificiais de luz-obscuridade de 12h - luzes acesas das 8h00-
20h00; temperatura ambiente 22°C; acesso a agua e comida ad libitum). Um grupo de dez
ratos foi submetido a quatro semanas de CUS. Resumidamente, os animais foram expostos a
diferentes stressores, uma vez por dia, durante uma hora. Os stressores (agua a 18°C,
vibracao, imobilizacdao, overcrowding, exposicao a um fluxo de ar quente) foram
apresentados aleatoriamente ao longo da experiéncia. Este paradigma de stresse mostrou, em
estudos anteriores, ter resultado em elevacado dos niveis plasmaticos de corticosterona, o
principal glucocorticéide no rato.'® O grupo de animais controlo (CONT) foi manipulado

cuidadosamente durante o mesmo periodo de quatro semanas.

O peso corporal dos animais foi monitorizado semanalmente ao longo do estudo, tendo sido
também determinado o peso do timo post-mortem; ambos os dados informam sobre a eficacia
do tratamento. Foram ainda determinados os niveis serologicos de corticosterona usando um
kit ELISA (R&D Systems, Minneapolis, MN); o soro foi colhido entre as 8h00 e 9h00.

Procedimentos histolégicos

Um dia apods a ultima sessao de stresse, os ratos foram perfundidos com solucéo salina 0,9%
sob anestesia com pentobarbital e processados de acordo com o protocolo de Gibb & Colb.*
Resumidamente, os cérebros foram removidos e imersos durante catorze dias em solucao
Golgi-Cox (solucao 1:1 de dicromato de potassio 5% e cloreto de mercurio 5% diluida em
solucdo de cromato de potassio 5%, 4:10 - Glaser & Van der Loos*®) e depois transferidos para
uma solucao de sacarose 30% (minimo 3 dias). Seguidamente foram cortados no vibratomo em
seccOes coronais de 200 um de espessura, que se colocaram em sacarose 6% e seguidamente

sobre laminas de microscopia gelatinizadas. Subsequentemente foram alcalinizadas em
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aménia 18.7%, fixadas em Kodak Rapid Fix (preparado de acordo com instrucdes da
embalagem, omitindo a solucao B), desidratas em etanol, limpas em xileno, montadas e

cobertas com lamela.

Analise de dendrites

Foram analisados neurdnios piramidais do nlcleo basolateral da amigdala. Estes sao
identificados pela sua configuracao caracteristica: corpo celular piramidal do qual partem
trés a sete dendrites, uma das quais sendo geralmente de maior calibre e por isso comparada
a dendrite apical dos neurdnios corticais. As dendrites secundarias e terciarias destes
neurdnios sdo ricas em espinhas.”' Os critérios utilizados para seleccdo de neurénios para
reconstrucao foram: (i) impregnacdo completa dos neuronios ao longo de todo o comprimento
da arvore dendritica; (ii) dendrites sem interrupgdes significativas dos ramos; (iii) neurdnios
relativamente isolados de outras células, de forma a evitar interferéncias com a analise; e
(iv) auséncia de alteracdes morfologicas atribuiveis a incompleta impregnacao dendritica pela

coloracao Golgi-Cox.

Para cada neuronio selecionado, todos os ramos da arvore dendritica foram reconstruidos a
magnificacdo 600x com lente de imersao, usando um microscépio motorizado (Axioplan 2,
Carl Zeiss, Alemanha) com uma camara acoplada (DXC-390, Sony Corporation, Toquio, Japao)
e software Neurolucida (Microbrightfield, VT). A analise tridimensional dos neuronios

reconstruidos foi realizada com o software NeuroExplorer (Microbrightfield).

Foram estudados trés neurdnios por rato de cada um dos dois grupos experimentais (cinco
ratos por grupo, selecionados aleatoriamente) e analisados varios aspectos da morfologia
dendritica. Para avaliar alteracbes globais realizou-se a comparacao entre grupos do
comprimento total e nimero de dendrites e nimero de ramificagbes das dendrites basais e
apicais. Diferencas no arranjo da arvore dendritica foram estudadas usando-se uma versao
tridimensional da analise Sholl, determinando-se o nimero de interseccées de dendrites em
esferas concéntricas posicionadas a intervalos radiais de 20 pm e medindo-se o comprimento

da arvore dendritica localizada entre duas esferas consecutivas.

Para analise do nimero e densidade (espinhas por micrometro) de espinhas foram
seleccionados segmentos dendriticos proximais e distais paralelos ou em angulo agudo em
relacao a superficie coronal do corte. As espinhas dos segmentos seleccionados foram

classificadas em thin, thick, mushroom e ramified, sendo calculada a proporcao de espinhas



de cada categoria para cada neurdnio, o que permitiu a avaliacao de alteracdes na morfologia
das espinhas.

Andlise estatistica

A analise estatistica foi efectuada com recurso ao software SPSS Statistics 19 ®.

Para estudo das variaveis continuas foi utilizado o teste T de Student e o teste U de Mann-
Witney, para amostras com e sem distribuicao normal, respectivamente. A distribuicao das
variaveis quanto a normalidade foi calculada através do teste de Shapiro-Wilk. Na analise
Sholl foi utilizado o teste de repeated measures. Todos os resultados foram expressos como

média + erro padrdao da média. A significancia estatistica foi aceite para valor p <0,05.



Resultados

Efeito do stresse crénico sobre o arranjo da arvore dendritica

A exposicdo a CUS nao resultou em diferencas significativas sobre o comprimento dendritico
dos neuronios piramidais da BLA de ambos os grupos experimentais, quer a nivel apical
(CONT: 1217,41 + 82,23; CUS 1219,45 + 111,38; P = 0,988), basal (CONT: 1853,73 + 113,26;
CUS 1839,48 + 217,43; P = 0,952) ou total (CONT: 3071,14 + 116,67; CUS 3058,93 + 260,47; P =
0,965) (Tabela 1 e Figura 1 (A)). Do mesmo modo, o modelo de stresse utilizado nao afectou o
numero total de ramificacdes apicais (CONT: 5,50 + 0,65; CUS: 5,93 = 0,73; P = 0,665) nem o
numero de dendrites basais por neurdnio (CONT: 3,63 + 0,27; CUS: 3,60 + 0,27; P = 0,935)
(Figura 1 (B) e (C)).

Tabela 1- Efeitos do stresse cronico sobre o comprimento dendritico dos neurdnios piramidais da BLA.
Nao se registaram diferencas estatisticamente significativas (p <0,05) entre grupos experimentais
decorrentes da exposicao a stresse prolongado. Os resultados estdo expressos como média + erro padrao
da média. Para estudo de diferencas entre grupos foi utilizado o teste T de Student.

Controlo Cus Valor p
Comprimento dendritico apical (um) 1217,41 + 82,23 1219,45 + 111,38 0,988
Comprimento dendritico basal (um) 1853,73 + 113,26 1839,48 + 217,43 0,952
Comprimento dendritico total (um) 3071,14 + 116,67 3058,93 + 260,47 0,965
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Figura 1 - Analise do arranjo da arvore dendritica dos neurdnios piramidais da BLA. Comprimento
dendritico (A). Nimero de ramificacbes da dendrite apical (B). Nimero de dendrites basais (C). Nao
foram observadas diferencas estatisticamente significativas entre grupos para os varios parametros
morfoldgicos. Os resultados estdao expressos como média + erro padrao da média. Para estudo de
diferencas entre grupos foi utilizado o teste T de Student para todas as variaveis.



A analise Sholl dos segmentos dendriticos apicais (Figura 2 (A) e (C)) revelou que a exposicao
a CUS resultou numa maior arborizacdo dendritica proximal, evidenciada pelo aumento do
comprimento e nimero de interseccoes a uma distancia de 100 pm a partir do corpo celular
(comprimento - CONT: 87,72 + 10,30; CUS: 125,96 + 11,59; P = 0,019; nimero de interseccoes
- CONT: 3,42 + 0,38; CUS: 4,73 + 0,43; P = 0,030). A nivel apical verificou-se ainda uma
diminuicdo da ramificacdo dendritica distal, traduzida pela reducdo do numero de
interseccoes nos neuronios do grupo de stresse para uma distancia de 240 pym a partir do
corpo celular (CONT: 2,47 + 0,26; CUS: 1,57 + 0,29; P = 0,026).

Relativamente aos segmentos dendriticos basais, a analise Sholl ndo mostrou diferencas entre

o grupo controlo e de stresse (Figura 2 (B)).
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Figura 2 - Analise Sholl do arranjo da arvore dendritica dos neuronios piramidais da BLA. NUmero médio
de interseccoes dos ramos dendriticos apicais (A) e basais (B) entre raios consecutivos de 20 um.
Comprimento médio dos ramos dendriticos apicais entre raios consecutivos de 20 um (C). Diferencas
estatisticamente significativas entre grupos estdo indicadas com *, que representa valor p <0,05. Os
resultados estdo expressos como média + erro padrao da média.
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Efeito do stresse crénico sobre a densidade de espinhas

dendriticas

Ao nivel dos segmentos dendriticos proximais, verificou-se uma auséncia de diferencas na
densidade total de espinhas nos neuronios dos dois grupos considerados (CONT: 0,43 + 0,03;
CUS: 0,36 + 0,04; P = 0,166). No entanto, apds analise por tipo observou-se uma reducao da
densidade de espinhas thick nos neurdnios do grupo de stresse (CONT: 0,25 + 0,02; CUS: 0,17
+ 0,02; P =0,006). A densidade dos restantes tipos de espinhas nao sofreu qualquer alteracao
em consequéncia da exposicao a stresse prolongado (thin: CONT: 0,05 + 0,01; CUS: 0,06 +
0,01; P =0,528; mushroom: CONT: 0,12 + 0,01; CUS: 0,13 + 0,02; P = 0,844; ramified: CONT:
0,01 £ 0,004; CUS: 0,01 + 0,002; P = 0,546) (Figura 3 (A)).

Relativamente aos segmentos dendriticos distais, verificou-se uma diminuicao
estatisticamente significativa da densidade total (CONT: 0,61 + 0,04; CUS: 0,38 + 0,03; P =
0,000) e por tipo de espinha (thin: CONT: 0,16 + 0,02; CUS: 0,10 + 0,02; P = 0,044;
mushroom: CONT: 0,22 + 0,02; CUS: 0,13 + 0,01; P = 0,002; thick: CONT: 0,21 + 0,02; CUS:
0,14 + 0,01; P = 0,010; ramified: CONT: 0,03 + 0,01; CUS: 0,01 + 0,003; P =0,026) nos

neuronios do grupo de stresse (Figura 3 (B)).
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Figura 3 - Classificacdo morfologica das espinhas dendriticas. (A) Fotografia de grande ampliacao (600x)
onde se representam as diferentes categorias morfologicas utilizadas para classificar as espinhas
dendriticas. Thin - seta Unica; mushroom - seta espessa; thick - dupla seta; ramified - ponta de seta.
Analise da densidade de espinhas nos segmentos dendriticos proximais (B) e distais (C) dos neurdnios
piramidais da BLA. Verificou-se um efeito estatisticamente significativo (*p <0,05) sobre a densidade de
espinhas thick a nivel proximal e sobre a densidade total e por tipo todos os tipos de espinha nos
segmentos dendriticos distais. Os resultados estdo expressos como média + erro padrao da média. Para
estudo de diferencas entre grupos foi utilizado o teste T de Student para todas as variaveis excepto para
a variavel thin, em que se usou o teste estatistico U de Mann-Whitney.
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Discussao

Um dos objectivos do presente estudo consistiu na analise morfologica da arvore dendritica
dos neuronios piramidais da BLA apo6s exposicao a stresse prolongado. Neste aspecto, e

12,13,18,29 0 mOdelo

contrariamente aos efeitos verificados com stresse cronico de imobilizacao,
utilizado nao produziu quaisquer diferencas entre o grupo de stresse e controlo,
nomeadamente ao nivel do comprimento dendritico. Tais resultados estdao de acordo com o
descrito em trabalhos que utilizaram o mesmo protocolo de stresse. '®*'

Um estudo recente realizado no nosso laboratoério® procurou correlacionar as modificacdes
estruturais produzidas sobre a BLA e nlcleo da estria terminal (BNST) com os efeitos
comportamentais resultantes da exposicdo a stresse prolongado. Verificou-se uma auséncia de
alteracbes ao nivel da amigdala e hipertrofia neuronal no BNST associadas a um aumento do
comportamento ansioso. Assim, os autores concluiram que o BNST, mais do que a amigdala,
podera estar envolvido nos circuitos que controlam a ansiedade. Na mesma linha de
pensamento, tendo em conta que modelos de stresse cronico de imobilizacdo resultam em
hipertrofia neuronal na amigdala, este estudo propde que tal alteracdo morfoldgica podera
correlacionar-se com a inducao de um estado de medo (em oposicao a ansiedade), gerado
pela agressividade e incapacidade de fuga associadas ao modelo de imobilizacao. Assim, os
dados encontrados no presente estudo poderao ajudar a reforcar a justificacao avancada por

l31

Pégo et al*' para as diferencas estruturais obtidas com os varios modelos de stresse.

No entanto, a exposicao a stresse crénico induziu uma reestruturacdao da arvore dendritica
apical, ndo acompanhada por alteracées no comprimento ou nimero de ramificacoes totais

por neurdnio. Esta reorganizacdo apical induzida pelo stresse cronico é semelhante a

16,37-41 17,18,41-43
c

observada em neuronios piramidais de determinadas regides do PF e hipocampo.

Para além da remodelagdo dendritica, também os mecanismos de plasticidade sinaptica, que
promovem a adaptacao do organismo ao meio envolvente, podem ser afectados por stresse
psicoldgico ou fisico prolongado. Tal contribui para a desregulacdo e desequilibrio na
conectividade entre estruturas cerebrais, o que podera estar implicado na génese de doencas
psiquiatricas, neurolégicas e no declinio cognitivo relacionado com a idade.** Assim,

considerando os efeitos ja descritos ao nivel de outras estruturas,’**

procurou-se analisar o
numero e densidade de espinhas em segmentos dendriticos distais e proximais dos neurdnios

piramidais da amigdala.

Relativamente a esta estrutura, os dados existentes revelam um aumento da densidade de

espinhas nos segmentos peri-somaticos das dendrites primarias e secundarias de neuronios
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piramidais, apds exposicao a stresse cronico de imobilizacdo.'>"* No entanto, dez dias de CUS

l12

nao induziram quaisquer alteracdes a este nivel.'” Até ao momento, apenas o estudo de Pégo

et al*'

empregou o mesmo modelo de stresse e no mesmo periodo que o do actual trabalho;
contudo, diferencas metodologicas na analise de espinhas impossibilitam a comparacao de
achados. Contrastando com os efeitos descritos anteriormente, os resultados obtidos
mostraram uma auséncia de diferencas na densidade total de espinhas nos segmentos
dendriticos proximais de grupos de stresse e controlo. No entanto, tendo em conta que
existem diferentes tipos de espinhas e que mudancas na sua morfologia poderao estar
associadas a diferentes funcoes, as variacoes dos tipos de espinhas tém recebido cada vez
mais importancia.>* De facto, apés a andlise por tipo, verificou-se uma diminuicio
estatisticamente significativa na densidade de espinhas thick no grupo de stresse. Por
estarem mais fortemente acopladas a dendrite, julga-se que alteracdes na densidade deste

tipo particular de espinhas possam ter um maior impacto sobre a excitabilidade neuronal.*

Até ao momento, nao existem estudos que tenham avaliado os efeitos do stresse cronico
sobre os ramos distais dos neurdnios piramidais da amigdala em termos de densidade e
morfologia das espinhas. Contudo, esta analise foi realizada no presente estudo, que revelou
uma diminuicdo da densidade total e de todos os tipos de espinha nos neuronios do grupo
sujeito a stresse, o que se traduz numa menor densidade de contactos sinapticos a nivel
distal.

Ao contrario dos segmentos dendriticos peri-somaticos, que recebem input maioritariamente
inibitorio proveniente dos interneuronios GABAérgicos locais, tronco cerebral e prosencéfalo

|,* as porcdes distais das dendrites dos neurdnios piramidais sao o principal alvo das

basa
projeccdes mesolimbicas dopaminérgicas para a BLA.“® Este input tem origem na &rea
tegmental ventral e substantia nigra e desempenha um papel importante na aprendizagem
estimulo-recompensa e no condicionamento do medo.’*** O cértex cerebral, talamo e
projeccdes inter- e intra-nucleares estabelecem contactos excitatorios glutamatérgicos
também a nivel distal, pelo que as terminagées dopaminérgicas poderdo exercer um papel
modulatério sobre estes contactos sinapticos. 4481

Estudos realizados com um protocolo de CUS demonstraram uma reducao dos niveis de
dopamina em regibes cerebrais que projectam para a amigdala, nomeadamente o hipocampo,
estriado e PFC.>>> Um outro estudo observou ainda uma diminuicdo dos neurénios tirosina

hidroxilase-imunorreactivos ao nivel do estriado, area tegmental ventral e substantia nigra.>*

Dada a importancia destas projeccbes excitatorias para o nlcleo basolateral, e tendo em

conta que a densidade de espinhas num determinado segmento dendritico podera traduzir o

5

estado de potenciacdo dessas sinapses, a diminuicdo da densidade de espinhas distais
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observada no presente estudo podera representar uma menor activacdao da amigdala em
consequéncia dos efeitos do stresse sobre as estruturas que com ela contactam. Estas
alteracdes, aliadas a retraccao dendritica observada nos segmentos distais das dendrites

apicais, poderao resultar em circuitos neuronais funcionalmente diferentes.>

De facto, esta demonstrado que alteracdes da plasticidade neuronal induzidas pelo stresse

11,16,34,41

podem resultar numa comunicacdo anomala entre diferentes estruturas cerebrais o}

que pode reflectir-se em comportamentos disfuncionais.*"">’

No entanto, a traducao
comportamental destes efeitos estruturais nao foi analisada neste estudo, assim como nao
foram avaliadas eventuais alteracées morfoldégicas noutros tipos de neurénios da amigdala
nem em estruturas cerebrais que recebem projeccbes deste nucleo amigdaloide. Tal
informacao contribuiria para melhor compreender o real impacto do stresse cronico sobre a
amigdala e correlacionar estas alteracdées com as que se produzem noutras estruturas, como o
PFC ou o hipocampo. Porém, dado o papel central da amigdala nos circuitos que controlam a
consolidacio de memorias e a aprendizagem e expressdo do condicionamento do

med015,21,30,31,48

€ possivel que estes comportamentos sofram alteracées decorrentes da
exposicdo a CUS. Contudo, até ao momento existe apenas um estudo®' que avalia o impacto
deste paradigma de stresse sobre a estrutura da BLA e o correlaciona com a expressao do
medo; os seus resultados contrastam claramente com os obtidos com um protocolo de stresse
de imobilizacao.***®

A amigdala é ainda um componente importante dos circuitos que medeiam a tomada de
decisdo.?**? Estudos em humanos e roedores mostram que lesdes ou inactivacdo da
amigdala afectam o processo de decisdo, gerando um padrdo de escolhas desvantajoso.”®®’
Por outro lado, um estudo recente® mostrou que a interrupcdo das conexdes entre a BLA e o
PFC e nucleus accumbens resulta num enviesamento das escolhas numa tarefa de risco. Nesta
perspectiva, seria interessante avaliar o impacto dos resultados obtidos neste estudo sobre o

processo de tomada de decisao.

Em suma, o presente estudo mostra que o stresse cronico imprevisivel provoca alteracoes
subtis sobre a amigdala, ao nivel da plasticidade sinaptica, e exerce uma accao selectiva
sobre as dendrites apicais, induzindo a retraccao dos segmentos mais distais. Assim, o
conjunto dos dados actuais aponta para a amigdala como uma estrutura relativamente
insensivel aos eventos stressantes, nao ocorrendo modificacdes estruturais significativas ou

aumento do comportamento de medo.*'

15



Conclusao

A amigdala é uma estrutura complexa, composta por varios niicleos, que contacta com uma
multiplicidade de estruturas cerebrais e esta envolvida na regulacdo de importantes accoes
comportamentais, como o medo ou a tomada de decisdao. Faz parte de uma intrincada rede
de estruturas cerebrais e sdo varios os neurotransmissores que sobre ela exercem a sua
influéncia. Tém sido varios os estudos que procuram avaliar as influéncias do stresse crénico
sobre esta estrutura, particularmente o nlcleo basolateral, mas ainda sdo poucos os trabalhos
que utilizam o paradigma de stresse imprevisivel, um modelo mais fidedigno no que diz
respeito a reprodutibilidade das condicdes a que os humanos estdo expostos no seu dia-a-dia.
O presente estudo vem comprovar que os dois paradigmas tém efeitos totalmente diferentes
sobre a BLA, verificando-se alteracbes subtis da plasticidade sinaptica apenas nos ramos mais
distais da arvore dendritica dos neurénios piramidais.

A diminuicao da densidade de espinhas representa uma diminuicao do fluxo de informacao
proveniente de outras estruturas, mas a relevancia funcional destas alteracdes ainda se
encontra por explicar, sendo necessarios estudos electrofisiologicos que procurem avaliar o
seu impacto sobre a excitabilidade neuronal. As razdes que estao na base destas alteracdes

também nao estao completamente esclarecidas e fogem ao ambito deste estudo.

Este estudo acrescenta ainda um dado interessante, relacionado com o efeito selectivo do
stresse cronico sobre o arranjo das dendrites apicais dos neurdnios piramidais da amigdala,
ainda nao descrito na literatura. Esta reestruturacao ocorre no mesmo sentido que a

observada em determinadas regioes do PFC e hipocampo.

Porque as diferentes estruturas cerebrais se organizam em redes neuronais complexas,
influenciando-se mutuamente, a compreensao das alteracoes provocadas pelo stresse exige a
realizacdo de mais estudos. Dada a complexidade e multiplicidade de efeitos observados até
agora, sO a integracdo dos dados referentes as varias estruturas cerebrais permitira ter um
vislumbre sobre os mecanismos que estdo na base de estados patologicos decorrentes da

exposicao cronica a stressores.
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