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Resumo

Estresse é a resposta aos diferentes estimulos que o organismo sofre em busca de
adaptacdo a homeostasia. Devido sua alta incidéncia, diversos modelos
experimentais estdo sendo desenvolvidos para a melhor compreensao de sua inter-
relacdo com outros 6rgdos. Neste contexto, o objetivo deste estudo foi avaliar os
efeitos do estresse fisico e psicolégico juvenil sobre as glandulas suprarrenais de
ratos no que se refere aos aspectos morfoldgicos, pois tais glandulas apresentam
relacdo direta com situacdes de estresse. Para tanto, as glandulas suprarrenais
destes animais foram processadas e coradas com hematoxilina-eosina e analises
morfolégicas da medula e do cortex foram realizadas por meio de morfometria e
quantificacdo por planimetria. Os resultados obtidos ndo demonstraram alteracdes
significativas em relacdo a area de superficie e espessura das suprarrenais,
indicando adaptacao dos animais aos fatores estressantes aqui estudados. Conclui-
se assim que o periodo de exposicdo ao estresse € crucial as modificacdes
morfoldgicas de tais glandulas.

Introducao

O estresse € uma resposta complexa do organismo frente a diferentes estimulos,
aos guais o organismo busca adaptacao. A incidéncia do estresse vem aumentando
a cada dia, tornando este mal a grande preocupacéo do século. De acordo com a
presidente da Associacdo Internacional de Controle do Estresse (SA, 2017), o Brasil
€ o0 segundo pais que mais sofre as consequéncias do estresse, ficando atras
somente do Japao. No intuito de melhor compreender os mecanismos que envolvem
0 estresse e seus males associados, varios modelos experimentais, principalmente
modelos de estresse fisico e psicoldgico, estdo sendo realizados com o objetivo de
promover melhorias na saude. Estudos apontam que tanto o estresse fisico quanto o
psicolégico estdo diretamente relacionados as mudancgas quimicas e estruturais em
diversas regides do cérebro, especialmente no sistema limbico. O eixo hipotalamico-
pituitario-adrenal (HPA) € um conjunto de estruturas responsaveis pelo mecanismo
de resposta do corpo a situagcbes estressantes. O papel da glandula suprarrenal
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neste mecanismo € induzir a liberacdo de moléculas como adrenalina e
glicocorticoides nas situagdes de “luta ou fuga”, sendo portanto, fundamental nas
respostas ao estresse (GUEST et al., 2013). Neste contexto, o objetivo deste estudo
foi analisar os efeitos tardios do estresse fisico e psicologico sobre a morfologia das
glandulas suprarrenais de ratos submetidos ao estresse na fase juvenil.

Materiais e métodos

Todo protocolo experimental foi previamente aprovado pela Comissédo de Etica no
Uso de Animais (CEUA) da Universidade Estadual de Maringa (UEM), sob parecer
namero 4993050617.

Foram utilizados 21 ratos Wistar machos (Rattus novergicus) com 22 dias de idade
provenientes do biotério central da Universidade Estadual de Maringa (UEM) e
mantidos no biotério setorial do Departamento de Ciéncias Morfolégicas (DCM) da
UEM. Os animais foram aleatoriamente distribuidos em trés grupos (n=7): Controle
(C), Estresse Fisico (EF) e Estresse Psicolégico (EP). Os grupos EF e EP foram
submetidos a experimentos entre o 25° e 27° dias, por trés dias consecutivos.

Para o modelo experimental de EF, os animais foram colocados individualmente em
tubo flexivel de PVC com abertura frontal que permitia respiracdo, mas limitava os
movimentos. Este procedimento foi realizado em trés sessbes de 30 minutos cada,
com intervalos de 15 minutos entre as sessdes. No modelo experimental de EP os
animais foram colocados individualmente em uma caixa plastica transparente em
frente a outra caixa, com tela de arame onde, uma gata adulta foi alojada junto a 100
ml de sua urina. Os ratos foram mantidos na caixa em duas sessdes de 10 minutos
com intervalos de 05 minutos entre as sessoes.

Aos 64 dias de idade os animais de todos os grupos foram eutanasiados e a
laparotomia realizada para a retirada das glandulas suprarrenais. Os 6érgdos foram
incluidos em parafina a 58-62°C para obtencao de cortes semi-seriados de 10 um de
espessura, quando tanto a medula quanto o cortex da glandula suprarrenal eram
identificados. Uma a cada 5 seccdes aleatérias foram distribuidas em laminas e
coradas com hematoxilina-eosina. Foram realizadas 20 secg¢des para cada animal.
As glandulas suprarrenais foram analisadas por meio de dois métodos: planimetria e
morfometria. Para tanto, 7 sec¢fes aleatdrias de cada animal foram selecionadas. O
meétodo de planimetria foi utilizado para determinar a area de superficie da regiao
cortical e medular da glandula. Utilizou-se um sistema de analise de imagem (Image
Pré-Plus 4.0) associado a um microscépio 6ptico (MOTIC®) e camera de video.
Sobre as imagens da glandula foi colocado o sistema de planimetria, analisando-se
a quantidade de pontos que tocavam cada regido para estimar as areas. O método
de morfometria foi utilizado para determinar a espessura da regido cortical e medular
da glandula. Assim, foi utilizado um microscopio (Olympus) com ocular contendo
régua milimetrada (1 mm). Foram realizadas medidas correspondentes as
dimensdes horizontal, vertical e diagonal de cada corte, e, definidas as meédias
referentes as dimensdes citadas. Os resultados obtidos pelos dois métodos foram
expressos em pm e analisados no teste one-way ANOVA (GraphPad Prism 5®) e
pés-teste de Tukey.

Resultados e Discussao
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Os resultados referentes a planimetria mostraram (Figura 1.A) que a area de
superficie para regido cortical da glandula suprarrenal ndo foi estatisticamente
diferente entre os grupos analisados - C: 4.969.388 ym?, EF: 4.704.082 ym? e EP:
4.867.347 ym (F,18 = 0.29, p = 0.75). De igual modo, néo foi encontrada diferenga
significativa entre os grupos para os valores da area de superficie da regido medular
da glandula suprarrenal - C: 831.632,70 ymz2, EF: 857.142,90 um2 e EP: 846.938,80
MmM2 (F2,18 = 0.34, p = 0.96).

Os dados obtidos, referentes a morfometria demonstraram (Figura 1.B) que os
valores de espessura cortical do grupo C (298,60 um?), EP (307,23 ym?) e EF
(306,36 um?) ndo apresentaram associacao significativa (F,13 = 0.23, p = 0.79).
Além disso, também néo foi encontrada variacao (F; 15 = 0.59, p = 0.56) entre as
medidas de espessura medular do grupo C (308,34 um?3), EF (378,03 ym?) e EP
(285,35 um?).

O uso comparativo de dois métodos quantitativos diferentes (planimetria e
morfometria) demonstraram que tanto a area de superficie como a espessura das
regides medulares e corticais das glandulas ndo foram alteradas nestes modelos
experimentais de estresse. E possivel que o cértex e a medula da glandula
suprarrenal ndo tenham sido alterados em funcéo da intensidade e do tempo de
estresse ao qual os animais foram expostos, como observado nos experimentos de
Huzard et al. (2015), ou ainda em funcao do tempo transcorrido entre a sujeicao dos
animais ao estresse até a vida adulta, visto que o eixo HPA pode sofrer disfuncdes
durante o processo de envelhecimento (PIETRELLI et al., 2018). Além disso, sabe-
se gue uma resposta adaptativa (feedback negativo) busca atenuar os efeitos do
estresse, quando a situagéo ainda néao for cronica (GANNOUNI et al., 2014).
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Figura 1. A. Média da area de superficie cortical e medular da glandula suprarrenal obtidas por
planimetria + erro padrdo. C: Grupo controle, EF: Estresse fisico e EP: Estresse psicologico. B. Média
da espessura cortical e medular da glandula suprarrenal obtidas por morfometria + erro padréo.
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O peso corporal (F239 = 2.81, p = 0.72), 0 peso cerebral (F239 = 0.29, p =0.74) e 0
peso das glandulas suprarrenais direitas (F239 = 0.78, p = 0.46) e esquerdas (F239 =
2.97, p = 0.06) nao foram significativamente diferentes entre os grupos analisados,
ressaltando a coeréncia entre os resultados encontrados.

Conclusbes
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O presente estudo nao identificou alteragdes significativas em relagdo aos aspectos
morfologicos e quantitativos das glandulas suprarrenais de ratos adultos submetidos
aos modelos de estresse fisico e psicoldgico na fase juvenil do desenvolvimento.Tal
achado pode ser atribuido ao fato de que os modelos de estresse aqui induzidos
podem nao ter sido suficientes para predisporem alteracdes estruturais nestas
glandulas. Ademais, na fase juvenil do desenvolvimento a resposta ao estresse €
mais eficiente e pode ter havido adaptacdo no decorrer da vida dos animais em
funcao do eixo HPA.
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