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Resumo:

Este estudo teve como objetivo investigar os efeitos tardios no comportamento e
neuroanatomia, da exposicdo ao estresse (psicologico e fisico) na fase infantil.
Foram utilizados 42 ratos da linhagem Wistar, divididos em trés grupos: Controle (C),
Estresse Fisico (EF-imobilizagdo) e Estresse Psicolégico (EP-medo do predador).
Com 25 a 27 dias de vida, os grupos EF e EP foram submetidos ao respectivo
paradigma de estresse. No EF os animais foram colocados individualmente em
tubos de plastico e mantidos por 30 minutos durante 3 sessGes com intervalo de 15
minutos entre cada sessdo. Para o EP, animais foram colocados dentro de caixa de
acrilico transparente colocada em frente a gaiola onde se encontrava um gato adulto
fémea. Os ratos permaneceram nesta caixa durante duas sessfes de 10 minutos
com intervalo de 5 minutos entre as sessdes. Aos 61 dias de idade foram
submetidos ao teste comportamental de reconhecimento de objeto, dividido em trés
fases diferentes, ap6s 15 minutos, 24 e 72 horas. ApO0s esse procedimento, 0s
animais foram sacrificados e 21 cérebros foram submetidos ao processo de
parafinacdo, e processados com a técnica histoldgica Luxol-fast blue contra-corado
com violeta cresil, a fim de realizar a quantificacdo da area de superficie das
camadas piramidais das regides CAl, CA3 e Giro Denteado do hipocampo. Os
resultados neuroanatdmicos e comportamentais evidenciaram que ambos 0S
modelos de estresse ndo provocaram alteracdes morfolégicas e cognitivas. Dessa
forma nossos resultados sugerem que o impacto de ambos modelos de estresse nao
foram toxicos para provocar danos a longo prazo.

Introducao

Ha grande interesse da comunidade cientifica no estudo do estresse e seus efeitos
nas diversas fases do desenvolvimento, uma vez que as areas do cérebro tais como
hipocampo, corpo amigdaloide, cortex pré-frontal em resposta a estimulos
estressores apresentam altera¢cdes quimicas e estruturais.

Certos periodos do neurodesenvolvimento tais como infancia e adolescéncia séo
mais sensiveis, com forte impacto sobre o comportamento na vida adulta (Toth,
2008). Estudos em roedores tém oferecido valiosas informacdes, nesses animais o
periodo da pré-puberdade ocorre entre 21 e 34 dias quando eles sdo sexualmente
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imaturos. No periodo pos-desmame, os filhotes estdo mais independente, porém
areas como hipocampo séo imaturas (Avital-Richter-Levin, 2005).

Algumas pesquisas mostram que 0 estresse nessa fase do desenvolvimento teria
impactos na vida adulta ( Avital and Richter-Levin, 2005; Brietzke et al., 2012). No
entanto, ha outros estudos que sugerem que 0 estresse infantii em um nivel
moderado n&o resulta em efeitos de longa duragéo (Ricon, Richter-Levin e Leshem,
2011; Chen et al, 2014), podendo até promover a resiliéncia do cérebro a eventos
estressantes na vida adulta (Ricon, Richter-Levin and Leshem, 2011).

Na tentativa de explorar mais esse fenbmeno que vem gerando contradicdes na
area, essa pesquisa avaliou os efeitos tardios da exposicdo ao estresse moderado
na fase infantil, observando seus impactos cognitivos comportamentais (memoria) e
neuroanatdmicos (area de superficie do hipocampo). Justifica-se o0 interesse no
hipocampo, pois ele esta relacionado com as fungdes cognitivas complexas como
memoria e 0s estudos dos efeitos do estresse promovido nessa area pelo abuso sao
contraditorios.

Materiais e métodos

Animais

Foram utilizados 42 ratos Wistar machos (Rattus novergicus). Os animais foram
aleatoriamente distribuidos em trés grupos com 14 animais em cada grupo: Estresse
Fisico (EF), Estresse Psicolégico (EP) e Controle (C). Todos os procedimentos
foram aprovados pela CEUA/UEM (prot. 4993050617).

Modelo experimental de estresse fisico e psicologico

EF: Os animais nas idades entre 25 e 27 dias foram colocados individualmente em
tubo flexivel de PVC (9,5 cm de diametro x 3,5 cm comprimento), provocando a
imobilizacdo temporaria dos ratos. O procedimento foi realizado, por trés dias
consecutivos, em trés sessbes de 30 minutos cada, com intervalos de 15 minutos
entre cada sessao.

EP: Os animais, nas idades entre 25 e 27 dias foram colocados individualmente em
caixa de plastico transparente (50 X 20 X 30 cm), a qual foi disposta em frente a
caixa (80 X 80 X 60) que continha o gato (fémea adulta) e 100 ml de urina do gato.
Cada rato foi colocado em sua respectiva camara durante 10 minutos, em seguida
foram conduzidos para sala onde permaneceram por 5 minutos, € na sequéncia
eram colocados novamente na caixa em frente o gato por mais 10 minutos. Este
procedimento foi repetido por trés dias consecutivos.

Teste de reconhecimento de objeto e quantificacao

No teste de reconhecimento de objeto cada rato foi colocado em uma caixa aberta
(70 x 70 x 50 cm). Aos 61 dias de idade realizou-se a fase de Habituag&o que foi
repetida durante trés dias consecutivos, e consistiu em colocar o animal no centro da
caixa sem qualquer objeto, permitindo ao animal explorar durante 10 minutos. Apdos
7 dias realizou-se a segunda etapa, de Familiarizacdo, os ratos foram colocados no
centro da caixa que continha dois objetos idénticos (tacas de vidro), permitindo que
o animal explorasse durante 3 minutos. Apoés o intervalo de 15 minutos este periodo,
foram novamente colocados na mesma caixa, contendo agora o velho objeto (taca
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de vidro) e um novo objeto (bola de vidro amarela), foi denominado teste 1 (T1). 24
horas depois foi realizado novo teste (T2), onde na caixa havia o velho objeto (taca
de vidro) e outro novo objeto (garrafa verde de plastico em formato de urso), onde
permaneciam durante 3 minutos. Este mesmo procedimento foi realizado apdés 72
horas (T3), o novo objeto foi um caixa de plastico quadrada.

Para quantificar o comportamento exploratério dos animais na arena, foi considerado
explorar apenas quando o animal tocava o objeto com nariz ou quando sua cabeca
estava direcionada para o objeto, e comportamentos como dar voltas em torno do
objeto ou sentar no objeto foram desconsiderados. O tempo foi considerado em
segundos, e quantificados por meio da seguinte formula:[tempo novo objeto /tempo
novo objeto+tempo velho objeto]. A analise estatistica empregada foi a ANOVA e
Post Test de Turkey.

Processamento histologico do cérebro e quantificacdo do hipocampo

Na idade adulta (em média 64 dias) os animais foram sacrificados e os cérebros
foram submetidos ao processo de parafinagcdo, seccionados com 16 pm de
espessura, e processados com a técnica histoldgica Luxol-fast blue contra-corado
com violeta cresil. Apés o primeiro corte coletado aleatoriamente, cada 102 seccéo
foi coletada. Para o hipocampo direito e esquerdo, foram consideradas a camada
piramidal das regides CAl, CA3, Giro Denteado. As imagens foram coletadas com
objetiva de 40X e projetadas em monitor por sistema de video microscopio Leica
modelo DMRE acoplado a camara de video Kappa CF 15/5 e sobreposto a esta tela
foi colocado sistema teste contendo 144 pontos, 0s pontos que tocaram a camada
piramidal foram considerados, para determinacdo da area de superficie. A analise
estatistica empregada foi ANOVA e Post Test de Tukey.

Resultados e Discussao

Os resultados comportamentais neuroanatbmicos e nao mostraram nenhuma
mudanca significativa entre os grupos, o teste one-way ANOVA para avaliagdo da
memoria de curto prazo (T1) foi (F.., = 4.18, p = 0.66), enquanto que para memoria
de 24 horas (T2) foi (F... = 2.63, p = 0.08), e para memodria de 72 horas (T3) foi de
(F..» = 0.008, p = 0.99). Ja o teste one-way ANOVA para o hipocampo direito nas
regides CALl foi (F..,, = 1.18, p = 0.33), na regiao CA3 foi (F,., = 0.26, p = 0.77), e
para GD foi de (F... = 0.61, p = 0.55). Para o hipocampo esquerdo nas regides CAl
foi (F.., = 2.03, p = 0.16), na regido CA3 foi (F.., = 0.83, p = 0.45), e para GD foi de
(F... = 0.006, p = 0.99). Esses resultados sugerem que o estresse em nivel
moderado ndo possui efeitos a longo prazo. Outras pesquisas, apontam que 0
estresse moderado na infancia poderia até promover a resiliéncia neuronal a
eventos estressores na fase adulta (Ricon, Richter-Levin e Leshem, 2011).

Conclusoes
Conclui-se gue o estresse provocado pelos modelos utilizados nesta pesquisa, tanto

EF quanto EP ndo foram suficientemente toxicos para causar alteracdes
neuroanatdbmicas ou comportamentais a longo prazo nos roedores. Surgindo a
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hipétese que o impacto do estresse nao foi téxico, ou o tempo decorrido apds o
evento estressante foi restaurador.
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