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Resumo:

O fornice € uma regido do sistema limbico formada por feixes nervosos, constituido
principalmente por axénios e células da glia com participacdo na cognicdo e
transtornos mentais. O objetivo do estudo foi analisar os efeitos do estresse fisico e
psicologico na fase juvenil de ratos machos sobre o nimero de nucleos gliais e
analise da densidade optica no fornice. Foram analisados trés grupos: Controle,
Estresse fisico e Estresse Psicolégico. Os modelos de estresse foram executados
nos animais a partir dos 25 dias de vida pos-natal (P25), e na idade adulta, P90-P95,
foi realizada coleta dos encéfalos, que foram fixados e processados pela técnica de
Kliver-Barrera. A andlise da integridade da substancia branca por meio da anélise
da densidade 6ptica revelou que os modelos de estresse utilizados ndo induziram
alteracOes na integridade da substancia branca analisada em ambos os modelos de
estresse.

Introducéo

O fornice é uma regido de substancia branca que promove conexao hipocampo-
hipotalamo, e também hemisfério direito-esquerdo. Em funcdo destas conexdes,
acredita-se que tenha papel importante na cognicéo, especialmente o aprendizado.
A partir de suas conexdes com estruturas importantes do sistema limbico, sugere-se
entdo que a degeneracédo dos feixes do fornice pode preceder anormalidades e ter
conexdes com alguns transtornos, como comprometimento cognitivo e a atrofia
hipocampal (OISHI e LYKETSOS, 2016) e a anisotropia fracional da regiao
relacionada a esquizofrenia em pessoas portadoras do transtorno (KLAUSER et al.,
2018).

Estudos apontaram que individuos que sofreram estresse cronico e desenvolveram
transtorno de estresse poés-traumatico (TEPT) tiveram menor indice de anisotropia
(FA) em diferentes regides cerebrais. E estudos em roedores transgénicos para a
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proteina FKBP51 apresentaram maior anisotropia fracional em varias regides
cerebrais incluindo a regido do fornice (ENGEHLHARDT, et al., 2020).

Uma vez que o férnice esta relacionado a memdria episodica, e no TEPT h&
dificuldade de reduzir memadrias traumaticas, nossa hipotese € se o estresse infantil
provocaria alteracées anatdbmicas nesta regido. E para analisar a integridade da
substancia branca no fornice, realizamos preparados histolégicos da regido que
foram corados com histotécnica de Kluver-Barrera e analisados por meio de
densidade optica.

Materiais e Métodos

Foram utilizados Ratos Wistar machos (n=15) adquiridos do Biotério Central da
Universidade Estadual de Maringa, e distribuidos nos grupos: Estresse de
imobilizagcdo denominado Fisico (EF, n = 5), Estresse de Exposicdo ao predador
denominado Psicolégico (EP , n = 5) e Controle (n = 5). Os experimentos foram
realizados de acordo com os procedimentos experimentais aprovados pelo Comité
de Etica no Uso de Animais (CEUA) local (autorizagdo CEUA n° 499.305.061.7) da
Universidade Estadual de Maringa.

O EF foi aplicado entre os dias 25 e 27 pd6s-natal (P25-P27), onde os animais foram
colocados em um tubo de contencédo de plastico (10 cm x 4 cm) por trés periodos de
30 minutos, separados por intervalos de 15 minutos por 3 dias. O EP foi realizado
entre P25-P27, e consistiu em duas caixas adjacentes separadas, uma caixa (15cm
X 27cm x 21cm) para o rato e uma gaiola (80cm x 80cm x 60cm) para o gato. O
estresse ocorreu de forma individual entre os animais e teve duracdo de 10 minutos
por dois periodos, separados por intervalos de 5 minutos durante 3 dias. O grupo
controle recebeu apenas intervencées humanas relacionadas a limpeza da gaiola.
Apbs os procedimentos de estresse, os ratos foram deixados sem perturbacado até a
perfuséo.

Para a quantificagdo dos nucleos da glia, foram consideradas sec¢fes entre 0s
bregmas -0,12mm ao -4,68mm (PAXINOS e WATSON,1998), abrangendo 5 secc¢des
semi-seriadas e 2 campos de cada seccdo, sendo estes representativos do lado
direito e esquerdo, totalizando 10 campos para cada animal. Entdo foi realizada
quantificacdo dos nucleos de células gliais, considerando a calibracdo do do campo
teste utilizado, cada unidade ocular equivale a 12,5 um, assim, a area total analisada
por campo foi de 15.625 pum2 Para quantificacdo da densidade Optica foram
considerados seccbes entre os bregmas -0.36 e -0.60 (Paxinos e Watson, 1998),
onde para cada animal, foi capturado microfotografia das regides direita e esquerda
do férnice. As imagens foram processadas por meio do programa de analise de
imagem “imageJ”, onde foram obtidos dados da integridade da regido analisada.
Assim os dados foram expressos como média * desvio padrao (n/10.000 umz e foi
feita a andlise de variancia One-Way (ANOVA One-way) seguido do pos-teste Tukey
para comparacdo entre os grupos (GraphPad Prism 9.0), considerando um nivel de
significancia de 5% (p<0,05).

Resultados e Discussao
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Estudo anterior, com 0s mesmos animais apontou que a glandula supra-renal
também ndo sofreu alteracdo no peso ou morfoldégica (KATO et al., 2020). Esse
dado sugere que os modelos empregados nao foram toxicos a ponto de alterar
medidas como peso. Além disso, ha tendéncia de se recuperar 0 peso, € em nosso
estudo o periodo de recuperacdo pode ter sido um dos mecanismos. Infelizmente
neste estudo n&o verificamos os efeitos com pouco tempo de recuperagao.

Nossos resultados apontaram que houve reducédo no numero de nucleos gliais no
grupo estresse psicolégico comparado do grupo controle, no entanto nao foi
observado padrdo redutivo com relacdo a densidade optica no mesmo grupo, mas
as interpretacdes ainda sdo vagas, e nosso estudo parece ser 0 primeiro na
literatura a estudar a relacdo entre fornice e os modelos de estresse de imobilizacao
e exposi¢cdo ao predador. Sendo assim, ha necessidade de outros estudos sobre os
efeitos do tipo do estresse nesta area e, assim como os efeitos apos determinados
tempos de recuperacao para complementar os resultados.

Na fase juvenil de ratos de laboratorio entre P22 E P34 a mielinizacado do cérebro
ainda é incompleta, e para investigar a integridade do férnice, ao efeito do estresse
na fase juvenil, foi analisada a densidade Optica da regido, o que se refere ao grau
de enegrecimento das imagens processadas, onde quanto mais claro mais luz passa
pelo tecido, ou seja, ha um grau de mielinizacdo maior. Avaliamos o efeito de dois
modelos de estresse na fase juvenil, e verificamos que ambos os modelos, fisico e
psicologico ndo provocaram quaisquer alteracdes no parametro analisado.
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Figura 1 - Graficos representando os dados expressos como média + desvio padréo do peso corporal
(a) e cerebral (b) dos animais (cada grupo, n = 14). Grupo Controle (GC); Estresse Fisico (EF) e
Estresse Psicolégico (EP). Gréafico representando os dados expressos como média * desvio padréo
do nimero de nucleos gliais por hemisfério de cada grupo (c). Grafico representando os dados
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expressos como média + desvio padrdo da densidade éptica do férnice por animal. Hemisfério
Esquerdo (E); Hemisfério Direito (D).

Conclusoes

Nosso estudo nos permite concluir que os modelos de estresse em curta frequéncia
ndo provocaram alteragcdes anatdbmicas a longo prazo no férnice em relacdo a
integridade da substancia branca. Mas é preciso investigar se houve dano apos o
evento estressante e se houve a recuperacdo, ou se o0 modelo nao foi capaz de
provocar prejuizos morfologicos.
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