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RESUMO

Experiéncias ambientais ameacadoras tém efeito negativo, que variam conforme o
tipo de estresse e se configura como importante fator de predisposicdo aos
transtornos mentais. O objetivo do estudo foi analisar os efeitos do estresse por
isolamento social e imobilizacdo na fase juvenil de ratos machos e fémeas na
espessura do cortex pré-frontal (CPF) e corpo caloso (CC) e volume da camada
piramidal do hipocampo. Foram analisados trés grupos (machos e fémeas):
Controle, Estresse por isolamento social (EIS) e Estresse por imobilizagcéo (El) de
ambos 0s sexos. Os modelos de estresse foram executados nos animais entre os
dias 21 e 35 pdés-natal (P21-P35), e na idade P43 os encéfalos foram coletados e
processados pela técnica de Nissl. A analise da espessura do CPF e CC revelou
gue os modelos estressores induziram alteracées a sua morfologia, entretanto, ndo
demonstrou alteracdo sobre o volume das células do hipocampo analisadas. No
CPF houve reducéo de espessura nos animais que foram isolados, mas aumento
nos animais que foram imobilizados. Na espessura do CC detectamos aumento e
nenhuma alteracdo no hipocampo, com relacdo ao volume das regides CA1,CA3, e
Giro denteado.

INTRODUCAO

Experiéncias ambientais ameacadoras tém efeito negativo, que variam conforme o
tipo de estresse e se configura como importante fator de predisposicdo aos
transtornos mentais. No entanto, esses efeitos variam, e sdo considerados mal-
adaptativos em resposta ao estresse cronico neonatal, mas, paradoxalmente, podem
também gerar efeitos resilientes em resposta ao estresse psicolégico moderado e
previsivel. Estudos clinicos apontam efeitos anatdmicos e funcionais da exposi¢ao
ao estresse cronico, por ex. pessoas com Transtorno de Estresse Po0s Traumatico
(TEPT) apresentam também reducdo de volume do hipocampo (BREMNER et al.,
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2003), dependente do tempo e intensidade do estresse. No CC, principal feixe de
comunicacdo entre os hemisférios cerebrais, foram observadas alteracbes nos
oligodendrdcitos e mielina em diversos transtornos psiquiatricos, tais como a
depressao (FIELDS, 2008). Além disso, sugere-se também que o estresse precoce
alteraria o desenvolvimento normal do coértex pré-frontal produzindo maturacdo
precoce que teria efeito negativo sobre suas funcdes (TEICHER et al., 2003).

Nossa hipGtese é que a exposicdo ao estresse cronico nessa fase (infantil), pode
afetar o desenvolvimento normal destas areas cerebrais, e portanto de
comportamentos, exacerbando sua vulnerabilidade na vida adulta, o que
representaria do ponto de vista translacional sintomas das doencas mentais em
humanos, como depresséo e ansiedade. Assim, utilizamos dois modelos de estresse
a fim de compreender a neurobiologia do estresse nesta fase do
neurodesenvolvimento. O objetivo deste estudo foi verificar se 0 modelo de estresse
EIS e EI, na fase juvenil esta associado a alteragcbes na espessura do cortex pre-
frontal nas regides Cg3 e Cgl, na espessura da regido central corpo caloso e
volume da camada piramidal de diferentes regibes do hipocampo, areas
importantes na resposta ao estresse.

MATERIAIS E METODOS

Foram utilizados 43 filhotes de ratos Wistar (Rattus novergicus) provenientes de
ratas prenhas provenientes do Biotério Central da Universidade Estadual de
Maringad. As ninhadas, foram distribuidas em trés grupos: Controle (C) e Estresse
de Isolamento Social (EIS) e Estresse de imobilizagéo (El).

O EIS ocorreu entre os dias 21 e 35 pos-natal (P21-P35), os animais foram
colocados individualmente em caixas de propileno (30X20X13 cm), nas condi¢des
padrdo de biotério e foram apenas manipulados para manutencao padrdo de troca
de caixa (3x/semana). O El ocorreu entre os dias 21 e 35 pos natal (P21-P35), onde
0os animais colocados individualmente em um aparato cilindrico de propileno
transparente com 3 a 4 cm de didmetro e 9 a 12 cm de comprimento, com
perfuracdes, que permitem a respiracdo, mas nao permite movimentos. Os animais
permaneceram imobilizados diariamente por 2 horas, no periodo entre 10:00 -12:00
hr., em sala prépria para testes comportamentais. O grupo Controle recebeu apenas
intervencbes humanas relacionadas a limpeza da gaiola. Na idade de P43 os
animais foram submetidos a eutanasia, os encéfalos foram retirados e preparados
com técnica de Nissl para andlise morfométrica e estereoldgica.

Para a analise quantitativa da espessura do CPF, foram consideradas 3 seccbes
por animal, correspondentes aos bregmas 3.20mm, 2.70mm e 2.20mm,
consideradas aqui como secc¢bes I, IllIl. Com auxilio de régua contendo 1000
micrbmetros acoplada ao microscépio 6ptico Olympus BX40, e objetiva de 20x,
foram mensuradas as regibes Cgl e Cg3 do lado esquerdo e direito. Para
guantificacdo da espessura do corpo caloso, foram consideradas 5 secc¢bes por
animal, correspondendo respectivamente aos bregmas 2.28mm, 1.56mm, 1.20mm,
0,96mm e -0.48mm, onde foi mensurada a espessura de sua regido adjacente a
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fissura longitudinal do cérebro. Por fim, na quantificacdo do volume do hipocampo,
foram considerado as camadas de células piramidais, considerando 4 sec¢des por
animal, correspondentes aos bregmas 2.28mm ,2.92mm, 3.24mm e 3.60mm e por
meio do sistema teste de pontos, e principio de Cavalieri, foi determinado o volume
da camada piramidal das regides Cal, Ca2 e Giro Denteado. Todos os bregmas
aqui citados estao de acordo com (PAXINOS e WATSON, 1998).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Espessura do CPF.

Na andlise das regides Cg3 e Cgl, nao foram detectados alteragbes na regido Cg1l,
mas verificamos efeitos opostos na regido Cg3 nos modelos estudados. Enquanto
no grupo EIS houve reducdo na espessura na secc¢do Il e da média das seccgdes,
apenas no macho (fig. 1. a, b), no grupo EI houve aumento na espessura também
apenas nos machos (fig. 1. c, d). Nosso resultado apontando a redugéo nos animais
isolados, encontra consonancia em outros estudos que apontam que o modelo de
isolamento social provoca efeitos caracteristicos da esquizofrenia no modelo animal.
E uma das caracteristicas do transtorno em humanos € a reducdo exagerada do
cortex cerebral.

Espessura do CC.
Em ambos os modelos de estresse verificou-se aumento na espessura, no entanto,
enquanto no EIS houve aumento apenas nas fémeas (figura 2. a), no El houve
aumento em ambos os sexos (figura 2. b, ¢). Estudos estdo em andamento para
verificar se esse aumento esté relacionado ao aumento das bainhas de mielina ou
numero de células.

Volume da camada piramidal do hipocampo

Em ambos os grupos estudados verificou-se que nas regides Cal, Ca2 e GD néo
foram detectadas alteracdes. Novos estudos serdo realizados para verificar em nivel
microscopico e molecular os efeitos do estresse, assim como analise do volume na
vida adulta. Pois é possivel que o estresse tenha efeito a longo prazo.
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Figura 1 —Graéficos representando os dados expressos em média e desvio padréo, referentes ao
cortex pré-frontal. C=Controle, EIS=Estresse Isolamento, EI=Estresse Imobiliza¢ao.
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Figura 2 —Gréficos representando os dados expressos em média e desvio padrédo, referentes ao e
corpo caloso. CM=Controle, CF=Controle Fémea, EISM=Estresse Isolamento Macho, EISF=Estresse
Isolamento Fémea, EIM=Estresse Imobilizagcdo Macho, EIF=Estresse Imobilizacdo Fémea.

CONCLUSOES

Verificamos que os modelos utilizados, estresse por isolamento social e imobilizagao
provocam efeitos a curto prazo em diferentes regides do cérebro dos animais, e este
efeito foi dependente do sexo. Curiosamente o cortex pré-frontal mostrou reducdo de
espessura nos animais que foram isolados, mas houve aumento nos animais que
foram imobilizados. Além disso, a espessura do corpo caloso, em algumas regides
também sofreu alteracdes, aqui verificadas como aumento na espessura, mas que
precisam ser melhor compreendidas em estudos futuros.
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