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RESUMO

Diferentes estressores, especialmente na infancia, podem predispor a transtornos
mentais, e, sugere-se que estdo associados a alteracbes estruturais em
determinadas areas do encéfalo. Neste estudo, analisaram-se os efeitos do estresse
por isolamento social e imobilizacdo em ratos machos e fémeas na fase juvenil, e
suas consequéncias na espessura da camada piramidal do hipocampo e no volume
do corpo caloso. Trés grupos foram avaliados: Controle (C), Estresse por Isolamento
Social (EIS) e Estresse por Imobilizacdo (El). Os estressores foram aplicados entre
os dias 21 e 35 po6s-natal (P21-P35), e na idade P43, os encéfalos foram coletados e
processados com a técnica de Kluver-Barrera para analise morfométrica. Na analise
do volume do corpo caloso ndo foram observadas alteracdes significativas em
nenhum grupo ou sexo. No entanto, o estresse de imobilizacdo provocou efeito
tréfico e sexo-dependente. Verificou-se apenas nos machos do grupo El houve
aumento significativo na espessura da camada piramidal do hipocampo em
comparacao aos grupos C e EIS.

INTRODUCAO

Com o advento da pandemia do COVID-19 e as medidas de distanciamento
social impostas nesse periodo, demandou-se maior atencdo para os efeitos
patolégicos gerados pelo isolamento social com relacdo a saude mental, entre eles a
ansiedade e depressao. Principalmente na primeira infancia, diferentes estressores,
como o isolamento social e a imobilizacdo, tem capacidade neurodegenerativa,
afetando a plasticidade cerebral inerente dessa fase. De forma analoga, a exposicao
a estressores em roedores, principalmente de forma crbnica, é capaz de induzir
diversas alteragdes, entre elas supressao do sistema imunolégico, alteragdo do eixo
hipotalamo-hipéfise-adrenal, e, também, comportamentos semelhantes a ansiedade
e a depressao (Du Preez et al., 2020). A problematica levantada é se o isolamento
social e imobilizacdo na infancia poderia impactar na estrutura de areas cerebrais,
como o hipocampo (HPC) e o corpo caloso (CC), que além de estarem em
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desenvolvimento, sdo também sensiveis ao estresse, pois apresentam receptores
para o cortisol.

O HPC é formado majoritariamente por substancia cinzenta, sendo
fundamental no processamento de memodrias e emogdes. E uma area de intensa
neurogénese e poda neuronal, especialmente no inicio da vida. Evidencia-se que o
volume hipocampal aumenta até a adolescéncia, momento em que tem pequena
redugdo (Buthmann et al., 2024). Por outro lado, o CC também se configura como
regiao importante no estudo do estresse. E composto inteiramente por substancia
branca, contendo os axbnios mielinizados, que permitem a rapida transmissdo de
informacgdes interneuronais. Em humanos, a mielinizacao tem seu pico na infancia, e
algumas areas é ainda intenso na adolescéncia, enquanto em ratos tem seu pico
maximo entre 10 e 20 dias pds-natais, com lenta progressao na idade adulta (Cho,
H.; Han, S.; Cho, H. J., 2023).

Portanto, a utilizacdo dos modelos animais de estresse pdés desmame por
imobilizacdo e isolamento social faz-se necessaria a fim de compreender a
neurobiologia do estresse cronico, possibilitando o estudo de possiveis alteracdes
morfo-anatémicas cerebrais em individuos jovens. Neste estudo, o objetivo foi
verificar se os modelos de estresse juvenil estdo associados a alteracdées no volume
do CC e na espessura de camada piramidal das sub-regides CA1, CA2 e GD do
HPC, de ratos machos e fémeas.

MATERIAIS E METODOS

Foram utilizados 30 ratos Wistar (Rattus norvegicus) de ambos 0s sexos,
provenientes de fémeas prenhas do Biotério Central da Universidade Estadual de
Maringa. Os animais, de diferentes ninhadas para garantir variabilidade genética,
foram distribuidos em trés grupos: Controle (C), Estresse de Imobilizacdo (El) e
Estresse de Isolamento Social (EIS).

No grupo EIS, os animais foram isolados em caixas de propileno entre P21 e
P35, com acesso apenas a estimulos olfativos, visuais e auditivos. No grupo El,
apdés o desmame, foram colocados em caixas cilindricas de propileno (4 cm de
didmetro x 12 cm de comprimento) e imobilizados diariamente por 2 horas durante
15 dias, entre P21-P35. Em P43, os animais foram anestesiados e pesados. A
perfusao foi realizada com solugédo salina tamponada, seguida de paraformaldeido
4% tamponado, em que, cada solucéo perfundiu 0 animal por cinco minutos, a um
fluxo de 2ml/min. Os encéfalos foram removidos, e apds pos-fixagdo em PFA,
crioprotegidos em sacarose 30%, congelados em isopentano a -55 °C e
seccionados em criostato (50 um).

Os encéfalos foram processados utilizando a técnica de Kluver-Barrera e as
seccoes foram utilizadas para analise morfométrica. O volume do CC foi estimado
por estereologia (Principio de Cavalieri), usando 8 sec¢des de cada animal, entre os
bregmas 1,60mm e -3,60mm. Para analise do HPC, verificamos a espessura da
camada piramidal nas sub-regiées CA1, CA2 e a camada granular do GD. Utilizou-
se régua milimetrada em uma seccao por animal, entre os bregmas -3,00 mm e -
3,60 mm. As imagens foram capturadas e os dados foram analisados utilizando o
programa Graph Prism 8. O efeito do estresse foi analisado separadamente entre
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machos e fémeas (Machos: C x EIS x |; Fémeas: C x EIS x I), considerando
significativo p<0,05.

RESULTADOS E DISCUSSAO

No HPC, verificou-se que, quanto a espessura da camada piramidal, nas
regidbes CA1 e CA2, nado foram identificadas diferencas significativas entre os grupos
estressados com controle. No entanto, na regido do GD observou-se aumento
significativo na espessura da camada celular granulosa, mas que foi especifica para
os animais machos do grupo El (p= 0,0047) (Figura 1). Sugere-se na literatura, que
o estresse, quando téxico, exerca efeito redutivo nessa estrutura, sendo descrito a
supressao da proliferagcdo celular, atrofia da regido, redugdo no comprimento e
numero de neurdnios (Schoenfeld; Gould, 2012). Portanto, o resultado encontrado
sugere que a resposta no hipocampo nao foi téxica, e refletiu maior atividade nesta
regidao. Atribui-se esse resultado a manipulacéo diaria dos animais, a transferéncia
para um ambiente diferente e a subsequente adaptacao, indicando a possibilidade
de recuperacgao durante o intervalo entre os testes comportamentais.

Com relacao ao volume do CC (Tabela 1), em fémeas e machos houve
tendéncia de diminuigdo volumétrica nos individuos dos grupos EIS e El quando
comparados a C, porém estas alteracdes nao foram significativas. Na literatura, ha
evidéncias que o estresse no inicio da vida esta relacionado a alteragbes
microestruturais na substancia branca do CC, embora nado resulte em mudancas
volumétricas (Paul et al., 2008).

a. Ca1 Espessura b. Ca2 Espessura c. GD Espessura
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Figura 1 - Graficos representando os dados expressos como média + desvio padrdo da espessura da
camada piramidal do hipocampo nas regides CA1 (a), CA2 (b) e GD (c). Nivel de significancia p<0,05.
Controle (C; n=4 machos (M) e n = 4 fémeas (F)), Estresse de Isolamento Social (EIS; n=5M e n=
4F) e Estresse de Imobilizacao (El; n= 4M e n= 5F).
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Tabela 1 - Relacao de volume do corpo caloso em machos e fémeas, expresso em
média * desvio padrao. Controle (C; n= 5M e n = 5F), Estresse de Isolamento Social

C EIS El
Machos 1,1840,07 1,17 £0,03 1,11+0,06
Fémeas 1,21+0,03 1,16+0,05 1,03+0,06

(EIS; n=5M e n= 5F) e Estresse de Imobilizagdo (El; n= 5M e n= 5F).

CONCLUSOES

Os resultados apresentados confirmam que a resposta cerebral depende do
tipo de estresse. Enquanto o isolamento social crénico por 15 dias durante a infancia
nao provocou quaisquer alteragdes na estrutura geral do HPC e CC, o estresse de
imobilizacdo provocou efeito tréfico e sexo-dependente. Os modelos nao
provocaram prejuizos estruturais nas regides analisadas, porém, foi capaz de
aumentar a espessura da camada celular granulosa do GD.
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