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RESUMO

Estressores na infancia podem predispor a transtornos mentais, alterar o
desenvolvimento de estruturas cerebrais e influenciar o comportamento. Este estudo
analisou os efeitos do estresse por imobilizacdo e isolamento social em ratos de
ambos sexos na fase juvenil e adulta respectivamente. Analisou-se o0 cortex
hipocampal, onde foi mensurado a espessura nas sub-regides CA1, CA2, CA3 e no
giro denteado (GD). Foram avaliados os grupo Controle (C) x Estresse por
Imobilizacdo (El) e C x Estresse de Isolamento Social (EIS). O El e EIS foram
aplicados entre o dia pés-natal 21 a 35 (P21-P35) e eutanasiados em P43. Os
animais do grupo EIS foram isolados em P21 a P35, e ressocializados em P36, e
eutanasiados em P68. Apds o0s experimentos, os encéfalos foram coletados,
processados para coloracdo de Nissl e analisados por morfometria em microscopia
optica. A analise estatistica foi realizada com o programa GraphPad Prism 8 (El) e
Statistica (EIS), utilizando Two-way ANOVA, com significancia de p < 0,05. O
estresse por imobilizacdo provocou efeitos redutivos na espessura das camadas
piramidais em CA1, CA2 e CA3, mas, aumento na camada granular do GD em
ambos os sexos. Por sua vez, o estresse do isolamento social teve impacto
duradouro na estrutura do GD em machos, demonstrado pela reducédo da espessura
na camada granular.

INTRODUGCAO

O cérebro juvenil é altamente dindmico sendo alvo de processos como
neurogénese e podas sinapticas, em funcao disso é vulneravel a situacdes adversas
(HANSON et al., 2015). Desse modo, a infancia e adolescéncia constituem periodos
de maxima plasticidade cerebral e sao criticas para o desenvolvimento dos circuitos
neuronais (MORISHITA et al., 2021).

O modelo de estresse por imobilizacao, é impactante ao animal, em especial,
por restringir seus movimentos naturais, além disso, provoca alteragdes
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comportamentais, fisiolégicas e morfolégicas significativas (ARAKAWA, 2020). Ja o
isolamento social € um tipo de estresse prolongado que vem sendo associado a
mudang¢as comportamentais em roedores como aumento da atividade locomotora,
ansiedade, e agressao (FONE et al., 2008). Em funcdo de o hipocampo ser
extremamente vulneravel ao estresse, principalmente, por possuir receptores para
glicocorticéides, sabe-se que os neurbnios do giro denteado (GD) sofrem intensa
poda neuronal no inicio da vida (BUTHMANN et al., 2024). Dessa forma, é
imperativo verificar se o0 modelo de estresse juvenil e de isolamento social seguido
por um periodo de ressocializagdo, sdo capazes de provocar alteracées nas
camadas do cortex do hipocampo a saber: CA1,CA2, CA3 e granular do GD de ratos
adolescentes e adultos machos e fémeas.

MATERIAIS E METODOS

Foram utilizados 40 ratos Wistar (Rattus novergicus) de ambos 0S sexos
provenientes de fémeas prenhas obtidas do Biotério Central da Universidade
Estadual de Maringa. Os animais foram mantidos em condicdes padrdao de
alojamento e distribuidos aleatoriamente em quatros grupos, dois como Controle (C)
e o de Estresse de Imobilizacdo (El) e Estresse de Isolamento Social (EIS). O
projeto foi aprovado pelo CEUA/UEM, numero 963.923.112-1.

Imobilizagao

Apdés P21 os animais foram dispostos em caixas cilindricas de propileno
transparente com 4 cm x 12cm. Cada caixa continha apenas um animal e em regiao
frontal havia perfuracbes na parede para respiracdo. Os animais permaneceram
imobilizados diariamente por 2h durante 15 dias, entre P21-P35, e em P43 foram
eutanasiados.

Isolamento Social

Nas idades P21-P35 os animais foram separados, os EIS permaneceram
sozinhos em caixas de propileno (18X34X41cm), enquanto no grupo controle foram
mantidos 3 por caixa, com liberdade de interacdo. Na idade P36 os animais do grupo
EIS foram ressocializados por sexo e mantidos em grupo até P68, idade em que
foram eutanasiados.

Analise morfoldgica cerebral

A espessura das camadas piramidais e granular nas sub-regides
CA1,CA2,CA3 e GD, para o experimento de imobilizagdo, foram aferidas em duas
seccoes cerebrais (bregmas: -2.30 e -4.16) em ambos hemisférios. Cada seccéo foi
medida duas vezes (no GD realizou-se quatro medidas), utilizando uma régua
acoplada ao microscépio Optico, e a média dessas medidas foi calculada para
garantir maior precisdo. No experimento de isolamento social foram analisadas 3
secgbes (bregmas: -3.60, -3.80 e -4.16) em ambos hemisférios. E além das
espessura da camada piramidal e granular, foi estimado a espessura total da sub-
regido CA3 e GD. As imagens foram capturadas, por meio do video microscépio
Leica (objetiva 1X), analisadas via software ImagedJ. Todos os bregmas foram
escolhidos conforme a referéncia de Paxinos e Watson (1998).

Analise estatistica
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Utilizou-se o programa GraphPad Prism 8 (modelo de imobilizagdo), e
Statistica (modelo de isolamento social). Realizou-se uma analise paramétrica Two-
way ANOVA, seguida do teste post-hoc de Sidak/Tukey para comparacoes
multiplas. Considerou-se o grupo experimental (Controle x Imobilizagdo, ou Controle
X lIsolamento Social) e o sexo (macho x fémea) como fatores independentes
considerando p < 0,05 significativo.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O modelo de estresse por imobilizacdo alterou a espessura das camadas
piramidais. Em CA1, no bregma 1 e na média a reducao foi significativa em relacao
ao controle (p=0,0125 e p=0,0150 respectivamente) para ambos os sexos. Na sub-
regiao CA2 houve reducado apenas na regido do bregma 2 em ambos 0s sexos
(p=0,0344). Em CA3 néao houve diferencas significativas entre os grupos de ambos
0s sexos, e no GD a camada granular foi sensivel ao estresse, e observou-se
aumento da espessura em no bregma 1 (p=0,0447) em ambos os sexos. Os
resultados encontrados nas sub-regides CA1 e CA2 estdo em conformidade com a
literatura que evidencia a toxicidade do estresse em fungéo do efeito redutivo da
camada piramidal, uma vez que ha supressao da proliferacdo celular, reducdo no
comprimento e numero de neur6nios (MYCHASIUK et al.,, 2011). Para o GD é
sabido que o aumento da camada granular ap6s o estresse pode refletir um
momento transitério de proliferacéo celular como forma de compensar o dano sofrido
por meio do estresse em outras regides hipocampais (XIA et al., 2014), essas
informacdes estdo de acordo com 0s nossos resultados provando que o estresse de
imobilizacao foi toxico o suficiente para impactar as sub-regidées do hipocampo.

Para o estresse de isolamento social observou-se efeito redutor na espessura
da camada granular do GD no grupo IS (F136=10.09, p=0.003), mas apenas nos
machos. Na camada piramidal das regides CA1, CA2, e CA3 nao houve significancia
em ambos 0s sexos, e esse mesmo efeito foi averiguado na analise da espessura
total da regido CA2 e GD. Tais achados estdo em conformidade com a literatura que
evidéncia em humanos com transtorno do estresse pdés-traumético adquirido na
infancia o hipocampo, apesar do nao comprometimento estrutural, quando analisado
em criangas, apresenta-se morfologicamente alterado em idade adulta, incluindo o
giro denteado (BREMNER et al.; 1997; DE BELLIS et al.; 1999). Acredita-se que isso
ocorra em detrimento da neurotoxicidade gradual do estresse sobre o hipocampo
(SAPOLSKY et al.,, 1985). E escasso na literatura estudos sobre os efeitos da
ressocializacao apds o isolamento social juvenil, e nossos resultados sao pioneiros.

CONCLUSOES

Os resultados aqui apresentados vao de encontro ao escopo da literatura
onde se constata que os efeitos sdo dependentes do estresse e do sexo, € 0s
efeitos estruturais na regido do hipocampo ndo seguem um simples padrédo. Em
resposta ao estresse crbnico de imobilizacdo os efeitos foram especialmente
redutivos nas sub-regides CA1,CA2, e curiosamente troficos na regido do GD. No
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entanto, as respostas ao estresse de isolamento social apds periodo de
ressocializacao afetou redutivamente apenas a regido do GD.
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