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Sumario: O objetivo deste estudo foi verificar os efeitos tardios do estresse alimentar
crénico sobre a morfologia do hipocampo em ratos. Foram utilizados 20 ratos wistar
separados em dois grupos: teste (n=10) e controle (n=10). O Estresse Alimentar teve inicio
a partir do 60° dia de vida e perdurou por um més, apos este tempo eles tiveram um més
descanso onde nenhum tipo estresse foi aplicado, e s6 assim os animais foram anestesiados
e sacrificados. Foram realizados todos os procedimentos histoldgicos para obter as laminas
histoldgicas e foi utilizado a técnica de AgQNOR para coloragdo. As imagens histoldgicas
destas laminas foram capturadas por uma camera e analisadas por um software para
contagem celular e os resultados foram submetidos ao teste T de student. Foi observado
gue quanto ao numero de neurdnios por campo na camada granular do hipocampo, nao foi
observada diferenca entre os dois grupos, entretanto 0 grupo estresse apresentou maior
namero por campo de células da glia que o grupo controle.
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INTRODUCAO
O hipocampo, éarea telencefalica pertencente ao lobo temporal, recentemente foi
relacionado com os fenémenos de aprendizagem e memoria ( Ergorul & Eichenbaum,
2004.) e regulacdo da ansiedade ( Bannerman et al, 2004). Estando também envolvido na
resposta ao estresse e € ativado por varios agentes estressores ( Lathe, 2001 apud Herman;
Muller 2006 ). O hipocampo possui grande densidade de receptores para glicorticoides
(GCs) que, quando ativados, inibem a atividade do eixo hipotalamo-hipofise-adrenal
(HPA) ( Herman;Cullinan, 1997). A exposicdo a agentes estressores induz o
remodelamento de células piramidais hipocampais, bem como uma reducdo na
neurogénese hipocampal ( Schoenfeld; Gould, 2011). Essas alteragcbes parecem ser
mediadas pelo aumento de corticosterdides que acompanham o evento de estresse, ja que a
remocao das adrenais previne a neurogénese induzida pelo estresse (Tanapat, et al 2001).
Estes dados indicam que eventos estressantes teriam efeito neurotoxico sobre o hipocampo,
provavelmente mediado pelo aumento de GCs, predispondo o desenvolvimento de
depressdo. Dessa forma € possivel que a exposicao cronica a fatores causadores de estresse
possa causar alteracdes morfoldgicas no hipocampo dos animais. Estudos experimentais
em que ha restricdo alimentar e/ou oferta de dieta palatavel alternada vém sendo utilizados
como modelos para provocar disturbios alimentares. O objetivo deste estudo foi verificar
os efeitos tardios do estresse alimentar crénico sobre a morfologia do hipocampo em ratos.

MATERIAIS E METODOS
Nesses experimentos o estresse foi caracterizado pela alternancia entre restricdo alimentar
e oferta de uma dieta de alta palatabilidade, conhecida pelo animal, porém o animal ndo
tem acesso ao consumo da dieta. Foram utilizados 20 ratos wistar separados em dois
grupos: teste (n=10) e controle (n=10). O Estresse Alimentar teve inicio a partir do 60° dia
de vida e perdurou por um més, apos este tempo eles tiveram um més descanso onde
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nenhum tipo estresse foi aplicado, e s6 assim os animais foram anestesiados e sacrificados.
O material obtido foi processado histologicamente, corados pela técnica histoquimica
AgNOR e fotografado no aumento de 400X. De cada imagem foi quantificado o numero
total de neurbnios e de células da glia, o numero total de NORs (NNOR) e em seguida
realizada uma proporcdo entre 0 NNOR pelo numero total de neurbnios para se obter o
nimero de NOR por neurénio (NNN) e foi verificado o tamanho dos NORs e dos
neurdnios. Apds as mensuracdes, os dados foram analisados estatisticamente pelo teste t de
student ( P>0,05).

RESULTADOS
Quanto ao numero de neurbnios por campo na camada granular do hipocampo, nédo foi
observada diferenca (P>0,05, Teste t de Student) entre os dois grupos, entretanto o grupo
estresse apresentou maior numero por campo de células da glia que o grupo controle
(Tabela 1). Quanto aos demais parametros avaliados, ndo houve diferenca entre os grupos
(Tabela 1).

Tabela 1: Efeitos tardios do estresse alimentar cronico sobre parametros histomorfométricos do hipocampo em ratos.

a * 7 1
Caracteristicas Numeﬂro_de Numero_ de Are@dp NNOR NNN Area NOR
Neurdnios Neuroglias Neuronio
12,41 +2,76 56,37 £ 259,94 + 2,81+
Grupo Controle 114,34 £ 23,94 171 45 80 0,749 4,00 +3,10
Grupo Estresse 13,35+ 2,85 55,96 + 261,51 + 2,77+
Alimentar 109,45 £ 18,37 * 1151 49,97 0pg3 8098
Valor de p P=0,107 P=0,019 P=0,448 P=0,817 P=0,147 P=0,159
Teste estatistico T de Student T de T de T de T de
utilizado T de Student Student Student  Student  Student
DISCUSSAO

No presente estudo foi utilizado um modelo experimental proposto para o estudo do “binge
alimentar”. Nesse modelo, periodos alternados de oferta de alimento, restricdo alimentar e
oferta de alimento conhecidamente palatavel, mas sem acesso ao consumo pode ser
considerado um fator estressante uma vez que eleva 0s niveis de corticosterona, um
glicocorticoide primario (Hagan et al, 2002; Cifani et al, 2009). Além disso, o periodo de
jejum imposto ao animal pode também ter elevado os niveis de corticosterona, uma vez
que restricdo alimentar é conhecida por aumentar os niveis deste glicocorticoide (Jahng,
2007). Alguns estudos apontam que o estresse € um fendmeno inversamente proporcional a
sintese de novos neurdnios (Schoenfeld; Gould, 2011 ; Mineur; Belzung;Crusio, 2007) e
que a inibicdo da neurogénese no giro denteado do hipocampo durante a incidéncia de
estresse € mediada pela liberacdo de GCs pelas glandulas supra-renais (SAPOLSKI et al,
1990;Tanapat et al, 2001). Estudos anteriores do nosso grupo de pesquisa demonstraram
gue os animais submetidos a0 mesmo tipo de estresse do presente estudo apresentaram
uma maior densidade neuronal e uma menor densidade neuroglial que o grupo controle
(Miguel,2013). Esses resultados foram encontrados imediatamente a cessagdo do estresse.
No presente estudo, as observacGes aconteceram 30 dias apds a cessacdo do estresse
alimentar encontrando resultados diferentes dos verificados imediatamente apds o
incidéncia de estresse, com a densidade neuronal semelhante ao controle e aumento da
densidade neuroglial. Apesar de todas as evidencias levarem a crer que o estresse produz
alteracdes fisioldgicas que inibem a neurogénese, outros estudos também verificaram que
alguns tipos de estresse falham em inibir a neurogénese (Hanson, Nemeroff; Owens,
2011). Durante a exposicdo ao estresse, 0s animais passaram por periodos de restricao
alimentar alternada a oferta do alimento palatvel. Estudos verificaram que a restricdo
dietética apresenta um efeito neuroprotetor contra danos excitotoxicos para o cérebro onde
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esse efeito neuroprotetor é consequéncia do aumento da expressao de Fator Neurotréfico
Cérebro Derivado (BDNF) (Bruce-keller et al, 1999; Duan; Guo; Mattson, 2001; Sharma;
KAUR, 2005). O BDNF é conhecido pelo seu efeito neuroestimulante, cuja acdo faz com
que as novas células geradas se diferenciem em neur6nios (Cameron et al, 1998). Além
destes estudos, Kurmar et al (2009) observaram que esta restricdo dietética também
protege o0s neurdnios contra os efeitos da pilocarpina, um composto quimico utilizado para
induzir ataques epiléticos e que consequentemente diminui a intensidade da neurogénese,
reforcando ainda mais a ideia do jejum como um fator neuroprotetor. E possivel que 0s
periodos de jejum aos quais os animais foram submetidos ocasionaram neuroprotecao
contra possivel o aumento transitorio dos glicocorticoides e por isso ndo encontramos
alteracdo na densidade neuronal. Além disso, a insercdo do pote tampado com dieta
palatavel, funcionou como estimulo alimentar visual e olfatorio, levando o animal a
explorar o0 objeto, na tentativa de acessar o alimento palatavel e receber sua recompensa
alimentar. Estudos demonstraram que atividade exploratéria e ambiente enriquecido se
correlacionam positivamente com a neurogénese e a plasticidade do hipocampo (Freund et
al, 20015) e atenuam os danos a ativacdo microglial (Piazza et al, 2014). Estudos
demonstraram que muitos novos neurbnios granulares morrem durante a primeira semana
de vida e que, muitos dias ap6s a injecdo de BDNF, 0s novos neurbnios apresentam uma
curta sobrevivéncia (Brandt et al., 2003; Hayes; Nowakowski, 2002). E possivel que o
aumento da densidade neuronal observado imediatamente apds a incidéncia do estresse
(Miguel, 2013), mas ndo no presente estudo, seja devido a curta sobrevivéncia dos novos
neuronios, que possivelmente sofreram apoptose e a densidade neuronal voltou ao padréo
semelhante ao grupo controle. No presente trabalho foi observado um aumento nas células
da glia, diferente dos resultados encontrados por Miguel (2013) que encontrou uma
reducdo da densidade neuroglial. As células gliais mais abundantes sdo os astrdcitos, que
fornecem suporte nutricional e estrutural para os neurdnios, participam funcionalmente da
barreira hemato-encefalica e fornecem fatores tréficos essenciais para a sobrevivéncia e
diferenciacdo dos neurbnios (Volterra ; Meldolesi, 2005; Stipursky et al,
2010,2011,2012b). Foi sugerido um efeito homeostatico para regular a taxa de
sobrevivéncia dos novos neurdnios, possivelmente via competicdo por fatores troficos
(Tanapat et al 1999; Tanapat et al 2001; Snyder et al 2009). Quando ocorre morte do
neurbnio, pode haver uma hipertrofia e até mesmo o aumento no nimero de células da glia,
causado por mitose de astrocitos maduros (Kiernan,2003) . E possivel que os neurdnios
que sofreram apoptose ocasionaram o aumento de células microgiais reativas levando a
maior densidade neuroglial. Ha evidéncias que, na proliferacdo celular, a quantidade de
NORs, aumenta progressivamente a partir da fase G1 precoce, atinge um valor maximo na
fase S e permanece constante até a fase G2 tardia. Constatou-se inclusive que a quantidade
de AgNORs esta intimamente relacionada com a rapidez da proliferacdo celular
(Derenzini, et al 1990). Esses achados podem explicar o fato de ser encontrada nenhuma
alteracdo nos nimero de NORs entre os grupo estudados, uma vez que nao houve aumento
no numero de neurdnios.

CONCLUSOES
O estresse alimentar é capaz de alterar a citoarquitetura do giro denteado do hipocampo,
levando a alteragcbes encontradas mesmo ap0s cessar a incidéncia do mesmo. Vérias
hipoteses sobre a possivel explicacdo do aumento da glia foram levantadas, como por
exemplo a menor sobrevivéncia dos neurdnios ocasionando o aumento da glia. Entretanto,
mais estudos, utilizando técnicas mais especificas, como a imunohistoquimica com a
marcacdo de BrdU, um marcador celular que séo incorporados por células que estdo
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entrando em divisdo celular, entre outras técnicas, afim de esclarecer quais 0s motivos que
levaram a essas alteracdes.
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