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SUPRARRENAL EM RATOS ADULTOS

RESUMO: Estresse ¢ a resposta aos diferentes estimulos que o
organismo sofre em busca de adaptacio a homeostasia. Devido asua alta
incidéncia, diversos modelos experimentais estio sendo desenvolvidos
para a melhor compreensio de sua inter-relacio com outros 6rgaos.
Neste contexto, o objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos em longo
prazo do estresse fisico e psicoldgico juvenil agudo sobre as glandulas
suprarrenais de ratos, no que se refere aos aspectos morfoldgicos, pois
tais glandulas apresentam relacdo direta com situagoes de estresse.
Para tanto, as glandulas suprarrenais destes animais foram processadas
e andlises morfoldgicas da medula e do cdrtex foram realizadas por
meio de morfometria e quantificacio por planimetria. Os resultados
obtidos demonstraram que o estresse tanto fisico quanto psicoldgico
nio provocaram alteragoes significativas em relacao a drea de superficie
e espessura das suprarrenais, indicando adaptacio dos animais aos
fatores estressantes aqui estudados.

PALAVRAS-CHAVE: Estresse fisico; Estresse psicologico; Glandula
enddcrina; Morfologia.

EFFECTS OF JUVENILE PHYSICAL AND
PSYCHOLOGICAL STRESS ON THE SUPRARENAL
GLAND IN ADULT RATS

ABSTRACT: Stress is a response to different stimuli experienced by the
organism for its adaption to homeostasis. Due to its high occurrence,
several experimental models are being developed to understand better
the interrelationships between these organs. Current paper evaluates
long-term effects of juvenile physical and psychological stress on the
suprarenal glands of rats with regard to morphological aspects. In fact,
these glands have a direct relationship with stress conditions. Rats”
suprarenal glands were processed and their medulla and cortex were
morphologically investigated through planimetry. Results show that
physical and psychological stress failed to cause significant changes
on the surface area and thickness of the glands. This fact showed
adaptation of animals to the type of stress under analysis.

KEY WORDS: Physical stress; Psychological stress; Endocrinal gland,
Morphology.
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INTRODUCAO

O estresse é reconhecidamente uma resposta
complexa do organismo frente a diferentes estimulos
considerados ameacadores, sejam eles externos ou
internos, 20s quais se busca adaptacao’. Tais estimulos sao
processados e percebidos de acordo com a interpretacio
cognitiva de cada individuo?, podendo causar e/ou agravar
doengas infecciosas oportunistas ou geneticamente
programadas, ou mesmo predispor a somatizacio®*.

A incidéncia do estresse aumenta a cada
dia, tornando este mal a grande preocupacio do
século. De acordo com a Associacio Internacional
de Controle do Estresse’, o Brasil é o segundo pais a
sofrer as consequéncias do estresse. Virios estudos
tém demonstrado que a populagio mais afetada é a
dos trabalhadores, pois deles sio exigidos resultados
satisfatrios e grande responsabilidade, os quais muitas
vezes sao conseguidos as custas da rendncia ao lazer e ao
descanso®. E, segundo a Associacio Paulista de Medicina
do Trabalho’, o estresse ¢, em 46,4% das vezes, a principal
causa das notificacdes de doengas mentais vinculadas ao
trabalho no Brasil. Além deste grupo, outra populacio
bastante acometida por tal mal é a dos jovens em funcio
das intensas transformagoes e pressoes relacionadas ao
futuro profissional.

No
0s mecanismos que envolvem o estresse € suas

intuito de melhor compreender
consequeéncias, virios modelos experimentais tém sido
utilizados na pesquisa com o objetivo de intervir na
melhoria do bem-estar geral e na promocio da saude.
Dentre eles, destacam-se os modelos de estresse, fisico
ou psicoldgico, que apontam para mudancas quimicas
e estruturais em diversas regioes do cérebro, tais como
cortex pré-frontal®, corpo amigdaloide e hipocampo’.
Sabe-se que ao enfrentar experiéncia fisica
ou emocional considerada estressante pelo cérebro, a
resposta fisioldgica envolve atuacio do eixo hipotalamico-
hipéfise-adrenal (HHA), um conjunto de estruturas
responsaveis pelo mecanismo de resposta do corpo a
tais situacoes. O papel da glindula suprarrenal neste
mecanismo ¢ induzir a liberacio de moléculas como
adrenalina e glicocorticoides nas situagcoes consideradas
de “luta ou fuga”, sendo, portanto, fundamental nas

respostas ao estresse'’. Enquanto seu cortex secreta
esteroides (hormonios derivados do colesterol, como o0s
mineralocorticoides, glicocorticoides e androgénios), a
medula secreta catecolaminas (derivadas de aminodcidos,
como norepinefrina e epinefrina)'’. Tal citoarquitetura
pode ser modificada em fungio do estresse, como
recentemente foi comprovado por Tochetto et al.
2" irregularidades no cortex e dreas de vacuolizacio
citoplasmatica na camada fasciculada, intercalada com
células hipereosinofilicas.

Estudos em animais e humanos tém apontado
que o periodo da infincia é particularmente sensivel aos
efeitos do estresse, promovendo importantes mudangas
adaptativas como, por exemplo, maior reatividade ao
estresse na vida adulta relacionando-se a ansiedade.
Ao mesmo tempo, pesquisas apontam que O estresse
vivenciado na infincia altera de modo permanente
o eixo HHA, o que pode ser considerado prejuizo a
plasticidade cerebral, uma vez que a circulagao excessiva
de cortisol estd relacionada a reducio da neurogenese
do hipocampo, importante 4rea cerebral relacionada
a memoria, aprendizagem e comportamento®. Sendo
assim, estudar a morfologia da glindula suprarrenal pode
fornecer importantes informacoes sobre os efeitos do
estresse em longo prazo e apontar se ha relacio entre
diferentes tipos de estresse e modificagoes estruturais
em tais glandulas em decorréncia das alteracoes nas
concentragoes de corticoesteronas e prolactina'*">. Neste
contexto, o objetivo deste estudo foi analisar os efeitos
tardios do estresse fisico e psicologico sobre a morfologia
das glandulas suprarrenais de ratos submetidos ao
estresse na fase juvenil, servindo de base para estudos
futuros.

METODOLOGIA
ANIMAIS

Foram utilizados neste estudo 21 ratos Wistar
machos (Rattus novergicus) com 22 dias de idade
provenientes do biotério central da UEM e mantidos
no biotério setorial do Departamento de Ciéncias
Morfolégicas (DCM) da UEM. Os mesmos foram
acondicionados sob condi¢oes padrio de alojamento com
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ciclo claro/escuro de 12 horas, temperatura ambiente de
22 * 2 °C, dgua e alimentacio ad libitum (ragio padrio
para roedores - Nuvilab-nuvital). Todo o protocolo
experimental foi previamente aprovado pela Comissao de
Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Estadual
de Maringd (UEM), sob parecer nimero 4993050617.

PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

Os animais foram aleatoriamente distribuidos
em trés grupos (n = 7): Controle (C), Estresse Fisico
(EF) e Estresse Psicologico (EP). Enquanto o grupo C
permaneceu sem manipulacio no biotério setorial do
DCM até o 27° dia de idade, os grupos EF e EP foram
submetidos aos procedimentos de estresse fisico e
psicoldgico entre os 25° e 27° dias conforme metodologias

descritas abaixo.
Modelo experimental de estresse fisico

Foi utilizada a metodologia adaptada de Brydges
et al '®. Os animais foram colocados individualmente em
um tubo flexivel de PVC (9,5 cm de didmetro x 3,5 cm
de comprimento) com abertura frontal que permitia
a respiracio, mas provocava imobilizacio, limitando
temporariamente os movimentos. Este procedimento
foi realizado em trés sessoes de 30 minutos cada, com
intervalos de 15 minutos entre uma sessio e outra de
estresse. Durante os intervalos, os animais voltaram as
suas caixas em uma sala diferente da sala experimental,
mas com mesma iluminagio. Apos o tltimo procedimento
de estresse, os mesmos voltaram ao biotério setorial do
DCM. Tais procedimentos foram realizados por trés dias
consecutivos.

Modelo experimental de estresse psicologico
Foi utilizada a adaptada

de Blanchard et al”. Os animais foram colocados
individualmente em uma caixa plastica transparente (50

metodologia

x 20 x 30 cm) com paredes perfuradas a fim de facilitar
a olfacdo. Esta caixa foi posicionada em frente a outra
caixa (80 x 80 x 60 cm) com paredes perfuradas a qual
continha uma gata adulta e um recipiente contendo 100

ml de urina de gato. Os ratos foram mantidos na referida
caixa por 10 minutos e este procedimento foi realizado
em duas sessoes com intervalos de 5 minutos entre uma
sessdo e outra de estresse. Durante os intervalos, os
animais voltaram as suas caixas em uma sala diferente da
sala experimental, mas com mesma iluminagio. Apds o
ultimo procedimento de estresse, 0s mesmos voltaram
ao biotério setorial do DCM. Tais procedimentos foram
realizados por trés dias consecutivos.
HISTOLOGICA GLANDULA

PREPARAGAO DA

SUPRARRENAL

Aos 04 dias de idade os animais de todos
os grupos foram anestesiados por meio da infusio
intraperitoneal de Tiopental 100 mg + Lidocaina 10
mg/kg (0,1 mL/100 pc). Em seguida, foram pesados,
posicionados em mesa cirtrgica e perfundidos com salina
0,9% conforme procedimento usual’®. Apds perfusao por
5 minutos, a solucio salina tamponada foi substituida por
uma solucio de paraformaldeido 4% tamponado (tampao
fosfato pH 7,4; 0,1M) a temperatura ambiente a qual foi
infundida por um periodo de 30 minutos a um fluxo de
2 ml/min. Posteriormente, a anestesia foi aprofundada,
os animais eutanasiados e a laparotomia realizada para a
retirada das glandulas suprarrenais.

As glandulas foram dissecadas para remocio de
tecidos adjacentes, lavadas com solugio de tampio fosfato
salino (PBS; 0,1 M; pH 7,4) e imediatamente pesadas em
balanca analitica (Shimadzu®). Posteriormente, foram
fixadas em paraformaldeido a 4% por 7 dias e submetidas a
rotina de processamento histologico para emblocamento
e corte, conforme a metodologia proposta por Gais et
al.®. Assim, foram desidratadas por meio da imersio
consecutiva em solu¢oes de dlcool e xilol, e emblocadas
em parafina granulada (Synth®) a 58-62 °C.

Microtomia

Foram realizados cortes semi-seriados de 10
um de espessura nas glindulas suprarrenais utilizando
micrétomo (Leica RM 2255%). Para garantir amostragem
satisfatoria e aleatdria, a partir do primeiro corte da
glandula onde foi possivel visualizar a medula e o cortex,
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uma a cada 5 secgoes aleatorias foram distribuidas em
laminas e coradas com hematoxilina-eosina (Figura 1).
Foram analisadas 7 sec¢des para cada animal.

Anilise quantitativa

As glindulas suprarrenais foram analisadas
por meio de dois procedimentos metodoldgicos: de
planimetria e de morfometria, ¢ os resultados foram
expressos em unidades de um.

Com o método de planimetria o objetivo
foi determinar a drea de superficie da regido cortical e
medular. Utilizou-se um sistema de andlise de imagem
(Image Prd-Plus 4.0) associado a um microscopio optico

Figura 1. A. Fotomicrografias das glindulas suprarrenais

coradas com he

(MOTIC®) equipado com camera de video. Sobre as ima-
gens da glandula capturadas pelo sistema foi colocado o
sistema teste de pontos, que permitiu quantificar os pon-
tos que tocavam a regido cortical e medular (Figura 2A).
0 método de morfometria considerou as medidas obtidas
por meio de uma ocular contendo uma régua milimetra-
da (1 mm de comprimento total) acoplada a microscopio
(Olympus), na objetiva de 4x. Para mensurar a espessura
cortical e medular foram realizadas medidas correspon-
dentes as dimensoes horizontal (H), vertical (V) e diago-
nal (D) de cada corte (Figura 2B). Os valores encontrados
paraH,H,V,V,D, D, D, eD,, foram relacionados
ao cortex, e os valores encontrados para H, V, D, e D,
foram relacionados a medula. Foram estimadas estas me-

didas para as secgoes.

matoxilina-cosina. Em A o cortex adrenal (ca), em B medula

adrenal (ma) e barras com os respectivos aumentos: A = 100um, B = 50um, C = 50um.

4)
+ o+ o+ o+t
+ 7 +
+
_i_

Adrenal cortex

+ ot
Adrenal medulla
S R T

Adrenal medulla

Adrenal medulla Adronal medully Adrenal medulla

Figura 2. A. Imagem representativa exemplificando a quantificacio, planimetria. B. Imagem representativa exemplificando o método de
morfometria. H,: Horizontal (cortex 1); H: Horizontal (medular); H,: Horizontal (cortex 2); V,: Vertical (cortex 1); V: Vertical (medular);
V,: Vertical (cortex 2); D, ,: Diagonal (cortex | ); D,: Diagonal (medular 1); D, : Diagonal (cortex ,); D,,: Diagonal (cortex ,,); D,: Diagonal
(medular); D,,: Diagonal (cortex ). Adrenal capsule (cdpsula suprarrenal), adrenal cortex (cortex suprarrenal), adrenal medula (medula
suprarrenal). Fonte: Adaptado de Kathryn Born®.
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ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram analisados utilizando o teste
one-way ANOVA (GraphPad Prism 5%) e pos-teste de
Tukey, apresentados como média * erro padrio e p <
0,05 foi considerado estatisticamente significativo.

RESULTADOS

Tanto o estresse fisico quanto o psicoldgico nio
alteraram a morfologia das regioes corticais e medular da
glandula suprarrenal.

Os resultados obtidos por meio de planimetria
(Figura 3A) mostraram que a 4drea de superficie para
a regido cortical da glindula suprarrenal nio foi
estatisticamente diferente entre os grupos analisados,
onde no grupo C encontrou-se o valor de 4.969 x 10°
wm?, no grupo EF o valor de 4.704 x 10° um? e no grupo
EP o valor foi de 4.867 x 10° um? (F, s = 0,29,p = 0,75).
De modo semelhante, nio foi encontrada diferenca
significativa na drea de superficie da regiio medular da
glandula suprarrenal entre os diferentes grupos, sendo
que para o grupo C encontrou-se 832 x 10° um?, para o
grupo EF: 857 x 10° um? e para o grupo EP a média foi
847 x 10%um? (F, , = 0,34, p = 0,96).

Os dados obtidos por meio da morfometria
demonstraram (Figura 3B) que os valores de espessura
cortical do grupo C (0,30 x 10° um?), EF (0,31 x 10°
um?) e EP (0,31 x 10° um?) ndo apresentaram diferenca
o = 0:23,p = 0,79). Além disso, também
ndo foi encontrada variagio significante (F, , = 0,59,
p = 0,56) entre as medidas de espessura medular dos
grupos C (0,31 x 10° um?), EF (0,28 x 10° um?) e EP (0,29
x 10° wm?).

significativa (F
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Figura 3. A. Média = erro padrio da 4rea de superficie cortical e

medular da glandula suprarrenal obtida por planimetria. B. Média

=+ erro padrio da espessura cortical e medular da glandula su-

prarrenal obtida por morfometria. C. Grupo controle; EF. Estresse
fisico; EP. Estresse psicoldgico.

A anilise do peso corporal (F,,, = 2,81, p =
0,72), do peso cerebral (Fy =029, p = 0,74) e do
peso das glandulas suprarrenais direitas (F ,, = 0,78, p

2,39

= 0,46) e esquerdas (F,,, = 2,97, p = 0,06) ndo foram
significativamente diferentes entre os grupos analisados
(Figura 4).
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Figura 4. Dados referentes 2 média * erro padrao do peso
corporal (A), peso cerebral (B) e peso das glindulas suprarrenais
direitas e esquerdas (C). C. Grupo controle; EF. Estresse fisico; EP.
Estresse psicoldgico.

DISCUSSAO

O presente estudo demonstrou que o estresse
fisico (por imobilizacdo) e psicoldgico (por ameaca do
predador), aplicados de forma aguda na fase juvenil
do desenvolvimento de ratos, nio causaram alteracoes
morfolégicas e quantitativas importantes nas glandulas
suprarrenais destes animais na fase adulta. Isto pode

ser constatado pelo uso comparativo de dois métodos
quantitativos diferentes (planimetria e morfometria) os
quais demonstraram que tanto a drea de superficie como a
espessura das regioes medulares e corticais das glindulas
ndo foram alteradas nestes modelos experimentais de
estresse. Além disso, os pesos corporais, cerebrais e das
glandulas suprarrenais nio foram afetados, ressaltando a
coeréncia entre os resultados encontrados.

As trés zonas da regido cortical das glandulas
suprarrenais (glomerulosa, fasciculada e reticulada)
secretam, respectivamente, hormonios mineralcorticoides
(que auxiliam no controle da homeostasia eletrolitica),
os glicocorticoides (que atuam na resisténcia ao estresse)
e os gonadocorticoides (que agem como androgénios).
A medula da glandula secreta catecolaminas (como
norepinefrina e epinefrina), pois sua regiio medular
apresenta em sua constitui¢do, além de nervos, tecido
conjuntivo, capilares e células ganglionares, as células
cromafins que sio neurdnios modificados. Enquanto
uma subpopulacio destas células contém grandes
vesiculas com uma regiio central densa secretora
de norepinefrina, a outra contém vesiculas menores
secretoras de epinefrina, com efeitos semelhantes aos
induzidos pelo sistema nervoso autdnomo simpdtico.
Assim, as glindulas suprarrenais estdo diretamente
envolvidas em situacoes de “luta e fuga”, pois tanto as
catecolaminas quanto os glicocorticoides sio de extrema
importincia para o preparo do corpo ante situacoes
estressoras, modulando a pressao arterial, o calibre dos
vasos sanguineos, a frequéncia e o débito cardiaco".

Diversos estudos apontam que hd relagio
de dependéncia entre sexo, idade da exposicio ao
estresse, tipo e intensidade do estresse, € da resposta
cerebral a0 mesmo**. Provavelmente esse principio se
aplica também a outros 6rgios além do cérebro, pois é
possivel que o cortex e a medula da glindula suprarrenal
nio tenham sido alterados neste estudo em fung¢io da
intensidade de estresse a qual os animais foram expostos.
Além disso, € possivel ainda que tal fato se deu em fungio
do tempo decorrido entre a exposi¢io dos animais ao
estresse até a vida adulta.

Dados semelhantes foram encontrados por
Huzard et al® os quais nao observaram alteracoes
significativas em relacio ao peso das glandulas quando
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estresse fisico agudo foi aplicado na forma de choque ou
quando os animais foram forgados a nadar por 4 dias.
Adicionalmente, tais pesquisadores constataram que
apesar do ambiente socialmente enriquecido minimizar
os efeitos do estresse, ele também pode ser considerado
um agente estressor ji que pode representar excesso
de estimulo e causar competicio entre 0s animais.
Ademais, se estimulos excessivos forem aplicados de
maneira cronica, pode haver inclusive aumento do peso
das glandulas suprarrenais. Ulrich-Lai et al.** também
demonstraram que o estresse cronico pode aumentar
o peso das glandulas suprarrenais, afetar os niveis de
secrecdo de corticosterona e induzir comportamento
semelhante a depressio.

Antagonicamente 20s nossos resultados,
experimentos de Diaz-Aguila et al.®® envolvendo estresse
fisico na forma de conten¢do aplicada por uma hora
didria, em cinco dias consecutivos durante quatro
semanas, provocou alteracoes morfoldgicas nas glandulas
suprarrenais de ratos. Entretanto, o estresse aplicado por
tais pesquisadores foi cronico e por longos periodos
em relacio ao presente estudo. O estresse prolongado
também foi pesquisado por Gannouni et al.** os quais
comprovaram que o mesmo induz secrecao de cortisol
e de adrenalina pelas glandulas suprarrenais, porém
pode haver uma resposta adaptativa (feedback negativo)
que atenua os efeitos do estresse, desde que ocorra nos
estdgios iniciais do estresse, quando a situacio ainda nio
for cronica.

Um feedback negativo adequado do eixo HHA
nao foi identificado por Wilson et al.*’ ao estudarem os
efeitos do estresse cronico (por 31 dias) submetendo
ratos ao predador e ao estresse psicossocial, mesmo
constatando aumento das glindulas suprarrenais e da
producao de glicocorticoides. Ademais, Campbell et al.*®,
a0 estudarem o funcionamento do eixo HHA durante
as fases iniciais do estresse, identificaram aumento na
concentracdo de corticoesteroide circulante devido
diversas adaptacoes morfofuncionais das glindulas
suprarrenais. Pietrelli et al.” atribuiram tal fato a
adaptacio do corpo ao estresse e enfatizaram a maior
regulacao no periodo juvenil, visto que o eixo HHA pode
sofrer disfungoes durante o processo de envelhecimento.
Além disso, a resposta fisioldgica representada pelo

aumento significativo de cortisol tem sido relacionada as
respostas comportamentais consideradas maladaptativas,
tais como ansiedade e depressio. Justifica-se que esta
adaptacdo aberrante faz o corpo menos resistente a
futuros desafios™.

Desta maneira, a auséncia de alteragoes
morfolégicas em decorréncia do estresse infantil tanto
fisico quanto psicologico na morfologia das glandulas
suprarrenais identificadas no presente estudo aponta
duas hipdteses: o tempo amenizou os efeitos do estresse
promovendo uma boa adaptagao e/ou a intensidade do
estresse nao foi toxica para provocar danos morfoldgicos.

CONCLUSAO

O presente estudo identificou que o estresse
fisico e psicoldgico ocorrido em pequenas quantidades na
infincia ndo provocou alteragoes significativas em longo
prazo na morfologia da glindula suprarrenal. Assim,
sugere-se que a produc¢io de hormonios glicocorticoides
também nio sofreu impacto do estresse e o efeito de
habituagio foi responsivel pela auséncia de efeitos
negativos.

Tal achado pode ser atribuido ao fato de que
os modelos de estresse aqui induzidos nao apresentaram
intensidade e duragdo para provocar ativacio excessiva
do eixo HHA e provocar assim alteracoes estruturais
nestas glandulas. Portanto, nossos resultados confirmam
que nem toda resposta a0 estresse estd relacionada a
efeitos prejudiciais.

LIMITACOES DO ESTUDO

Por se tratar de um projeto inicial para uma
linha de pesquisa futura, algumas limitacbes foram
encontradas. A mais importante delas refere-se a escassez
de recursos para aquisicao de reagentes e equipamentos.
No entanto, adequamos este estudo a nossa realidade
estrutural e financeira.
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DIRECIONAMENTOS FUTUROS

Intenciona-se que os resultados obtidos com
a presente pesquisa possam ser utilizados como base
para estudos futuros no que se refere a avaliagio dos
efeitos do estresse em dosagens hormonais e andlises
histopatoldgicas mais detalhadas da glandula suprarrenal.
Suas aplicacoes préticas sio relevantes uma vez que a
melhor compreensao de como o corpo reage as diversas
situagoes de estresse pode proporcionar melhoras
preventivas e curativas no que tange a seus maleficios.
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