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RESUMO

Eventos estressores tem se tornado frequentes na sociedade, resultando no aumento de doencas
originadas pelo estresse. Dessa maneira, 0 presente estudo tem como objetivo investigar
possiveis efeitos, causados pelo estresse de superpopulacéo durante a gestacdo de camundongos
avaliando suas consequéncias na reproducdo, no desenvolvimento embrionario, fetal e
placentario, na depressdo pos-parto e nos padrbes de cuidado materno. Assim como, avaliar as
consequéncias deste estresse pré-natal no desenvolvimento fisico e neuroldgico do neonato e
no comportamento da prole na puberdade. Neste trabalho, fémeas de camundongos Swiss foram
acasaladas com machos da mesma linhagem e a presenca do tampé&o vaginal foi considerada
como 1° dia de gestacdo (ddg). As prenhes do grupo estresse foram acomodadas com 10 fémeas
ndo prenhes, durante todo o periodo gestacional, enquanto as prenhes do grupo controle
permaneceram em moradia individual. No 15° ddg, foram realizados os testes de labirinto em
cruz elevado (LCE) e campo aberto (CA), para avaliar o comportamento, algumas fémeas
eutanasiadas, para avaliagdo morfologica dos cornos uterinos, placentas e fetos. Nas demais
fémeas, a gestacdo foi levada a termo e 0 ganho de peso materno acompanhado durante toda a
gestacdo. Apos 0 nascimento, a prole foi pesada e padronizada, foram avaliados os parametros
fisicos e neuroldgicos de desenvolvimento até o 30° dia pds-natal (dpn). A depressdo pos-parto
foi avaliada no 2° dpn, pelo teste de nado for¢ado, o cuidado materno (CM) observado no 5° e
10° dpn. Os padrdes de comportamento da prole foram avaliados por meio dos testes de LCE e
CA entre 0 30° e 32° dpn. Os resultados indicaram que o estresse de superpopulacao interfere
na taxa de prenhez, diminui a implantacdo e a viabilidade gestacional, aumenta o nimero de
hemorragias e reabsor¢des nos sitios de desenvolvimento fetais, causa restricdo de crescimento
intra-uterino (IUGR), diminuicdo de peso placentario e diminuicdo da eficiéncia desse érgéao.
A analise do comportamento das prenhes ndo apresentou alteracdes significativas no LCE,
porém elas apresentaram um comportamento do tipo menos ansioso em relagdo as fémeas do
grupo controle no teste de CA. O estresse de superpopulagdo diminuiu 0 ganho de peso materno
no final da gestacdo. A avaliacdo do desenvolvimento fisico da prole demonstrou uma reducéo
nas distancias naso-anal, naso-caudal e anus-genital dos filhotes. Quanto ao desenvolvimento
neurolégico, houve atraso nos reflexos de agarramento palmar e endireitamento. A anéalise do
comportamento materno mostrou que as fémeas submetidas ao estresse, durante o periodo
gestacional, lambem menos seus filhotes no 5° dpn. Ao avaliarmos o comportamento da prole

na puberdade, os filhotes do sexo feminino apresentaram-se menos ansiosos em relacdo ao



controle. Podemos concluir que o estresse de superpopulagéo interfere de forma significativa
no indice de prenhez, no bem-estar gestacional, na eficiéncia placentaria, no tamanho dos
neonatos, no crescimento dos filhotes no primeiro més de vida, acarretando atrasos no
desenvolvimento neurolégico. Também foi observado que o estresse de superpopulacéo pode
ter um efeito ansiolitico nas prenhes, transmitindo aos filhotes fémeas como um mecanismo de

adaptacéo ao estresse.

Palavras-chave: estresse pré-natal; gestacdo de camundongo; comportamento materno;

comportamento da prole, resiliéncia.



ABSTRACT

Stressful events have become frequent in modern society, resulting in the rise of diseases caused
by stress. In this way, in this way, aim of this study is to investigate possible changes caused
by stress, resulting from overpopulation, during mice’s gestation and also to evaluate their
reproductive consequences, in the embryonic, fetal, placental, postpartum depression and
maternal care patterns. In addition, it aims to evaluate the prenatal stress consequences in the
neonates’ physical and neurological developments and also in the offspring’s behavior at
puberty. In this work, Swiss mice’s females were mated with males of the same strain and the
presence of the vaginal buffer was considered the 1% gestation day (gd). The pregnant females,
in the stress group, were accommodated with 10 non-pregnant females throughout the
gestational period, whereas the pregnant women in the control group remained in single
dwellings. At 15" gd, elevated plus maze (EPM) and open field (OF) tests were performed to
evaluate the behavior and some females were euthanized for morphological evaluation of the
uterine horns, placentas and fetuses. In the other females, the gestation was carried out and the
maternal weight gain was monitored throughout the gestation period. After birth, offspring were
weighed and standardized, the physical and neurological development parameters were
evaluated until the 30" postnatal day (pnd). Postpartum depression was assessed in the 2nd pnd,
by the forced swimming test, maternal care (MC) observed in the 5th and 10th pnd. Offspring
behavior patterns were evaluated by means of the EPM and OF tests between 30" and 32" pnd.
The results indicated that overpopulation stress interferes with the pregnancy rate, decreases
implantation and gestational viability, increases the number of hemorrhages and resorptions at
fetal development sites, causes fetal intrauterine growth restriction (IUGR), placental weight
loss and decreased efficiency of this organ. Pregnancy behavior analysis did not present
significant alterations in the EPM, but they presented a less anxious behavior in relation to the
females of the control group in the OF test. Overpopulation stress resulted in lower maternal
weight gain at the end of gestation, reduced weight in offspring. Offspring’s physical
development evaluation showed reduction in the anus-nose, nose-tail and anus-genital
distances. Regarding the neurological development, there was delay in the reflexes of palmar
grasping and righting. Maternal behavior’s analysis showed that females subjected to stress
during the prenatal period licked their pups less in the 5™ pnd. When we evaluated offspring’s
behavior at puberty, female pups were less anxious than control. We can conclude that

overpopulation stress significantly interferes with pregnancy index, gestational well-being,



placental efficiency, neonatal size, as well as their growth in the first month of life and lead to
delays in neurological development. It has also been, observed that overpopulation stress may
have an anxiolytic effect on pregnancy, conferring on female offspring as a mechanism for

adapting to stress.

Keywords: prenatal stress; mouse gestation; maternal behavior; offspring behavior, resilience.
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1 INTRODUCAO

A vida cotidiana da sociedade moderna vem se tornando cada vez mais estressante, o
que tem resultado no aumento consideravel da incidéncia de doencas relacionadas ao estresse
(SILVEIRA, 2007). O termo “estresse” denota o estado gerado pela percepg¢ao de estimulos,
internos ou externos, que produzem excitagdo emocional, levando a alteracdo do estado de
homeostase do organismo, induzindo um processo de adaptacdo que permite ao individuo
superar certas exigéncias que o meio ambiente lhe impde (DONADIO; VARGAS, 2014).
Assim, 0 estresse € desencadeado a partir de um evento estressor ou de uma sucessao deles,
causando uma resposta, fisioldgica e/ou comportamental, que leva a quebra da homeostase
(MCEWEN, 2003).

A gestacdo é um periodo de grandes alteracdes metabdlicas e comportamentais e, por si
s0, j& poderia desencadear a acdo de diversos fatores estressantes, que influenciam a salde e o
bem-estar materno e fetal (WEERTH; BUITELAAR, 2005). O estresse na gestacdo pode
ocorrer por eventos associados ao préprio periodo gestacional, como enjoos, medo em relacéo
ao ganho de peso, medo de complicacGes gestacionais e pavor do parto, bem como eventos nos
contextos familiar e social: gravidez indesejada, dificuldade financeira, violéncia doméstica,
uso de drogas e transtornos comportamentais, como panico e depressdao (PEREIRA; LOVISI,
2007).

Durante toda a gestacdo, o embrido/feto esta exposto, direta ou indiretamente, as
mesmas alteracdes que a mée. Portanto, um evento que estressa 0 organismo materno, atinge
consequentemente o bebé em desenvolvimento (SMITH, 2004). Nesse contexto, um ambiente
fetal adverso pode estar associado a restricdo do crescimento intrauterino (IUGR), a
hiperglicemia, a hipertensdo, ao aumento da reatividade do eixo hipofise-pituitaria-adrenal
(HPA), ao aumento do risco de doencgas cardiovasculares, metabolicas, neuroenddcrinas e aos
disturbios psicoldgicos na idade adulta (ATKINSON, WADDELL, 1995; BRUNTON,2013).

Visando & compreensdo dos efeitos do estresse pré-natal, existem diversos modelos de
estudo desenvolvidos em roedores. Pesquisas sobre os efeitos do estresse no periodo gestacional
sdo vastas, porém, existem poucos dados abordando o modelo de estresse de aglomeracdo
social. Nesse modelo, 0os animais convivem em uma area pequena com outros da mesma
espécie, vivenciando a divisao do espaco e a disputa por comida, além de precisar lidar com a

moradia em condi¢Oes insalubres, decorrente do aumento de dejetos. Consequentemente, esse
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modelo fornece diferentes estimulos estressores ao longo do tempo, sendo de grande validade
preditiva a avaliacdo dos efeitos do estresse de superpopulacédo durante o periodo gestacional,
assim como a analise desse modelo estressor frente ao cuidado materno e suas consequéncias a

prole.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

Esta revisdo bibliografica € composta de conhecimentos em relagcdo ao Estresse e suas
respostas fisioldgicas e comportamentais, estresse social, estresse no periodo gestacional e

interferéncias do estresse sobre 0 comportamento materno.

2.1 ESTRESSE: RESPOSTAS FISIOLOGICAS E COMPORTAMENTAIS

O endocrinologista Hans Selye (1936), foi pioneiro em estudos experimentais
relacionados ao estresse e a capacidade do organismo em responder e se adaptar aos agentes
estressores, denominada por ele de “sindrome de adaptagdo geral”. Desde entdo, as pesquisas
tém evoluido substancialmente, ampliando o conhecimento sobre alteracbes de mecanismos
autonémicos, neuroendocrinos e imunes relacionados ao estresse. O estresse pode ser
considerado como inerente e necessario ao organismo para a manutencéo de vida (MCEWEN,
2000). Segundo Selye (1956), determinados tipos de estresse podem promover respostas
diferentes: eustresse refere-se as respostas consideradas positivas, preparando o individuo para
enfrentar novos desafios; distresse € considerado o estresse negativo, excessivo e com

resultados de debilidade fisica e comportamental.

O termo estresse pode ser definido como desordem fisioldgica e/ou psicologica de um
individuo, capaz de gerar respostas imediatas e/ou tardias e alteracdo do bem-estar (MCEWEN,
2000). O estresse pode ser classificado em agudo e cronico. A condicdo de estresse agudo
ocorre em situagOes de curto periodo e alta intensidade, com respostas imediatas. O estresse
crénico ocorre por um periodo prolongado, constante, com menor intensidade e resposta mais
tardia (ANDRADE; PINTO; OLIVEIRA, 2002). O estresse promove uma vasta perturbacao na
homeostase do organismo, resultando em respostas importantes, visando a adaptacdo e ao
retorno da estabilidade homeostética ideal (LEVINE, 2005). A homeostase corresponde a uma
faixa estreita de equilibrio bioldgico. Quando os limites de homeostase sdo alterados, o
organismo inicia o processo de alostase, visando alcancar a novamente a sua estabilidade
através de mudancas, garantindo assim a sobrevivéncia. Fica evidente que o conceito alostase
é diferente de homeostase, pois se refere ao ajuste organico aos eventos previsiveis e
imprevisiveis em busca de um novo equilibrio (MCEWEN; WINGFIELD, 2003).
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Nesse contexto, o organismo desenvolve a capacidade de lidar com mudangas no
ambiente, manifestando resiliéncia aos desafios ambientais (KARATSOREQOS; MCEWEN,
2013). A palavra resiliéncia tem sido utilizada para definir situacGes psicossociais em que
individuos ou grupos superam situagdes adversas (BARLACH, FRANCA; MALVEZZI, 2008).

O estresse é considerado um fator de risco para uma diversidade de doengas, afetando
cada pessoa de maneira diferente (SCHMIDT; STERLEMANN; MULLER, 2008). De acordo
com o periodo da vida humana ou animal, diversas situacdes de estresse podem ocorrer,
produzindo respostas e consequéncias adversas, que variam conforme as condi¢Ges de saude do
individuo (MARKOVIC, 2011). Nem todos os agentes estressores causam distlrbios
inicialmente, pois, na maioria das vezes, as doencas aparecem ap0s experiéncias estressantes
de longa duracdo. Porém, em alguns casos, a doenca pode ser desencadeada apds uma
experiéncia aguda de estresse, levando a uma resposta mais branda que o estresse cronico
(SCHMIDT; STERLEMANN; MULLER, 2008).

Estressores fisicos e sociais alteram o ambiente externo, causando uma reacéo
imediata, seguida de uma resposta adaptativa interna do individuo. Esse processo promove uma
resposta ndo linear, atraves de mediadores como o cortisol (KLOET, 2008; MCEWEN et al,
2015). Logo apds um evento estressor, a reacdo inicial é coordenada pelo sistema nervoso
simpatico e varios neuropeptidios posteriormente o eixo HPA, glicocorticoides (GC) e
horménios (KLOET, 2008). Na sequéncia, a recuperacdo e a acomodagdo ao evento estressor
sdo realizadas pelas mesmas substancias (Figura 1). Portanto, o corpo responde
fisiologicamente ao estresse ativando o sistema nervoso simpatico e, em seguida, o eixo HPA.
A resposta ao agente estressor via sistema nervoso autbnomo (SNA) promove aumento da
liberacéo de catecolaminas: epinefrina (produzidas pela supra-renal) e norepinefrina (produzida
por terminacdes nervosas simpaticas). As catecolaminas, causam varias alteracdes, como
aumento das frequéncias cardiaca e respiratoria e da pressao arterial, além de hiperemia,
dilatacdo das pupilas e dos brénquios, como também alteragdes metabdlicas, para
disponibilizacdo de energia (CAPITANIO, 2015; SAPOLSKY; ROMERO; MUNCK, 2000).
Outra via da resposta fisiologica ao estresse ocorre a partir da ativacdo do eixo HPA, durante o
qual o hipotalamo secreta 0 horménio liberador de corticotropina (CRH). O CRH estimula a
hipdfise anterior a secretar o hormonio adrenocorticotrofico (ACTH) na corrente sanguinea e,
em seguida, o cortex da suprarrenal libera os GC: corticosterona em ratos e o cortisol nos seres
humanos (MAGUIRE; MODY, 2015).
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agente
estressor

CORTICOSTERONA/ CORTISOL

0 1 2 3
INICIO TERMINO RESULTADO

sistema simpdatico Sistema Parassimpdtico Sistema Parassimpatico
HPA HPA HPA
Estado de luta ou fuga ¥ excitabilidade Estabilidade
#excitagdo Fase de Recuperagao Experiéncia de consolidagao
4 concentragao Adaptacdo comportamental
Estado de alerta, reatividade Preparagdo para o futuro
Medo, avaliagao

Figura 1- Resposta fisioldgica apds um agente estressor, periodo inicial recuperagéo e
acomodacéo, em roedores e humanos.
Fonte: KLOET, 2008 (adaptado).

Frente ao agente estressor, as respostas comportamentais consistem em reacdes “luta
ou fuga” na grande maioria das espécies animais. Em seres humanos, essas respostas decorrem
diretamente de agdes associadas a comportamentos inadequados em relacdo a salde, como a
alimentacdo, o consumo de alcool, o tabagismo, as drogas ilicitas e outras formas de abuso
(MCEWEN, 2000).

Estudos sobre os efeitos do estresse, em sua grande maioria, associam eventos
estressores ao aumento da ansiedade e da depressdo (SCHMIDT; STERLEMANN; MULLER,
2008). Segundo o Manual de Diagndstico e Estatistica dos Transtornos Mentais (DSM-5), a
ansiedade é caracterizada por preocupacao, medo e vigilancia excessiva a um evento. Os
individuos com transtornos de ansiedade, em geral, superestimam o perigo nas situagdes que
temem ou evitam, apresentando comportamento de cautela ou esquiva. Em andlise do
comportamento de humanos, a ansiedade tem sido definida como um estado emocional
desagradavel, que sinaliza um desconforto aversivo relacionado ao medo. Esse estado
emocional é, geralmente, relacionado a uma ameaca futura e apreensdo desproporcional a uma
ameaca real (COELHO; TOURINHO, 2008;ZAMIGNANI; BANACO, 2005). A depressdo
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segundo o DSM-5, apresenta-se a partir da presenca de humor triste, vazio ou irritavel,
acompanhado de alteracdes somaticas e cognitivas que afetam significativamente a capacidade
de funcionamento do individuo. A depressdo pode ser vista como uma manifestacdo de
incapacidade em lidar com eventos estressores ao longo da vida, podendo ser causada pela
exposicdo a estressores cronicos, sofrendo tambeém influéncias genéticas (CRYAN;
MOMBEREAU. 2004). O individuo apresenta desinteresse em realizar as atividades didrias,
sentimentos de desamparo, medo, culpa, insatisfacdo, melancolia e pensamentos suicidas
recorrentes, com perturbagdes do apetite e do sono (TENG et al, 2005; WEINSTOCK, 2017).

No entanto, existem evidéncias de que os efeitos do estresse também podem estar
associados ao aumento da capacidade de resiliéncia, por meio da qual o individuo pode
desempenhar uma melhor habilidade em lidar com um ambiente aversivo (SANTARELLI et
al, 2017).

Sdao diversos os modelos de estresse utilizados em experimentos, com o intuito de recriar
eventos agressores em roedores, visando avaliar as respostas fisioldgicas e comportamentais ao
estresse, a ansiedade e a depressao. Os modelos mais comumente utilizados sdo o do estresse
crénico variavel, o de contencéo e odor predatorios, com ou sem o predador natural. O modelo
de estresse cronico variavel consiste na exposi¢cdo da fémea prenhe a diferentes tipos de
estressores, como a exposicao a luz constante (38 horas de dura¢do), o odor predatdrio, o nado
forcado, a exposicdo ao calor e ao frio e a inversdo do ciclo claro/escuro em horarios
imprevisiveis (JONES, 2010). No modelo de contencédo, a fémea prenhe é colocada em um
contentor, causando assim restricdo de movimentos do animal (DONADIO; VARGAS, 2014).
O odor predatério consiste em colocar a fémea prenhe em contato com o cheiro do predador
(ST-CYR, 2015). No estresse pelo predador natural, a fémea prenha é exposta a presenca de
um gato (PATIN, 2002). Todos estes modelos de estresse possuem grande validade preditiva,
porém utilizam estressores fisicos ou de derrota social. O estresse social, apesar de menos
estudado, é considerado de grande importancia como fator etiol6gico para desenvolvimento de
disturbios comportamentais, como ansiedade e depressdo (TAYLOR, 2006). Desse modo, 0
estresse de aglomeracdo social pode oferecer grande validade preditiva frente aos transtornos
comportamentais.

O modelo de aglomeracéo social oferece vantagens sobre outros modelos de estresse,
causando menos trabalho intensivo, j& que nenhuma aplicacao diéria de estresse é necessaria,
como ocorre nos modelos de derrota social e de estresse cronico leve (LIN, 2015). Estudos

recentes tém utilizado cada vez mais estressores psicossociais, como confronto social e
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superpopulacdo, com o intuito de avaliar um estado de instabilidade, que represente uma
condicdo socio ecologica mais proxima de populaces naturais, tornando este modelo uma
alternativa amplamente aceita para estudar mecanismos da doenca para o estresse (LIN et al,
2015; REISS et al.; 2007)

Em modelos animais, as respostas comportamentais estao relacionadas a um aumento
do comportamento semelhante a ansiedade e a depressao, que pode ser mensurado por meio de
testes como o de labirinto em cruz elevado (LCE), o de campo aberto (CA) (JONES, 2010;
LISTER, 1990; WALF; FRYE, 2007;) e o do nado forcado (PORSOLT, 1977). O LCE é um
dos ensaios mais reconhecidos na pesquisa da ansiedade em ratos e camundongos (WALF;
FRYE, 2007). Nesse teste, 0 comportamento de roedores, semelhante a ansiedade, é avaliado
pelo tempo gasto nos bragos abertos e fechados do aparato utilizado (HANDLEY; MITHANI,
1984). Lister (1987), validou esta metodologia para ser utilizada em camundongos, observando
gue 0s animais mais temerosos permanecem mais tempo nos bragos fechados, indicando assim
um comportamento semelhante a ansiedade. O teste de CA foi desenvolvido por Hall (1934) e
tem sido bastante utilizado para estudos da capacidade locomotora e exploratéria, averiguando
0 numero de entradas no centro e na periferia, sendo também relacionado com a ansiedade de
roedores (BRUNTON; RUSSEL, 2010; SCHMIDT; STERLEMANN; MULLER, 2008). O
comportamento semelhante a depressdo em roedores pode ser mensurado por meio do teste de
natacdo forcada, desenvolvido por Porsolt em 1977. Esse teste consiste em mensurar o tempo
em que animal permanece imdvel, quando imerso em agua, de forma que o aumento do tempo
de imobilidade durante o teste ¢ interpretado como “humor reduzido”, “desistindo da esperanga
em escapar” (CRYAN; MOMBEREAU, 2004).

Todos os testes descritos acima podem ser utilizados de maneira complementar, pois
sdo essenciais para o diagndstico da efetividade de um modelo estressor, como no caso deste
trabalho.

2.1 ESTRESSE SOCIAL

Fatores proprios do ambiente social interferem sobre as respostas ao estresse
(LIEBERWIRTH et al., 2012). Segundo Ago et al., (2014) condicdes de sobrevivéncia de
superlotacdo sdo consideradas estressores psicossociais e afetam condigdes bioldgicas. O
impacto da habitacdo social como modelo estressor, promove eventos desafiadores podendo

gerar distarbios comportamentais como depressdo e ansiedade (REISS, et al., 2007;
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TRAMULLAS et al., 2012). Entretanto alguns estudos demonstram que o convivio social pode
promover resiliéncia, protegendo o organismo de danos gerados pelo estressse (Davidson e
McEwen, 2012). Segundo Lin et al.(2015), o modelo de estresse de superpopulacdo € um
modelo relevante para o estudo de disfungdes metabdlicas e comportamentais relacionadas ao
estresse.

2.1 ESTRESSE GESTACIONAL

A gestacdo € considerada um periodo de grandes variacBes no organismo materno.
Além disso, a mée esta sujeita as influéncias estressantes provindas do ambiente externo, que
podem interferir na salde e no bem-estar materno-fetal. O periodo gestacional modifica todo o
organismo materno, provocando alteracdes fisicas, hormonais e emocionais, podendo deixa-la
mais suscetivel a manifestacdo de ansiedade e depressdo (PEREIRA; LOVISI, 2007) e, por
consequéncia, alterar os niveis de glicocorticoides (GC) na circulagdo materna (KLOET, 2008;
MAGUIRE; MODY, 2015; MCEWEN et al, 2015). O excesso dos niveis de GC é um
importante identificador do estresse materno (WEINSTOCK, 2017).

Os GC, em niveis ideais, desempenham um papel vital durante o desenvolvimento
normal do feto (CONSTANTINOF; MOISIADIS; MATTHEWS, 2016; WARD, 1994). Esses
hormdnios atravessam a placenta, podendo prejudicar o desenvolvimento do eixo HPA
(RAKERS et al., 2017). Durante a gestacéo, os niveis de GC, na circulacao fetal normal, sofrem
alteragdes conforme o periodo gestacional: no inicio, sdo mantidos niveis baixos, mas
aumentam rapidamente ao fim da gestacdo. Esse aumento de GC é importante para a maturacao
dos 6rgdos, especificamente os pulmdes, cérebro e rins (CONSTANTINOF; MOISIADIS;
MATTHEWS, 2016) sendo notavel o seu papel na promocdo da maturacdo do pulméo e
producdo do surfactante necessario para a funcdo pulmonar extrauterina (WARD, 1994),
levando a uma correlacdo direta com o desencadeamento do trabalho de parto. Considera-se
que o CRH na circulagéo fetal impulsiona a producdo aumentada de cortisol, ajudando na
maturacdo pulmonar fetal e também pode atuar como vasodilatador da circulacdo placentaria
fetal (WADHWA et al., 2004).

Um crescente numero de evidéncias sugere que o estresse pré-natal afeta o IUGR fetal,
o desenvolvimento fisico e neuroldgico na infancia, o comportamento, a regulagdo do eixo
HPA, aimunocompeténcia e o comportamento afetivo e emocional da prole, gerando ansiedade
(FUJITA et al, 2010; KHASHAN et al., 2008; LIU et al, 1997; WEINSTOCK, 2017). No
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entanto, 0s mecanismos envolvidos nesse processo ainda sdo pouco conhecidos (FONSECA,
MASSOCO; MIYAGAWA et al, 2011; NETO, 2002;).

Os efeitos do estresse pré-natal sdo, em sua grande maioria, mediados via maturacdo
diferenciada do eixo HPA pela exposicdo ao aumento dos niveis de GC (HARRIS; SECKL
2011; KHASHAN et al., 2008; KLOET, 2008). AlteracOes persistentes na maturacdo e
feedback da regulacdo do eixo HPA sdo associadas, inclusive, as mudancas no
desenvolvimento, crescimento e aprendizagem (HARRIS; SECKL, 2011).

No entanto, pela dificuldade de estudar os efeitos de diferentes agentes estressores em
humanos, os modelos de pesquisa com roedores sdo a alternativa mais amplamente aceita
(WEINSTOCK, 2017). Os diversos estudos realizados em ratos e camundongos, além de
permitirem resultados promissores, em razdo da analogia de suas interacdes materno-fetais, tém
possibilitado a obtencdo de respostas rapidas e a baixo custo (SCHMIDT; STERLEMANN,;
MULLER, 2008).

As consequéncias do estresse pré-natal podem ser positivas ou negativas, conforme a
severidade do agente estressor. Niveis leves podem originar uma maior resisténcia ao estresse,
sendo vantajoso na vida adulta, demonstrando uma melhor capacidade em lidar com eventos
estressantes ao longo da vida (MONAGHAN; HAUSSMANNB, 2015), enquanto que a
exposicdo prolongada e repetida ao estresse pode ser prejudicial, causando IUGR, alterac6es
no desenvolvimento fisico e neuroldgico, comprometimento da imunidade e aumento das taxas
de doencas (AMUGONGO; HLUSKO, 2014; MONAGHAN; HAUSSMANN, 2015).

A variabilidade do estimulo estressor também reflete a complexidade da interacédo
entre 0s processos estressantes e metabdlicos, destacando a importancia do desenvolvimento e
a caracterizacdo completa de cada modelo de estresse utilizado (LIN, 2015). A exposi¢do ao
estresse, durante a gravidez, tem efeitos prejudiciais sobre a mae e a prole, causando efeitos de
longa duracdo em varios sistemas dos filhotes (BRUNTON, 2013; RAKERS et al., 2017).
Geralmente, associa-se uma prole, submetida a estresse pré-natal de maneira hiper-responsiva,
com o aumento da ansiedade (BRUNTON, 2013). Essa influéncia, no entanto, é bastante
variavel e, conforme a intensidade, o tempo de exposi¢do ao agente agressor e o periodo da
gestacdo afetado, ocorrem consequéncias diversas para o desenvolvimento da prole
(DONADIO; VARGAS, 2014).

Estudos que abordam diferentes informacgdes, provindas das diversas areas de
conhecimento, no intuito de investigar e esclarecer a influéncia de eventos adversos ocorridos
em fases precoces do desenvolvimento humano, teorizando de forma mais ampla "Origens do

Desenvolvimento da Saude e Doencas (DOHaD)". Esse ramo da ciéncia origina-se de uma série
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de pesquisas em relacdo ao ambiente precoce, item fundamental no desenvolvimento de
doencas (SILVEIRA, 2007). O resultado esperado de pesquisas envolvendo DOHaD é uma
resposta significativa na prevencdo de doencas, proporcionando um vinculo entre as ciéncias
bioldgicas e a &rea da saude (FUKUOKA; SATA, 2016)

Apesar de serem utilizados diferentes modelos experimentais, para analise do efeito
do estresse pré-natal, ndo encontramos dados a respeito dos efeitos do estresse de aglomeracao
social em camundongos prenhes, visando a avaliacdo do animal nesse estado, relativamente ao
desenvolvimento gestacional da prole, assim como seus efeitos na mée ap06s o parto e na prole

depois de adulta.

2.2 COMPORTAMENTO MATERNO

Ao fim da gestacdo e logo ap6s o parto, a mde passa por diversas mudancas
comportamentais visando a chegada dos filhotes, garantindo assim o bem-estar da prole,
(NUMAN, 1994). Ainda nesse periodo gestacional, ocorre uma queda nos niveis de
progesterona e aumento da concentracdo de estradiol e prolactina, sendo essas alteracdes
responsaveis pelo inicio do comportamento materno (CM) (NEMSADZE; SILAGAVA, 2010;
NUMAN, 2006). Apds o nascimento dos filhotes, a lactante mantém um conjunto de cuidados
em relacdo a prole, com o intuito de garantir a sobrevivéncia e o desenvolvimento, até que eles
possam garantir a regulacdo da temperatura e se alimentarem de forma independente. Entre as
espécies de mamiferos, os filhotes reconhecem a mée através do odor, toque e temperatura,
estimulando a atencdo da mée ao expressarem agdes como vocaliza¢Ges e movimentos do corpo
(FLEMING; O’DAYB; KRAEMER, 1999).

Em roedores, as acdes do CM tém inicio antes mesmo do parto. A futura mée constroi
0 ninho e altera o padrdo de higiene, aumentando a autolimpeza da regido mamaria e
estimulando a produgé&o e a eje¢éo do leite. Segundo Numan e Stolzenberg (2009), os principais
cuidados maternos em roedores sdo: a constru¢cdo do ninho, que favorece a protecdo e a
regulacdo da temperatura na auséncia da mae; a amamentacdo, que é facilitada por meio da
cifose fisiologica, durante a qual a coluna fica em postura arqueada; as lambidas, cuja funcéo é
estimular a defecacdo e a secrecéo urinaria dos filhotes; o recolhimento dos filhotes, por meio
do qual a mée transporta os filhotes pela boca, de um local para outro, ou para um novo ninho,
que ela considere mais protegido.
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O CM pos-parto diminuido interfere diretamente na atividade do eixo HPA dos filhotes,
causando efeitos de longa duracdo no desenvolvimento da prole, podendo induzir um
comportamento semelhante a ansiedade (BRUNTON, 2013; LIU; et al, 1997). Além disso, 0
estresse durante a gestacdao pode aumentar o comportamento depressivo da mae no periodo p6s-
parto e alterar o cuidado materno em roedores (BRUMMELTE e GALEA, 2010). Desse modo,
os efeitos do estresse gestacional e pds-parto podem ser transmitidos para a prole, associados
ao CM (BRUMMELTE; GALEA, 2010LIU et al, 1997;). O aumento consistente do CM ¢
associado a diminuicdo das respostas do eixo HPA, reduzindo assim o comportamento
semelhante a ansiedade na prole jovem. Em contrapartida, a diminuicdo do CM produz aumento
da atividade do eixo HPA, desencadeando um efeito ansiolitico na prole (LIU et al, 1997).
Segundo Maguire e Mody (2015), é provavel que a desregulacdo do eixo HPA, por alterar o
CM, possa desempenhar um papel na depressdo poOs-parto e, por conseguinte, no
desenvolvimento da prole, resultando no aumento do comportamento de ansiedade dos filhotes
na puberdade.

Segundo Szyf et al (2005), o CM pode programar as respostas comportamentais e
neuroenddcrinas durante toda a vida do filhote, pois esta associado as mudancas de expressao
génica, decorrente das metilacbes de DNA e das alteragdes de histonas, conforme define a
epigenética (CAO-LEI et al, 2017). Ja foram comprovadas alteragdes epigenéticas, associadas
a diversos genes, em resposta ao CM, como nos receptores de corticosteroides (SZYF et al,
2005). Portanto, o estresse durante a gestacdo altera o CM e os efeitos gerados pelos eventos
estressantes podem ser transmitidos através das geragdes (CHAMPAGNE; MEANEY, 2006).
Essa associagcdo mostra outra grande importancia de estudos como o que desenvolvemos nesta

pesquisa.
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3 JUSTIFICATIVA

A gestacdo ¢ um momento em que ocorrem diversas alteragdes: fisicas, metabolicas e
emocionais deixando a gestante suscetivel a fatores exdgenos. Apesar do diagnéstico de
estresse ser cada vez mais frequente na atualidade, o efeito de fatores estressores na gestacéo e
suas consequéncias para o organismo materno e o desenvolvimento da prole ainda precisam ser
melhor averiguados. Um dos pontos que tem sido negligenciado neste aspecto, seria 0 estudo
do efeito de fatores psicossociais como responsaveis pelo estresse no periodo de gestacdo.
Alguns dos modelos de estresse social como o de superpopulacdo tem auxiliado em estudos
para verificacdo de mecanismos translacionais desencadeadores de doengas graves acarretadas
por fatores sociais, as quais podem inclusive, inviabilizar a gestacdo. Estes fatores podem estar
relacionados, por exemplo, a condi¢Oes de disputa por alimento e espago, assim como,
condic@es insalubres de sobrevivéncia observadas em diversas regides superpopulosas do globo

0 que justifica a importancia deste trabalho.
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4 OBJETIVOS

Os objetivos deste trabalho estdo descritos a seguir.

4.1 OBJETIVOS GERAIS

Analisar as possiveis alteraces do estresse cronico de aglomeracéo social durante todo
0 periodo gestacional, no equilibrio da gestacdo, no nascimento e desenvolvimento da prole

assim como no comportamento materno.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Investigar a influéncia do estresse de superpopulagdo nos seguintes itens:

a) Taxa de prenhez, a implantagdo embrionéaria e a viabilidade gestacional;

b) Morfologia do utero prenhe, das placentas e dos fetos

C) Comportamento de fémeas prenhes;

d) Ganho de peso das fémeas prenhes

e) Peso da ninhada e numero de filhotes;

f) Comportamento semelhante a depressao pos-parto;

9) Cuidado materno de fémeas lactantes;

h) Desenvolvimento dos primeiros parametros fisicos e neuroldgicos da prole;

)] Respostas comportamentais de filhotes jovens.
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5 MATERIAIS E METODOS

Todos os procedimentos deste trabalho foram realizados na Universidade Federal de
Alfenas (UNIFAL-MG), mais especificamente no Laboratorio de Biologia Animal Integrativa
(LABAInt) do departamento de Biologia Celular e do Desenvolvimento (BCD) do Instituto de

Ciéncias Biomédicas (ICB).

5.1 ANIMAIS

Foram utilizados nesse trabalho 300 camundongos fémeas Swiss, entre 8 e 16 semanas,
sendo 50 fémeas prenhes, 250 fémeas utilizadas para superpopular as gaiolas e 10 machos da
mesma linhagem para o acasalamento, todos estes provenientes do Biotério Central da
Universidade Federal de Alfenas (UNIFAL/MG). Além dos animais j& descritos, foram
utilizados 120 filhotes nascidos no Biotério de Experimentacdo Animal do LABAINT (ver item
5.2). Durante todo o periodo experimental, os animais foram acondicionados no Biotério de
Experimentagdo Labalnt), em estantes ventiladas com temperatura de 23 + 2°C e ciclo
claro/escuro de 12/12 horas (Figura 2). O acesso a agua e alimentagdo foi em regime “ad
libitum™ para todos os animais. Os procedimentos experimentais deste projeto foram avaliados
e aprovados pelo Comissdo de Etica no uso de animais (CEUA-UNIFAL) da UNIVERSIDADE
FEDERAL DE ALFENAS-MG, processo n° 47/2017.

O acasalamento foi realizado em regime de harém, sendo colocadas ao entardecer 3
fémeas por macho e na manha seguinte foi verificada a presenga de tampao vaginal (Figura 2C)

e a presenca do mesmo determinou o 1° dia de gestacdo (ddg).

5.2 MODELO EXPERIMENTAL DE ESTRESSE DE SUPERPOPULACAO

O modelo de estresse social de superpopulagéo utilizado durante o periodo gestacional
dos camundongos foi adaptado Reiss et al (2007). As fémeas prenhes submetidas ao modelo,
foram acondicionadas em grupo, onde cada fémea foi mantida junto com 10 fémeas ndo prenhes

da mesma linhagem, em uma caixa de polietileno, com as seguintes medidas: 18 cm de largura,
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30 cm de comprimento e 13 cm de altura (Figura 2B). No grupo controle a fémea prenhe foi
mantida em moradia individual (Figura 2A), em caixa idéntica, durante 0 mesmo periodo de
tempo e experimentacdo. E importante ressaltar que as fémeas do grupo controle nio
encontravam-se em condigdes de isolamento social, pois foram mantidas em uma mesma
estante e, por conseguinte, obtinham informacdes sensoriais de outras fémeas alojadas em

caixas vizinhas, por meio de olfato, audicgéo e viséo. e auditivo com os demais animais.

5.2 GRUPOS EXPERIMENTAIS

Logo no primeiro 1°ddg, as fémeas foram distribuidas em 2 grupos experimentais. O
grupo controle, foi constituido pelas fémeas prenhes, que permaneceram em moradia individual
deste 0 1°ddg até o momento da eutandsia ou nascimento da prole e o grupo de estresse de
superpopulacéo, constituido por fémeas prenhes agrupadas de acordo com o0 modelo de estresse
de superpopulacdo utilizado neste estudo, o periodo experimental utilizado foi 0 mesmo que as
fémeas do grupo controle. Esse grupo permaneceu em estante separada do controle, evitando

qualquer contato entre 0S grupos experimentais.
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Figura 2 - Acondicionamento dos grupos experimentais

Fonte: Da autora.

Legenda: (A) Fémea prenhe do grupo controle acomodada em moradia individual (B)
Acomodacao de fémea prenhe alojada com 10 fémeas ndo prenhes. (C)
Observacao de rolha vaginal detectada ao 1° ddg. (D). Estantes ventiladas para
armazenamento das gaiolas com camundongos.

5.2.1 Delineamento dos Grupos Experimentais

Fémeas dos 2 grupos, foram distribuidas em diferentes lotes (Figura 3), dependendo do
experimento a ser realizado. Apds a constatacdo do tampé&o vaginal, um primeiro lote de fémeas,
(em azul) foram eutanasiadas no 15° ddg e tiveram seus cornos uterinos, fetos e placenta
analisados morfologicamente. O segundo lote de fémeas prenhes, (destaque em rosa) foi
utilizado para os experimentos de analise do comportamento semelhante a ansiedade em fémeas
prenhes e os filhotes destes animais foram destinados a anélise do desenvolvimento fisico e
neuropsicomotor da prole. No terceiro (em verde), as fémeas foram para avaliadas quando ao
comportamento semelhante a depressao pds-parto no 3°dpn, analise do CM, no 5°dpn e 10°dpn,

sendo seus filhotes destinados aos experimentos de analise comportamental da prole. Todos os
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experimentos previstos neste trabalho foram realizados em ambos 0s grupos experimentais

simultaneamente.

Grupo | - Controle
Delineamento Experimental
Grupo Il - Superpopulagdo
Andlise do [@ Primeiro lote
o = comportamento
dos;r;/]apg;; Anilise do Andlise da materno |:| Segundo lote
vaginal estresse e da depressdo
ansiedade pos parto D Terceiro lote
materna
3°dpn ‘ !
1° ddg 15° ddg 1°dpn 5°dpn 10° dpn 30°a32°
dpn
Andlise do Cornos
uterinos, implantacdo,
viabilidade gestacional
Andlise de
estresse e
Anilise do desenvolvimento ansiedade da
Andlises de peso fetal fisico e neuroldgico da prole prole
e placentdrio,
eficiéncia placentdria,

Figura 3 - Design dos grupos experimentais e procedimentos deste estudo.
Fonte: Da autora.

5.3 ANALISE DO GANHO DE PESO MATERNO

O ganho de peso das fémeas prenhes foi averiguado (em todos os lotes experimentais),
diariamente, por meio de balanca semi-analitica, do 1° ao 19° ddg, visando analisar a

interferéncia do estresse de superpopulacdo sobre o ganho de peso durante a prenhez.

5.4 ANALISE DO COMPORTAMENTO DE FEMEAS PRENHES

Para andlise do comportamento das feméas prenhes, ambos os grupos foram

submetidas aos testes a seguir.
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5.4.1 Teste Labirinto em cruz elevado (LCE)

Este teste € muito utilizado para averiguar padrdes de ansiedade e depressdao em
roedores e foi realizado de acordo com o trabalho de Walf e Frye (2007). O aparato utilizado é
constituido por duas vias perpendiculares, uma contendo dois bragos abertos e a outra por dois
bragcos fechados, todos os 4 bragos com 27cm de comprimento. Os bracos fechados sdo
rodeados por duas “colunas” de 16 cm de altura e entre os 4 bragos observamos uma plataforma
central de 6 cm?, 0 que permite a forma de uma cruz caracteristica do LCE (Figura 4A). Para a
realizacdo do teste nas dependéncias do LABAInt, os animais foram transferidos para uma sala
isolada, livre de odores e barulhos. Os animais foram entdo colocados no centro do aparato, de
frente para um dos bracos fechados e filmados por cinco minutos. Para a analise dos pardmetros
de ansiedade, foram computados o nimero de entradas e o tempo despendido nos bragos abertos
e fechados (BISON et al, 2009). Esse teste foi realizado no 15° ddg e, em seguida, a fémea
prenhe foi devolvida para a mesma caixa. De acordo com Pellow et al (1985), animais que

apresentam uma reducao no comportamento preditivo de ansiedade realizam um maior nimero

de entradas nos bracos abertos e passam mais tempo nos mesmos.

Figura 4 -Testes Realizados para Analise do comportamento.

Fonte:  Da autora.

Legenda: (A) Imagem capturada da filmagem do teste de LCE, fémea prenhe explorando brago
aberto do aparato. (B) fotografia do aparato utilizado no teste de campo aberto. (C)
Imagem capturada do video referente ao teste de nado forgado.

5.4.2 Teste campo aberto (CA)

Esse teste foi realizado de acordo com os pardmetros desenvolvidos por LISTER
(1990), adaptados por JONES (2010) e LIN (2015), para camundongos. A finalidade é avaliar

a atividade motora e padrdes de ansiedade das fémeas prenhes. O aparato utilizado possui uma
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arena circular bem iluminada com aproximadamente 40 cm de didmetro, circundada por um
cilindro de acrilico de 50 cm de altura (Figura 4B-C). No momento do teste, os animais foram
transferidos para a mesma sala descrita no item anterior e cada animal foi colocado
cuidadosamente no centro do aparato, sendo sua movimentacdo filmada durante 5 minutos.
Avaliando a filmagem, foram mensurados o0s seguintes comportamentos: nimero de
ambulagdes na periferia, nimero de ambulagfes no centro e o efeito anti-tigmotatico (nimero
de entradas no centro/nimero total de entradas). A atividade locomotora das fémeas prenhes
foi avaliada considerando o nimero de entradas com as quatro patas no centro, a posicao das
quatro patas do animal, para observar a sua mobilidade e o nimero de cruzamentos no centro,
na periferia e o total de cruzamentos. O teste de campo aberto foi realizado nas fémeas prenhes
no 15° ddg, no periodo da manha e, na sequéncia, as fémeas retornaram para a mesma caixa das

quais foram retiradas.

5.5 COLETA DE MATERIAL BIOLOGICO

Fémeas prenhes foram eutanasiadas no 15° ddg, por inalagdo com isoflurano e
laparotomizadas. O Utero bicornico foi coletado e contabilizado o nudmero de sitios de
desenvolvimento fetal (SDF), hemorragias e reabsorcdes, para avaliagdo da viabilidade
gestacional. Os SDF encontrados foram individualizados e divididos em dois grupos onde
metade foi seccionada para retirada e avaliagdo macroscopica das placentas e fetos e a outra

metade foi seccionada transversalmente para isolamento da regido mesometrial uterina.
5.6 CALCULO DA TAXA DE IMPLANTAQAO E DA VIABILIDADE GESTACIONAL

O célculo das taxas de implantagéo e viabilidade foi realizado da seguinte forma.
5.6.1 Taxa de Implantagdo

Para o célculo da taxa de implantacdo, o nimero de corpos luteos, encontrados em
ambos os ovarios da fémea prenhe, foram somados e comparados ao numero de sitios de

desenvolvimento fetal (SDF), encontrados nos cornos uterinos. Para a taxa de implantagéo ser
considerada de 100%, os dois niUmeros devem ser equivalentes.
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5.6.2 Viabilidade Gestacional

A porcentagem de fetos viaveis (V) foi calculada, para o 15° ddg, pela seguinte

formula;

V = (quantidade de fetos ou embrides viaveis x 100)/quantidade de corpos lUteos

E a perda calculada pela formula:

P = (quantidade de sitios em reabsorcdo ou alterados x 100)/quantidade de corpos lUteos

Levando-se em consideracao que:

V+P=1

5.7 EFICIENCIA PLACENTARIA

A eficiéncia placentéria foi calculada utilizando-se a divisdo entre o peso fetal e peso

da placenta, obtendo dessa forma a a proporgéo de placenta necessaria, para a manutencao fetal.

5.8 PADRONIZACAO DAS PROLES

No 1° dia pds-natal (dpn) as proles (Figura 5-A) foram contadas, pesadas e avaliadas
macroscopicamente em busca de alteracBes anatdmicas evidentes. O numero de filhotes foi
padronizado em 6 com cada fémea parturiente, sendo preferencialmente 3 machos e 3 fémeas
(Figura 5-B), que permaneceram na mesma gaiola que a mée. Para normalizagdo da prole, foi
considerado apenas como critério de selecdo do filhote a visualiza¢do do leite no estbmago dos
animais. De acordo com Chorilli et al (2007), tal aspecto deve ser considerado se houver
necessidade de selecdo de animais, pois animais que mamam demonstram maior habilidade
para sobreviver.

As proles, juntamente com suas mades, foram distribuidas para analise do
comportamento materno ou para analise do desenvolvimento fisico e neuroldgico, ambas

realizadas no decorrer do primeiro més de vida dos neonatos.
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Figura 5 - Padronizacgdo da prole e analise do comportamento materno

Fonte: Da autora.

Legenda: (A) Filhotes ao nascer antes da padronizacéo da prole. (B) Prole padronizada com
seis machos e seis fémeas. (C) Caixa para acondicionamento e manutencdo da
temperatura corporal da prole. (D) Imagem retirada da filmagem referente a analise
do comportamento materno, lactante com levando filhote até o ninho (circulo preto).

5.9 ANALISE DE DEPRESSAQ POS-PARTO

O teste de nado forgado (“forced swimming test”) foi realizado 48 horas apds o parto,
para analise do comportamento de depressdo pds-parto, conforme metodologia descrita por
PORSOLT (1977). Nesse teste, foi utilizado um recipiente cilindrico de vidro, com 14 cm de
didametro e 20 cm de altura, preenchido com agua na temperatura de 30°C. O volume de &gua
colocado no frasco permitia que o animal pudesse boiar, ou nadar, sem encostar as patas na
borda nem no fundo do recipiente. Apds o animal ser transferido para esse recipiente, ele foi
filmado por 6 minutos. Somente os Ultimos 5 minutos foram avaliados, para que o tempo de

imobilidade, ou seja, o periodo em que o animal permaneceu flutuando, fosse mensurado.
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5.10 AVALIACAO DO COMPORTAMENTO MATERNO

Visando avaliar o comportamento materno, utilizamos a anélise da motivacdo materna
apos o periodo de separacao, esta metodologia foi adaptada de Kiss et al (2012). Os filhotes
foram separados de suas maes no 5° ou 10° dpn e alojados em uma caixa de madeira adaptada
com lampadas incandescentes, para a manutencdo da temperatura corporal (Figura 5-C), onde
permaneceram por 2h. Durante esse periodo, suas respectivas mées foram transferidas para a
sala de filmagem, para ambientacdo. Apds o periodo de separacdo maternal, os filhotes foram
colocados na gaiola-moradia, no lado oposto ao ninho inicial e distribuidos de forma néo
homogénea. Foram realizadas filmagens de 30 minutos, visando a avaliacdo dos pardmetros

maternais (Figura 5-D) e ndo-maternais listados abaixo:

Pardmetros Maternos:

Tempo em segundos em que a méde tem o primeiro contato com o filhote.

Laténcia em segundos para buscar cada filhote e leva-lor ao ninho.

Tempo em segundos em que a lactante fica sobre a ninhada em posicéo arqueada (cifose).
Tempo em segundos de lambida nos filhotes ("licking pups”).

Tempo em segundos sobre os filhotes sem estar em posi¢éo arqueada.

Pardmetros ndo maternos:
Tempo em segundos em que a lactante permanece fora do ninho (tempo off), ou sejatempo em

que a rata lactante estd fora do ninho explorando ou ndo o ambiente.

5.11 ANALISE DO DESENVOLVIMENTO FiSICO E NEUROLOGICO DA PROLE

Do 2°ao 30° dpn, foi realizada a analise dos parametros fisicos e neuroldgicos da prole.
Essa avaliacéo foi sempre realizada no periodo da manha, entre 10:00 e 11:00 horas, em uma
sala isolada no interior do biotério de experimentacao do LaBAlnt.

Para possibilitar o reconhecimento de cada um dos animais da prole, os filhotes foram
marcados diariamente com caneta permanente nas patas, como padronizado por Greco (2017)
(Figura 6).
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4
Figura 6 - Marcacéo padronizada dos filhotes para analise desenvolvimento fisico e neuroldgico
Fonte:  Greco, G. M. Z,, 2017.

Legenda: (A, B, C) padronizacdo em fémeas (azul) sendo respectivamente, fémea 1, fémea 2

e fémea 3; (D, E, F) padronizacdo dos para machos (preto), macho 1, macho2 e
macho 3, respectivamente.

5.11.1 Testes de desenvolvimento fisico

Os testes de desenvolvimento fisico executados foram adaptados de Castro et al
(2000). A analise de desenvolvimento fisico foi relacionada a idade do animal e a presenca ou

auséncia das seguintes caracteristicas:

a) Descolamento de orelha;

b) Aparecimento de pelo;

c) Abertura do olho;

d) Rompimento do dente incisivo superior e inferior;

e) Descida dos testiculos;
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f) Abertura da vagina.

Todos os filhotes foram analisados até que apresentassem resposta sobre cada uma

dessas caracteristicas (Figura 7).

Os resultados do descolamento de orelha, do rompimento do dente incisivo e da

abertura do olho s6 foram considerados positivos quando ocorreram bilateralmente.

O peso de cada filhote, os comprimentos naso-caudal, naso-anal e anus-genital (Figura
7 H-J-1) foram registrados a partir do 2° dpn, tendo sido considerado um intervalo de trés dias
entre as medi¢bes. Foram contabilizados, portanto, 10 registros para cada filhote,
correspondentes aos seguintes dias: 2°, 5°, 8°, 11°, 14°, 179, 20°, 23°, 26° e 29°dpn. As medidas

foram realizadas utilizando um paquimetro digital (MARBEG) de 200 mm de extenséo.
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Figura 7- Parametros do desenvolvimento fisico analisados ao decorrer do primeiro més de vida dos
filhotes.

Fonte:  Da autora.

Legenda: (A) Animal ao 5° DPN, observar os olhos fechados, orelhas coladas e auséncia de pelos. (B)
Descolamento de orelha. (C) Rompimento dos incisivos. (D) Aparecimento de pelos. (E)
Descida dos testiculos. (F) Abertura de vagina. (G) Abertura de olhos. (H). Posicionamento
do animal para marcagdo no papel para futura medida naso/caudal e naso/anal. (I) Medida da
distancia ano/genital. (J) Medida da distancia naso/caudal com paquimetro digital MARBEG.
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5.11.2 Testes de desenvolvimento neuroldgico

Para os testes de desenvolvimento neurolégico, foram utilizados dois filhotes do sexo

masculino e dois do sexo feminino de cada prole, tendo sido sempre realizados no mesmo local

e no mesmo horario dos testes de desenvolvimento fisico. Os testes de desenvolvimento

neurolégico foram baseados e adaptados dos trabalhos de Castro (2006) e Davydov et al.

(2015), realizados como descritos a seguir e ilustrados na Figura 8.

a)

b)

d)

Reflexo de endireitamento: o filhote é colocado deitado em uma superficie
plana em decubito dorsal. Observa-se se, em 60 segundos totais, o animal
consegue retornar ao decubito ventral, com as quatro patas apoiadas na
superficie;

Reflexo de agarrar: Passa-se a agulha perpendicularmente na palma das patas
dianteiras do filhote e observa-se se ha, ou ndo, resposta de agarrar e segurar.
O resultado foi considerado positivo quando o filhote deixou de segurar a
agulha.

Geotaxia negativa: Coloca-se o animal em uma rampa de 30°, de superficie
antiderrapante, com a cabeca voltada para a parte mais baixa. Observa-se se 0
animal é capaz de virar-se 180°, de forma a estar com a cabega voltada para a
parte mais alta da rampa, em um tempo total de 60 segundos;

Reflexo de sobressalto: O animal é exposto a um som alto e estridente de
intensidade controlada e observa-se se ele percebe o som, causando um
sobressalto no animal. O sobressalto indica inicio da atividade auditiva do

animal.
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Figura 8 - Testes de desenvolvimento neuroldgico.
Fonte: Da autora.

Legenda: (A-C) Teste de agarramento palmar. (B-D) Animal realizando teste de reflexo de

endireitamento, no qual ao se posicionar na posi¢do decubito ventral, no tempo
estipulado,o teste é considerado positivo. (E-F-G) Animal realizando teste de geotaxia

negativa, no qual ao se virar 180° para o lado de cima da rampa o teste é considerado
positivo. D, E, F.
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5.12 DESEMPENHO COMPORTAMENTAL DA PROLE JOVEM

Para estudo do comportamento da prole jovem, foram avaliados os parametros de
“comportamento semelhante a ansiedade” nos testes de LCE e CA, ja descritos no item 5.4.
Foram selecionados, aleatoriamente, um macho em uma fémea de cada prole, entre 0 30° e 0

32° dpn, para serem submetidos aos testes realizados.

5.13 ANALISES ESTATISTICAS

Os dados foram analisados quanto a normalidade pelo teste de Shapiro-Wilk. Em caso
de dados parameétricos foi utilizado o teste o teste t ndo pareado e para dados ndo paramétricos
o teste de comparacdo Mann-Withney. Para as analises em que apresentavam duas variaveis
(tempo e tratamento), foi realizado o teste de analise de variancia ANOV A Two-way (exXpressos
como média + desvio padrdo), seguido de pos-teste de multiplas comparag6es de Bonferroni.
As diferengas entre os grupos foram consideradas significativas quando p < 0,05. Todas as

analises estatisticas foram realizadas no programa Graph pad Prism 6.
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6 RESULTADOS

Os resultados obtidos neste trabalho serdo apresentados em etapas, sendo elas;
avaliacdo gestacional, analise das fémas pos parto e anélise da prole.

6.1 AVALIACAO GESTACIONAL

Os resultados em relacdo a avaliagdo gestacional foram subdivididos em: Percentual
éxito da prenhez A avaliacdo gestacional, analise macroscopica dos cornos uterinos, taxa de
implantacdo e viabilidade, avaliacdo macroscépica dos fetos e placenta, ganho de peso materno

e comportamento das prenhas.

6.1.1 Percentual Exito da Prenhez

Conforme descrito na metodologia, as fémeas foram colocadas junto com os machos,
para acasalamento, no fim da tarde e na manhd seguinte. Quando constatado o tampé&o vaginal,
considerou-se como o 1° ddg e, nesse mesmo dia, as fémeas do grupo superpopulagéo foram
acondicionadas em uma gaiola com mais 10 companheiras, enquanto as fémeas do grupo
Controle foram mantidas em gaiola individual. Na observacao do tampé&o vaginal, no grupo de
superpopulacdo, observamos uma reducdo significativa da taxa de éxito gestacional. As
gestagdes, que chegaram a termo nesse grupo, corresponderam a apenas 54,29%, enquanto no
grupo controle chegaram a 88,47% (Figura 9).
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Figura 9 - Gréfico apresenta porcentagem de prenhez dos grupos controle
(n=20) e estresse (n=20).
Fonte: Da autora.

6.1.2 Analise Macroscépica dos Cornos Uterinos

Conforme descrito, na metodologia, para avaliagdo macroscopica dos cornos uterinos,
foram consideradas apenas as fémeas que apresentaram sitios de desenvolvimento fetal (SDF),
contendo hemorragias visiveis, tamanho reduzido ou em aparente processo de reabsorgdo
(Figura 10A e B). Constatou-se um aumento significativo de hemorragias e reabsor¢cdes nos
SDF e, consequentemente, uma diminuicdo no nudmero de sitios normais (SN) nos cornos
uterinos provenientes de fémeas submetidas ao modelo estresse de superpopulacéo (Figura 10
C).

6.1.3 Taxa de Implantacgéo e Viabilidade Gestacional

A taxa de implantacéo e a viabilidade gestacional apresentaram-se significativamente
reduzidas nas fémeas que passaram pelo estresse de superpopulacdo quando comparadas ao

controle (Figura 10D).
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Figura 10 - Analise macroscdpica dos cornos uterinos
Fonte: Da autora
Legenda: (A-B): Fotografia dos cornos uterinos no 15° ddg, grupos controle e estresse,

respectivamente (observar hemorragia marcada com quadrado e reabsor¢do marcada com
circulo). (C) Morfologia dos cornos uterinos dos grupos controle (n=6) e expostos a
estresse de superpopulacdo (n=6); (NCL) nimero de corpos ldteos, (SI) nimero de sitios
implantados, (NSN) nimero de sitios normais*, (NSR) nimero de sitios reduzidos, (HES)
hemorragias entre os sitios, (HNS) hemorragias nos sitios* e (R) reabsor¢es*. (D) taxa de
implantacdo™ e viabilidade **. Valores expressos sem média + SEM, *p<0,05, ** p<0,01;
*** p<0,0001 (teste Mann Withney).

6.1.4 Avaliacdo Macroscopica dos Fetos e Placentas

Apos a avaliagéo dos SDF, os cornos uterinos foram abertos e as placentas e fetos de
15° ddg foram isolados, avaliados morfologicamente e pesados.
As placentas apresentaram aparéncia discoide e colora¢do rosada, com aspecto

uniforme, sem evidéncias de hemorragias e infartos, tanto no grupo controle como no grupo de
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superpopulacédo (Figura 11A). No entanto, uma reducgéo de peso significativa foi observada nas
placentas de maes submetidas ao estresse de superpopulacao (Figura 11C).

Os fetos do grupo Controle apresentaram coloracdo e tamanho adequados, sem
nenhuma teratologia evidente. A proeminéncia hepética estava bem visivel, ocupando o maior
espaco da cavidade abdominal e os plexos vasculares da face e do couro cabeludo foram
facilmente observados (Figura 11B) nos filhotes do grupo controle. Os fetos do grupo
submetido ao estresse de superpopulacdo apresentaram tamanho visivelmente reduzido e uma
coloracdo mais palida, quando comparados com os fetos do controle. A proeminéncia hepatica
dos fetos expostos a estresse pré-natal, estava bastante reduzida e os plexos vasculares ainda
estavam quase imperceptiveis a olho nu, embora ndo tenham sido observadas alteracdes
teratogénicas maiores (Figura 11B). Apos pesados, os fetos do grupo de superpopulacédo
apresentaram uma reducdo bastante significativa de massa quando comparados aos fetos do
mesmo periodo de gestacdo de maes controle.

A razdo entre o peso fetal e o peso da placenta foi obtida para calculo da eficiéncia
placentéria, sendo constatada uma reducédo da eficiéncia desse 6rgdo no grupo submetido ao

estresse social (Figura 11D).

A

PESO PLACENTA / FETO EFICIENCIA PLACENTARIA
03,C == CONTROLE 15D
MR ESTRESSE

1.04

PESO(g)

0.5+

Razao Fetol Placenta

PLACENTA FETO

0.0
CONTROLE ESTRESSE

Figura 11 - Andlise fetal e placentéria.
Fonte: Da autora
Legenda: (A) fotografia da placenta; (B) fotografia dos fetos (a esquerda, feto do grupo
controle, seguido pelo feto exposto ao estresse pré-natal, a direita). (C) Gréfico do
peso das placentas** e Fetos **** no 15° DDG. (D) Eficiéncia placentaria: razdo
“feto dividido pela placenta”. Controle: n=6; Estresse: n=6. Valores expressos em
média £ SEM, *p<0,05, ** p<0,01; teste Mann Withney.
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6.1.5 Ganho De Peso Materno

O peso dos animais prenhes de ambos os grupos foi acompanhado durante a gestagéo,
sendo mensurado diariamente do 1° ao 19° ddg. Foi constatada uma diminuigdo importante no
ganho de peso das fémeas submetidas ao estresse, a partir do 14° ddg em comparagdo com o

grupo controle (Figura 12).
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CONTROLE ESTRESSE

Figura 12 - Andlise do ganho de peso durante a gestacéo.

Fonte: Da autora.

Legenda: (A) Ganho de peso total durante a gestagéo. (B) ganho de peso do 1° ddg ao 19°ddg.
Pode ser observado, a partir do 14°ddg, um ganho de peso significativamente menor
nas fémeas prenhes submetidas ao estresse (n=13), comparado com o grupo controle
(n=13). * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001. Two-way ANOVA e pbs-teste Bonferroni
(média +SEM).

6.1.6 Comportamento Semelhante A Ansiedade Durante A Prenhez

Os resultados dos testes de comportamento, realizados nas fémeas prenhes estdo

apresentados abaixo.

6.1.6.1 Labirinto em cruz elevado

O teste de LCE foi realizado no 15° ddg com o intuito de avaliar o comportamento
semelhante & ansiedade das fémeas prenhes. Esse teste demonstrou um aumento no nimero de
entradas nos bracos abertos (Figura 13A). No entanto, os demais parametros, como frequéncia
de entradas nos bracos fechados (Figura 13B), o tempo de permanéncia nos bracos abertos e
bracos fechados (Figura 13C-D) e o nimero total de entradas (Figura 13E) ndo demonstraram

diferengas significativas.
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Figura 13 - Teste de Labirinto em cruz elevado entre 0s grupos experimentais.

Fonte: Da Autora.

Legenda: (A) Frequéncia de entradas no braco aberto; (B) Frequéncia de entradas no braco fechado;
(C) Tempo de permanéncia no brago aberto; (D) Tempo de permanéncia no brago Fechado;
(E) NUmero total de entradas nos bracos do labirinto (BF+BA). Controle: n=10; Estresse:
n=10. Valores expressos em média + SEM; p<0,05 (teste Mann Withney).
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6.1.6.2 Teste de campo aberto

O teste de Campo aberto, utilizado neste trabalho para analisar a atividade emocional
e locomotora das fémeas prenhes, demonstrou que o grupo de animais submetidos ao estresse
de superpopulacdo apresentou um aumento significativo no nimero de cruzamentos centrais
(Figura 14A), no nimero de cruzamentos totais (Figura 14B) e, por conseguinte, na razdo de
entradas no centro sobre o total de entradas (Figura 14D), em relacdo ao grupo controle. A
analise do cruzamento periférico ndo apresentou diferencas significativas em relacao aos grupos
deste estudo (Figura 14C).
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0.3+
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Razdo Entradas no Centro/

0.0
CONTROLE ESTRESSE CONTROLE ESTRESSE

Figura 14 - Efeito do Estresse de superpopulacdo sobre o comportamento de fémeas prenhes.

Fonte: Da autora.

Legenda: (A) nimero de cruzamentos na periferia; (B) nimeros de cruzamentos no centro; (C)
namero de cruzamentos totais; (D) Razdo de entradas no centro sobre o total de
entradas. Controle: n=10; Estresse: n=10. Valores expressos em média + SEM;
p<0,05, ** p<0,01 (teste Mann Withney).
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6.2 ANALISE DAS FEMEAS POS PARTO

Os resultados referentes a analise das fémeas pos parto foram foram a an’lise do
comportamento semelhante a depressdo pos parto e analise do comportamento materno em

relacdo a prole apresentados abaixo.
6.2.1 Comportamento Depressivo Apos o Parto
A depressdo pos-parto foi avaliada 48h ap6s o nascimento, utilizando-se o teste de

nado forcado. Foi observada uma diferenca de mobilidade significativa entre o grupo controle

e 0 submetido ao estresse, com esse Ultimo permanecendo imoével por um menor periodo de

tempo (Figura 15).
TESTE NADO FORGADO
100 5
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=
=%
E
@
|_
CONTROLE ESTRESSE
Figura 15 - Tempo de imobilidade no teste de nado forcado.
Fonte: Da autora

Legenda: O grupo exposto ao estresse de
superpopulagdo apresentou uma diminuicdo significativa no
tempo de imobilidade (**). Controle n=10; Estresse n=10.
Valores expressos em média + SEM. p<0,05, ** p<0,01 (teste
Mann Withney).

6.2.2 Comportamento Materno De Cuidados Com A Prole

Conforme descrito na metodologia, os filhotes foram separados das mées por 2h no 5°

e 10° dia pos-nascimento (dpn). Durante o periodo em que ficou separada da mée, a prole foi
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constantemente observada, visando a manutencdo adequada da temperatura corpérea e a
homeostase dos filhotes.

Os trinta minutos iniciais do contato entre a mée e a prole, devolvida a gaiola moradia,
foram filmados e avaliados, tendo sido constatado que o estresse gestacional, ao qual a mée foi
submetida, nédo revelou diferencgas significativas nos parametros de reconstru¢do do ninho
(Figura 16 A-B), bem como no tempo em que a fémea permaneceu no ninho, nem no tempo que
passou fora dele (Figura 16C-D). Também néo foi observada diferenca na laténcia de contato
com o primeiro filhote (Figura 16E), assim como no tempo em que a fémea permaneceu em
posicao de cifose (Figura 16F). No entanto, o estresse reduziu o tempo de lambida da mée nos
filhotes no 5° dpn, ndo alterando este pardmetro de maneira significativa no 10° dpn, quando

comparadas com o controle (Figura 16G).
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Figura 16- Anélise dos pardmetros maternais avaliados no 5° e 10° DPN)

Fonte: Da Autora.

Legenda: Grupos Controle (h=11) e 0 grupo exposto ao estresse de superpopulagdo
(n=11) (A, B) Construcdo do ninho no 5° e 10 DPN; (C) Tempo em que
a lactante permanece no ninho; (D) Tempo em que a lactante fica fora do
ninho; (E) Laténcia de contato com o primeiro filhote; (F) Tempo em que
a lactante permanece em posicdo de cifose; (G) Tempo, em segundos, em
que a lactante lambe os filhotes. Valores expressos em média £ SEM,;
p<0,05.
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6.3 ANALISE DA PROLE

Os resultados em relacdo a prole foram subdivididos em; anélise da prole ao
nascimento, desenvolvimento fisico da prole, anélise do ganho de peso e crescimento da prole

e desenvolvimento neurolégico, todos estes dados estdo apresentados a seguir.

6.3.1 Analise da prole ao nascimento

O peso da prole, ao nascer, apresentou numeros significativamente menores no grupo
submetido ao estresse, quando comparado ao grupo controle (Figura 17 A e B), Apesar do peso
reduzido, verificou-se um aumento do numero de filhotes nascidos das maes expostas ao
estresse em relacdo ao controle (Figura 17C).

Outro dado interessante foi 0 aumento do nimero de natimortos no grupo em que as

mées foram submetidas ao estresse social (Figura 17D).
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Figura 17- Analise da prole ao nascer.

Fonte: Da autora.

Legenda: (A) Peso da prole apos pradronizacéo (6 filhotes); (B) média de peso
dos filhotes por prole; (C) nimero de filhotes por prole; e (D) média
de natimortos. Controle: n=13; Estresse: n=13. Valores expressos
em média £ SEM, * p<0,05, ** p<0,01 (teste Mann Withney).
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6.3.2 Desenvolvimento fisico da prole

Alguns parametros fisicos, avaliados neste estudo (descolamento de orelha, abertura
de olho, aparecimento de pelos, rompimento de incisivos superior e inferior, abertura de vagina
e descida dos testiculos) ndo desmonstraram significancia estatistica entre os filhotes gerados
por mdes submetidas ao estresse pré-natal de superpopuplacdo, quando comparados com 0s

filhotes das médes mantidas em gaiolas individuais, considerados como controle (Figura 18).
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Figura 18- Analise do desenvolvimento fisico dos filhotes ao longo do primeiro més de vida.

Fonte: Da Autora.

Legenda: (A) desenvolvimento fisico de filhotes fémeas; (B) Desenvolvimento fisico de filhotes
machos; (C) Desenvolvimento fisico de filhotes de ambos os sexos. DO: descolamento
de orelha; AO: abertura de olho; RIS: rompimento de incisivo superior; RII:
rompimento de incisivo inferior; AP: aparecimento de pelo; AV: abertura de vagina;
DT: descida dos testiculos. Controle: n=18; Estresse: n=18. Valores expressos em
média + SEM (teste Mann Withney).
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6.3.3 Analise do Ganho de Peso da Prole

A curva, que relaciona a interferéncia do modelo de estresse utilizado durante a
gestacdo sobre o ganho de peso da prole, durante o primeiro més de vida, ndo apresentou
alteragdes para os filhotes de ambos os sexos (Figura 19). No entanto, quando consideramos 0
peso total adquirido durante o primeiro més de vida, observamos que os filhotes do sexo
feminino, cujas maes foram submetidas ao estresse social durante a gestacdo, apresentaram uma
diminuigdo no ganho de peso total (Figura 19B). Para os filhotes machos, ndo encontramos
diferenca na curva de peso adquirido durante o primeiro més de vida, assim como no ganho de

peso total.
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Figura 19 - Ganho de peso dos filhotes ao longo do primeiro més de vida. p<0,05.

Fonte: Da autora.

Legenda: (A) Curvado ganho; (B) Média do ganho de peso total ao longo do primeiro més
de vida dos filhotes fémeas; (C). Curva do ganho de peso de filhotes machos ao
longo do primeiro més de vida; (D) Média do ganho de peso total ao longo do
primeiro més de vida dos filhotes Machos; (E) Curva do ganho de peso dos
filhotes de ambos 0s sexos, ao longo do primeiro més de vida; (F) Média do
ganho de peso total dos filhotes de ambos 0s sexos, ao longo do primeiro més de
vida. Controle: n=18, Estresse: n=18. Valores expressos em média + SEM, teste
ANOVA Two-Way, seguido de Bonferroni e teste Mann Withney. (*)
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6.3.4 Analise do Crescimento da Prole

O crescimento dos filhotes foi avaliado utilizando-se trés parametros (distancia naso-

caudal, distancia naso-anal e distancia anus-genital) conforme dados apresentados a seguir:

6.3.4.1 Crescimento Naso-Caudal

O crescimento naso-caudal das fémeas (Figura 20A) ndo exibiu diferencas
significativas entre os grupos avaliados. Entretanto, os filhotes machos expostos ao estresse
pré-natal de superpopulagdo apresentaram uma diminui¢do significativa deste parametro,
pontualmente no 29° dpn (Figura 20B). Ao serem considerados os filhotes de ambos os sexos,
observou-se uma diminuic&o significativa desta medida no 23° e 29° dpn em relagdo ao grupo

originado da mée que permaneceu em moradia individual.

6.3.4.2 Crescimento Naso-anal

Ao mensurar 0 comprimento naso-anal dos filhotes, foi constatada uma redugéo de
tamanho no grupo submetido ao estresse pré-natal, quando comparado com o controle. Esta
reducdo ocorreu na anélise das fémeas no 26° e no 29°dpn (Figura 20D) e, nos machos, apenas
no 29° dpn (Figura 20E). No entanto, quando os dados de ambos os sexos foram considerados
a alteracdo de tamanho naso-anal demonstrou-se significativa nos 23°, 26° e 29° dpn (Figura
20F).

6.3.4.3 Crescimento Anus-genital

Esse parametro apresentou diminuicédo significativa nos filhotes machos e fémeas, na
puberdade, tendo sido mais aparente em fémeas, pois foi detectada uma redugdo muito
significativa desta medida nos 23°, 26° e 29° dpn (figura 20G). Esse parametro, quando
avaliado nos machos, apresentou-se menor em relacdo ao grupo de filhotes-controle nos 26° e

29° dpn e a diferenca foi menos significativa que a encontrada em filhotes do sexo feminino.



DISTANCIA NASOICAUDAL DISTANCIA NASOICAUDAL DISTANCIA NASOICAUDAL
FEMEAS MACHOS FILHOTES
2001 A m, B 200
- --.. w
1504 1504 150 .
o ] @
H'lﬂﬁ- /I gm- gmn
g > z &
s0{ & 50 504 &
22 P MM uHIT D HND 2 5 B 1M W¥IT 0D ND 2 2 BN WMWITH2D NN
DPN DPN DPN
DISTANCIA NASOIANAL DISTANCIA NASO/ANAL T e AL
FEMEAS MACHOS
10, I) 150, K 150, F
. 100 ] ~ 1004 }
] g "‘,,r‘ 5 prbis
g ey PHEE § . . g L wee
& " - & owl "
'_,.-I : ._,.-I
2 5§ B N IIFIT D0 XD i ; é 1'1 11 1'?_ Z;I] 2:3 2‘6 2‘9 2 5N 1;P:' 20 23 %
e DPN
DISTANCIA ANUSIGENITAL DISTANCIA ANUSIGENITAL
FEMEAS MACHOS
10,G 154 H
B ’ 3
ol Wk
- /ﬂt 104 &
& B L] -
g ot C -+ CONTROLE
7]
a ]
Pl &g = ESTRESSE
1Pl ,/r
0 0
1 1 —T——T—7—
$ v ;P:mnm” 2 5 8 11 14 17 20 23 26 29
DPN

Figura 20 - Crescimentos naso-caudal, naso-anal e anus-genital, ao longo do primeiro més pos

Fonte:

nascimento, de filhotes de mées expostas a estresse de superpopulacéo.

Da autora.
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Legenda: Respectivamente: crescimento naso-caudal de filhotes fémeas (A); machos (B); e de
ambos os sexos (C). Crescimento naso-anal de filhotes fémeas (D); machos (E); e
de ambos os sexos (E). Crescimento anus-genital de filhotes fémeas(G); machos
(H); e de ambos os sexos (). Controle: n=18; Estresse: n=18. Valores expressos sem
média +. teste ANOVA Two-Way seguido de Bonferroni. (*) p<0,05; (**) p<0,01;
(***) p<0,001; (****) p<0,0001.

6.3.5 Desenvolvimento Neuroldgico

Em relacdo aos parametros avaliados nos testes de desenvolvimento neurolégico,
realizados neste trabalho (agarramento palmar, geotaxia negativa, reflexo de endireitamento e

sobresalto auditivo), os filhotes expostos ao estresse pré-natal, demonstraram um atraso
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significativo no agarramento palmar e no reflexo de endireitamento, tanto nas fémeas quanto
nos machos (Figura 21A-B). Esse aumento do tempo para manifestacdo do reflexo foi ainda
mais significativo na analise conjunta dos filhotes de ambos os sexos (Figura 21C). Os testes

de geotaxia negativa e sobressalto auditivo ndo apresentaram variagoes significativas.
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Figura 21 - Analise do desenvolvimento neuroldgico dos filhotes ao longo do primeiro més de
vida.
Fonte: Da autora.

Legenda: (A) Reflexos neurolégicos dos filhotes fémeas; (B) Reflexos neurolégicos dos filhotes
machos; (C) Reflexos neuroldgicos dos filhotes de ambos os sexos. AP: agarramento
palmar; GN: geotaxia negativa; RE: reflexo de endireitamento; SA: sobressalto
auditivo. Controle: n=18; Estresse: n=18. Valores expressos em media + SEM. (*)
p<0,05; (**) p<0,01; (***) p<0,001; (****) p<0,0001. Teste Mann Withney.

6.4 ANALISE DO COMPORTAMENTO DA PROLE JOVEM

Em relacdo aos resultados dos testes realizados para analise do comportamento da

prole jovem, estdo apresentados a seguir.



61

6.4.1 Teste de labirinto em cruz elevado (LCE)

A analise do comportamento da prole jovem foi realizada logo no final do primeiro més
de vida através do teste de LCE, ndo tendo sido verificadas diferencas significativas no tempo
de permanéncia nos bracos abertos e bracos fechados em fémeas expostas ao estresse pré-natal
(Figura 22A-B). Porém, foi observado um aumento significativo na frequéncia de entradas nos
bracos abertos do aparato (Figura 22C) pelas fémeas quando as médes foram expostas aos
estresse pré-natal, em comparacdo aos que foram gerados em moradia individual. A frequéncia
de entrada nos bragos fechados (Figura 22D) ndo apresentou diferencgas significativas, assim
como o numero total de entradas em ambos os bracos (Figura 22E).

O teste de LCE, realizado em filhotes machos, ndo apresentou alteracdes significativas
nos parametros analisados (Figura 23), quando comparados 0s grupos controle e estresse social

pré-natal.
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Figura 22 - Andlise: Teste de Labirinto em cruz elevado em fémeas expostas ao estresse

Fonte:
Legenda:

pré-natal.
Da Autora

(A) Tempo de permanéncia no braco aberto; (B) Tempo de permanéncia no
braco fechado; (C) Frequéncia de entradas no braco aberto; (D) Frequéncia de
entradas no braco fechado; (E) Numero total de entradas nos bragos do
labirinto. Controle: n=10; Estresse n=10. Valores expressos em média +SEM.

(*) p<0,05. Teste Mann Withney.
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Figura 23 - Andlise: Teste de Labirinto em cruz elevado em machos expostas ao estresse pré-

Fonte:

natal.
Da Autora

Legenda: (A) Tempo de permanéncia no braco aberto; (B) tempo de permanéncia no braco

Fechado; (C) Frequéncia de entradas no brago aberto; (D) Frequéncia de entradas
no braco fechado; (E) NUmero total de entradas nos bragos do labirinto. Controle:
n=10; Estresse: n=10. Teste Mann Withney.
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6.4.2 Teste Campo Aberto

Os animais expostos ao estresse pré-natal de superpopulacdo, foram submetidos ao
teste de campo aberto entre o 30°dpn e 32°dpn. Nao houve diferenca significativa entre os
grupos, em nenhum dos parametros analisados no teste de campo aberto, tanto nas fémeas

(Figura 24), quanto nos machos (Figura 25).
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Figura 24 - Anélise: Teste de campo aberto em fémeas expostas ao estresse gestacional.

Fonte: Da Autora.

Legenda: (A) cruzamento periférico; (B) cruzamento central; (C) cruzamento total; (D) razdo
de entradas no centro sobre o total de entradas. Controle: n=10; Estresse: n=10. Teste
Mann Withney.
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Figura 25 - Anélise: Teste de campo aberto em machos expostos ao estresse gestacional.

Fonte: Da Autora.

Legenda: (A) cruzamento periférico; (B) cruzamento central; (C) cruzamento total; (D) razéo
de entradas no centro sobre o total de entradas. Controle: n=10; Estresse: n=10. Teste
Mann Withney.
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7 DISCUSSAO

A maneira como 0 estresse gestacional interfere na prenhez ainda ndo € bem
compreendida, observamos em nossos estudos que o estresse de superpopulacdo diminui o
percentual de éxito da prenhez. Este efeito do estresse sobre o indice de gravidez ja € um
conhecimento é antigo. Esse efeito do estresse sobre a taxa de prenhez ja é antigo. Wiebold et
al (1986) observaram, ha 30 anos, que o estresse de contencdo aplicado do 1° ao 6° ddg causou
uma queda de 52% na taxa de prenhez.

O estresse ativa 0 sistema simpéatico e o eixo HPA aumentando a secrecdo de
glicocorticoides e a liberacéo de catecolaminas. Mudangas consistentes no eixo HPA podem
promover uma inibicdo do eixo HPG, diminuindo assim gonadotrofinas circulantes
(TOUFEXIS, 2014). Segundo Arck (2004), os horménios relacionados ao estresse e/ou a
gravidez (CRH) podem diminuir a progesterona circulante e resultar em mudancas na producao
de citoquinas, desencadeando abortos em ratos expostos ao estresse durante a gestacéo.
Diferentes modelos de estresse como: alimentar (FELICIONNI 2014); auditivo e plataforma
elevada (JAFARI et al., 2017); contencdo (BURKUS et al, 2015; GOVINDARAJ et al., 2017;
LIU etal., 2015; WIELBOLD et al., 1986); ultrassom (ARCK et al., 1995); lipopolissacarideos
(LPS) (SOLATI et al.,, 2015; ZAVAN et al., 2016); demonstraram aumento de perda
gestacional devido ao estresse gestacional, corroborando nossos resultados.

A fémea submetida ao estresse de superpopulacdo apresentou uma perda gestacional
muito elevada, que pode estar associada a problemas na fase de implantacdo. De acordo com
Burkus et al. (2015), existe interferéncia direta do estresse materno sobre o aumento na
corticosterona e no numero de células trofoblasticas do blastocisto nos primeiros dias da
prenhez, o que pode promover uma reducédo na taxa de implantacdo. Nesse contexto, altos niveis
de horménios relacionados ao estresse podem diminuir a progesterona disponivel, encurtando
a fase lutea e interferindo no sucesso da implantacdo (NAKAMURA; SHEPS; ARCK, 2008)

Segundo Liu et al. (2015), o estresse de contencdo prejudica a prenhez por falha na
implantacdo e aborto espontaneo recorrente, afetando a vascularizagdo uterina, induzindo
apoptose em celulas endometriais e resultando na diminuicdo do numero de sitios de
implantacdo. Outra evidéncia correlacionada aos nossos resultados é que, segundo Whirledge
et al. (2015), os glicocorticoides (GR) sdo essenciais no Utero de roedores para a fertilidade
normal, porém os niveis elevados podem prejudicar a implantacao, levando a um desarranjo no

ambiente uterino e causando uma inflamacéao estromal.
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Em situacdo de estresse, é sabido que ocorre uma elevagdo significativa de
glicocorticoides (RAKERS, 2017). Exposicao elevada de glicocorticoides nos periodos iniciais
da gestacdo, afeta o0 desenvolvimento do concepto no periodo pré-implantacional (MIHALIK
et al., 2010) desencadeando problemas na implantagédo (ZHAO et al., 2013; BURKUS et al.,
2015), esses dados corroboram com a hip6tese de que o estresse de superpopulacdo possa
interferir logo no desenvolvimento inicial. Para correlacionar melhor esse dado, seria muito
importante avaliar se ndo esta ocorrendo uma elevacgédo nos niveis de corticosterona nas fémeas
submetidas ao estresse de superpopulacao.

Nos resultados desta dissertacéo, a ocorréncia de alteragdes no desenvolvimento inicial
e de problemas na implantagéo devido ao estresse de superpopulacdo esta evidente. No entanto,
parte dessa perda gestacional parece ter ocorrido apds a implantacdo durante o periodo
embrionario pois a viabilidade gestacional demonstrou-se diminuida em nossos experimentos.
Vale salientar que a perda na fase de desenvolvimento embrionario aparentemente demonstrou
ser menor do que a perda observada inicialmente, pois a porcentagem de fémeas ndo prenhes,
que nao foram consideradas na avaliacdo dos sitios de desenvolvimento fetais (SDF), foi muito
maior do que a perda observada por reabsor¢ao ou nimero de sitios anormais aos 15 ddg. Sob
esse aspecto, existem dois fatores que merecem ser apontados. O primeiro é que, no inicio da
gestagdo, vale a “lei do tudo ou nada” (MOORE; PERSUAD, 2016; PEREIRA et al., 2014;),
defendendo que alteragdes no desenvolvimento inicial impedem a implantacdo embrionéria. O
segundo fator é que, o periodo embrionario € sem ddvidas o mais suscetivel a alteracdes visiveis
ao nascimento (MOORE; PERSUAD, 2016). Nesse contexto, os embrides implantados sofrem
menor quantidade de alteracGes, ou porque o efeito do estresse é mais reduzido no periodo
embrionario, ou porque pode estar ocorrendo um mecanismo de adaptacdo materna ao modelo
estressor, causando menos danos ao feto, como demonstrado no trabalho de Govindaraj et al.
(2017).

O estresse de contencdo tem sido 0 modelo experimental mais amplamente utilizado na
gestacéo de roedores (BURKUS et al., 2015; CHOE et al., 2011; GOVINDARAJ et al., 2017;
LIU et al, 2015; WIELBOLD et al., 1986), sendo sabido que a interferéncia deste modelo, de
maneira aguda nos primeiros dias da prenhez, pode acarretar impactos negativos nos periodos
embrionario e fetal e na vida pds-natal (BURKUS et al., 2015). Parte dessas alteracdes pode
estar associada ao fato de que a corticosterona materna possui caracteristicas lipofilicas e
atravessa com facilidade a barreira trofoblastica (RAKERS et al., 2017).

Segundo Golub et al. (2004), que avaliaram varios trabalhos focando o estresse de

contencdo, esse tipo de estresse, induzido nas fases iniciais da gestacdo, é também capaz de
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produzir um aumento da reabsorcdo embrionéria ou fetal. Ainda nesse contexto, ja foi
comprovado que o estresse materno ndo afeta a gestacdo apenas nas suas fases iniciais. Jafari
et al. (2017), observaram um aumento de reabsor¢des em camundongos C57BL/6 submetidos
a estresse fisico (restricdo e plataforma elevada) apenas entre 0 12° e 16° ddg.

Em decorréncia das alteracGes constatadas nos cornos uterinos e do baixo indice de
fémeas prenhes, em comparacdo ao grupo controle, € possivel relatar um importante efeito
negativo do estresse social de superpopulacdo utilizado nesta dissertacdo, que ainda nao havia
sido observado anteriormente. Além disso, acreditamos que este trabalho possa também
demonstrar um indicio de que o modelo de estresse de superpopulacdo, por ser um modelo de
estresse moderado e aplicado a longo prazo, pode acarretar uma acomodagéo no organismo da
fémea prenhe, o que justificaria causar danos menos intensos do que o observado em outros
modelos estressores aplicados por um tempo menor. Neste contexto, 0 organismo responde ao
estresse promovendo uma resposta adaptativa denominada alostase (MCEWEN, 2003).
Reafirmando a hipotese de estar ocorrendo uma acomodacdo ao modelo de estresse, podemos
citar um trabalho de estresse de restricdo de movimento realizado por Govindaraj et al. (2017),
gue aponta uma resposta mais intensa em fémeas submetidas ao estresse na primeira metade do
periodo gestacional quando comparadas as fémeas que foram estressadas na gestacao inteira.
Em contrapartida, este mesmo trabalho apresenta alteracbes morfoldgicas mais severas, ou em
maior nimero, na prole que passou pelo estresse gestacional durante a segunda metade da
prenhez, em comparacao com a que foi submetida a mesma condi¢do durante todo o periodo de
prenhez, indicando uma possivel adaptacdo ao modelo estressor utilizado pelos pesquisadores.

A avaliagdo morfoldgica das placentas ndo apresentou anormalidades macroscépicas.
Esta descrigdo é importante pois necroses e hemorragias placentarias podem estar associadas a
perdas gestacionais devido ao aumento dos niveis do fator de necrose tumoral (TNFa) e sua
interferéncia na vascularizacdo placentaria (ARCK et al., 1995) o que poderia estar relacionado
a um sofrimento fetal intrauterino. O estresse aumenta os indices de TNFa (ARCK et al., 1995),
e esta evidencia ndo pode ser avaliada em nosso modelo devido ao curto espago de tempo para
as conclusdes experimentais.

Os fetos do grupo Controle apresentaram tamanho, coloracdo e caracteristicas
morfoldgicas externas adequadas, conforme descrito na bibliografia, para o periodo de gestacéo
analisado (SANTQOS; 2002). Os fetos do grupo submetido ao estresse pré-natal também néo
apresentaram alteragdes maiores, ndo obstante alteragdes morfologicas significativas ja tenham
sido descritas em outros modelos de estresse (GOVINDARAI et al., 2017). Entretanto, os fetos

do grupo superpopulacdo demonstraram um aparente atraso no desenvolvimento, que pode ser
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observado pelo tamanho reduzido da proeminéncia hepatica e pela auséncia dos seios
vasculares na regido de cabeca e pescoco. Ja foi descrito que o modelo de estresse psicolégico
causa um retardo no crescimento dos fetos, modificando o ambiente intrauterino e que niveis
elevados de glicocorticoides feto-placentarios, derivados da administracdo materna de
corticosteroides sintéticos, ou da producdo enddgena de cortisol fetal, resultam em restri¢do do
crescimento intrauterino (GOVINDARAJ et al., 2017).

Nos fetos de maes submetidas ao estresse de superpopulacdo, também foi observada
uma reducéo de peso significativa. Esses dados conferem com a literatura, uma vez que agentes
estressores podem ser relacionados a um IUGR (CHOE et al., 2011; GOVINDARAJ et al.,
2017). Mulheres que apresentam um quadro de estresse ou ansiedade gestacional costumam ter
bebés com baixo peso e parto prematuro (FERREIRA et al., 2014). Além disso, Vaughan et al.
(2012) adicionaram corticosterona na dgua das fémeas prenhes e verificaram que o aumento da
concentracdo desse hormonio, no organismo materno pode causar uma diminuicdo de
crescimento e desenvolvimento fetal, decorrente de alteracbes na capacidade de transporte
nutricional placentario. Mais uma vez, os dados apresentados na literatura nos levam a
considerar a importancia em mensurar a corticosterona das fémeas prenhes submetidas ao
estresse de superpopulacao para melhor sedimentacdo dos resultados deste trabalho.

Quando foi avaliado o peso fetal em relacdo a placenta, observamos que o grupo
submetido ao estresse social apresentava uma reducdo na eficiéncia placentaria, pois a razéo
entre o feto e a placenta foi menor, demonstrando ser necessaria uma area maior de placenta
para a manutencao fetal. A placenta, apresentando eficiéncia reduzida, pode estar relacionada
a alguma alteracdo morfoldgica desse 6rgdo, como um aumento de morte celular (CORREIA-
DA-SILVA et al., 2004; LIU et al, 2015) ou como a diminuicdo da camada
labirinto/trofoblasto, uma vez que é a responsavel pelas trocas nutricionais (GEORGIADES et
al, 2002; KANAI-AZZUMA, 1996; PEL; BUMER, 1976; SIMMONS; CROSS, 2005;
WATSON, 2005;). No entanto, podem estar relacionadas ainda as alteragdes fisiologicas, que
modificam o metabolismo deste 6rgdo (BROAD; KEVERNE 2011; COAN et al., 2008;
FELICIONI, 2014) ou ainda a alguma alteracao vascular, como a descrita via TNF (ARCK et
al 1995; RAKERS et al 2015) e patologias gestacionais (CHISWICK, 1985; REDMAN et al.,
2005; REGNAULT et al., 2002;). Alem disso, € preciso ressaltar que uma placenta alterada
provavelmente tem sua sintese de hormonios e corticoides modificada e este descontrole
enddcrino pode interferir diretamente no desenvolvimento embrio/fetal (COSTA, 2012;
FOWDEN et al., 2015; NGUYEN et al., 2012;).
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De acordo com Rakers et al. (2017), o excesso de cortisol materno tem efeito direto no
eixo HPA fetal em desenvolvimento. Estes autores também acrescentam que, junto com a
corticosterona, as catecolaminas maternas, aumentadas em uma situacdo de estresse
psicossocial, também tém um efeito muito significativo. As catecolaminas ndo atravessam a
barreira placentaria de forma relevante, mas acarretam vasoconstri¢do, alterando o fluxo
sanguineo Utero/placentéario, levando assim a um IUGR fetal. Esses achados corroboram
perfeitamente os resultados encontrados em nosso trabalho que associam uma baixa eficiéncia
placentaria e o IUGR fetal ao estresse de superpopulacéo.

Constatamos uma diminuicéo significativa no ganho de peso das fémeas submetidas
ao estresse em comparacgao ao grupo controle, a partir do 14°ddg, deixando evidente que 0
estresse de superpopulacdo diminui o ganho de peso corporal durante as etapas finais da
prenhez. Essa diminuicdo de peso, em relagédo ao controle, ja foi descrita em diferentes modelos
de estresse (AMUGONGO, HLUSKO. 2014; FUJITA, et al., 2010; NISHIO et al., 2006;
WEINSTOCK. 2017). Liu et al. (2015), assim como, Govindaraj et al. (2017), trabalhando com
um modelo de estresse de contencdo, observaram menor ganho de peso ja nas primeiras
semanas de gestacdo, corroborando com nossos resultados, além disso Nishio et al. (2006) e
Haim et al. (2016), demostram também um efeito do estresse no ganho de peso materno na
altima semana gestacional.

Também vale discutir, neste momento, que parte do ganho de peso da mae, no final da
gestacdo, pode ser diretamente associado ao aumento de massa fetal. Neste trabalho, assim
como em outros ja referenciados acima, foi descrito que os fetos apresentaram tamanho e peso
reduzidos, em decorréncia do estresse, 0 que pode resultar em um peso reduzido na fémea
prenhe, ndo nos permitindo associar diretamente a reducdo do peso observada a somente uma
perda de ganho corpdreo da gestante.

Por outro lado, na literatura encontramos associacao direta do estresse com a perda de
peso, atribuida a uma reducdo do apetite materno, com evidente diminuicdo de ingesta
(HARRIS, 2011). A ingestdo caldrica da fémea prenhe pode ser reduzida, potencialmente
devido ao excesso de cortisol que altera o controle hipotaldmico da ingesta de alimentos
(AMUGONGO; HLUSKO, 2014). O estresse materno eleva os niveis de glicocorticoides,
podendo ocorrer um estimulo da gliconeogénese e do metabolismo hepatico, levando a uma
diminuigéo da ingestdo de alimentos (GOVINDARAJ et al., 2017). No entanto, neste estudo,
ndo foi possivel mensurar a ingesta das fémeas prenhes devido ao modelo de aglomeragéo
social, onde os animais permaneceram todo o tempo alojados em gaiolas coletivas. Neste

modelo de estudo, como descrito na metodologia, além da fémea prenhe, estavam alocadas na
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gaiola mais dez outras fémeas. Portanto, realizar uma média da ingestdo por gaiola ndo nos
permitiria uma estimativa adequada da ingestdo da fémea prenhe para avaliacdo desse dado.
Por outro lado, o sistema de moradia coletiva faz com que, por um periodo prolongado, de baixo
consumo alimentar, a alimentacdo em grupo resulte numa disputa pelo alimento, prejudicando
0 periodo gestacional de porcas alojadas em conjunto (JOHNSON, 2017). Portanto, a
competicéo por alimento, gerada pela aglomeracéo social, pode ter causado uma diminuic¢do na
ingestdo, principalmente ao fim da gestacdo, onde a prenha se encontrava mais pesada que
fémeas ndo prenhes e dessa maneira apresentou uma maior dificuldade em enfrentar o desafio
da luta pelo alimento.

Para analise do comportamento semelhante a ansiedade das fémeas, utilizamos o teste
de LCE, bastante utilizado em pesquisas para atestar uma atividade ansiogénica ou ansiolitica
em diferentes modelos de estresse (GUZZO et al., 2015; MACBETH et al., 2008,). Segundo
File (2001), o comportamento ansioso é observado de acordo com o nimero de entradas no
braco aberto e o tempo gasto, tanto no brago aberto quanto no brago fechado. Assim, maior
atividade no braco aberto indica uma reducdo do comportamento ansioso e alteracdes no
numero de entradas no braco fechado indicam efeitos ndo-especificos da atividade locomotora
(MENARD; TREIT, 1999).

No entanto, ao buscar experimentos realizados no LCE durante a prenhez, encontramos
algumas referéncias a respeito (GUZZO0, 2015; LEUNER; SHORS, 2006; NELMANN, 2001;
ZAVAN, 2011;). Em nosso estudo, a analise dos parametros do teste de LCE, realizado no 15°
ddg, demonstrou um aumento significativo no numero de entradas nos bracos abertos das
fémeas prenhes, expostas ao estresse de superpopulacdo, quando comparadas a moradia
individual. Como a tendéncia natural do roedor é evitar os bragos abertos, 0 aumento do nimero
de entradas nos bracos abertos indica um efeito ansiolitico (FRYE, 2007; LISTER, 1987;
LISTER, 1990; WALF;). Segundo Colnaghi etal. (2016), alguns organismos possuem sistemas
neuronais que atribuem o envolvimento social ao melhor enfrentamento de situagdes aversivas,
com respostas atenuadas em situacOes de estresse. A prenha exposta ao estresse de
superpopulacdo pode ter desenvolvido um comportamento menos ansioso, em relacdo ao
controle, devido ao convivio social durante o periodo em que permaneceu em gaiolas
superlotadas.

Misdrahi et al. (2005) observaram, no 15°ddg, um aumento dos niveis de estradiol e
corticosterona em camundongos prenhes, expostas ao modelo de estresse cronico variavel

durante toda a gestacdo. Nesse cenario, altos niveis de estrogénio exercem um efeito ansiolitico,
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exercendo atividade moduladora sobre ansiedade e comportamentos depressivos
(ORTOLAZA, 2017; SAYIN, 2014;).

Para analise da atividade exploratoria € comumente utilizado o teste de campo aberto
averiguando o nimero de entradas com as quatro patas no centro, na periferia e o total de
cruzamentos. Um aumento desses parametros indica uma possivel atividade ansiolitica (PRUT
e BELZUNG, 2003; ZHAO, et al, 2017).

Os animais possuem uma tendéncia a ficar por mais tempo na periferia em comparacédo
com a area central. Essa preferéncia pela periferia € conhecida como tigmotaxia e uma
diminuicdo dessa preferéncia leva a um aumento do efeito anti-tigmotéatico, que pode ser
observado no teste de campo aberto sendo associado a uma agdo ansiolitica (VALLEE, 1997).
O teste de campo aberto, realizado nas fémeas prenhes, revelou um aumento da atividade
exploratoria, demonstrando que fémeas prenhes, expostas ao estresse de superpopulacéo,
apresentaram uma diminuigdo da responsividade emocional, apresentando um comportamento
menos ansioso em relacdo ao controle. As buscas bibliograficas ndo apontam trabalhos que
estudem a locomocdo de fémeas prenhes no teste de campo aberto. Em geral, esses trabalhos
referem-se a testes aplicados na prole de maes submetidas a algum tipo de tratamento durante
a prenhez. No entanto, num estudo com machos, alojados em gaiolas com alta densidade
populacional (7 animais por caixa), por um periodo de 28 dias, eles apresentaram niveis
elevados de corticosterona e redugéo significativa na atividade locomotora no teste de campo
(REISS et al., 2007), o que é controverso em relacdo ao encontrado nas fémeas prenhes
estudadas nesta dissertacéo.

Nossos resultados podem ser justificados por alteragdes fisioldgicas da propria gestacao,
pois o periodo gestacional é marcado por um aumento exponencial de cortiscosterona conforme
a gestacdo avanca (ATKINSON; WADDELL, 1995). Segundo Weerth e Buitelaar (2005),
respostas de estresse fisiologico a desafios exdgenos parecem ser atenuadas durante a gravidez
dentre as mulheres avaliadas. 1sso é verdadeiro tanto para os desafios fisicos e psicolégicos,
quanto para as respostas autondmicas e endocrinas. Ainda nesse contexto, ao fim da gestacéo,
0 aumento da prolactina exerce um efeito inibitorio sobre a atividade do eixo HPA com
consequente reducdo neuroendocrina de respostas ao estresse (SLATTERY; NEUMANN,
2008). Segundo estes autores, as alteracdes inerentes ao periodo gestacional podem proteger o
organismo materno, minimizando as respostas comportamentais e cognitivas e melhorando os
esforcos de enfrentamento.

Certificando as interferéncias do estresse de superpopulacdo no comportamento das

mées, o resultado do teste de nado forcado, realizado 48 horas ap06s o0 parto para analise do
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comportamento do tipo depressivo, indicou um aumento da mobilidade, em que as fémeas se
demonstraram mais ativas. Maguire e Mody (2015), analisaram a interferéncia, sobre a
depressao pos-parto, do estresse do tipo variavel ou imprevisivel durante a prenhez, utilizando
o teste de nado for¢ado apenas 24 horas ap6s o parto. O resultado foi um aumento no tempo de
imobilidade, demonstrando um comportamento mais ativo. Resultados deste mesmo teste,
realizados por Smith et al. (2004), utilizando fémeas expostas ao estresse de contengdo no 3° e
4° dpn, demostraram tempos de imobilidade elevados em relacdo ao controle apenas no 4° dpn,
ndo tendo ocorrido queda da mobilidade no 3° dpn. Observamos, portanto, que o estresse
gestacional cronico pode aumentar o comportamento depressivo pés-parto (HAIM el al., 2014;
LEUNER etal., 2014; SMITH et al., 2004). Em nosso trabalho, no 2° dpn existe a probabilidade
de a depressdo pos-parto ndo estar elevada devido a suspeita de a fémea ter-se acomodado ao
mecanismo indutor do estresse em nosso modelo experimental, em um comportamento
semelhante a resiliéncia frente ao agente estressor (KLOET, MOLENDIK, 2015). Um
ambiente aversivo pode favorecer o desenvolvimento da tolerancia ao estresse, especialmente
em fémeas (FARAJI, et al., 2007). A exposicdo da vida a niveis leves de estressores pode ter
efeitos benéficos sobre a resiliéncia, essas respostas sdo dependentes do tipo de agente de
estresse pré-natal e sua intensidade (MONAGHAN; HAUSSMANN, 2015; ST-CYR, 2015)

Além deste aspecto, vale salientar que a ansiedade durante a gestacdo pode estar
diretamente associada a depressdo pos-parto (MIAO et al., 2017). Corroborando os dados
acima, é sabido que niveis elevados de glicocorticoides podem estar associados a depressao.
Dessa forma, o estresse gestacional pode induzir depressdo pos-parto, dependendo da elevacao
de glicocorticoides causada pelo agente estressor (MAGUIRE; MODY, 2016). De acordo com
Brummelte e Galea (2010), altas doses de glicocorticoides (40 mg/kg) administradas durante
toda a gestacdo de roedores aumentaram o comportamento do tipo depressivo pds-parto
observado pelo teste de nado forcado. Porém, nesse mesmo estudo, niveis baixos de
glicocorticoides durante a gestacdo (10 mg/kg), ndo interferiram no comportamento de
depressdo apos o parto.

Eventos estressantes ao longo da vida sdo geralmente considerados estressores
crénicos leves e tém sido associados ao desenvolvimento da depressdo (WILLNER et al., 1992;
1997). No entanto, segundo Colnaghi et al. (2016), o envolvimento social desempenha um papel
importante no desenvolvimento da resiliéncia as adversidades. Nesse contexto, o modelo de
superpopulacdo em foco pode promover um ambiente com a alta competitividade, gerando
diferentes situacdes de estresse entre as fémeas acondicionadas na mesma gaiola e assim gerar

uma sensibilizacdo reduzida aos novos estressores e um aumento da capacidade de lidar com
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desafios. Santeralli et al. (2017), defendem que um ambiente de criagdo moderadamente
estressante serd Util para desenvolver habilidades efetivas necesséarias para lidar com
adversidades desafiadoras no decorrer da vida. Portanto, 0 grupo exposto ao estresse de
superpopulacdo pode ter desenvolvido maior atividade no ambiente aversivo do teste de nado
forcado, apresentando um comportamento ativo. Também é importante salientar que fémeas
pos-parto respondem de forma diferente ao estresse, em comparacdo as fémeas virgens,
demonstrando uma maior resisténcia a novos agentes estressores (LEUNER, SHORS; 2006).

Vale salientar que, se compararmos essa situacao a atividade humana, ja foi descrito
que o maior convivio social (tais como bairros de maior ocupacdo) foi associado a menor
incidéncia de transtornos mentais (STOCKDALE et al., 2007). De acordo com Colnaghi et al.
(2016), o envolvimento social de camundongos altera a resposta a um ambiente ou evento
adverso, modulando o aprendizado e o processamento do medo. Esses autores descrevem
também uma exploracdo aumentada, medida através do aumento do movimento quando 0s
camundongos sdo expostos a um novo ambiente, 0 que pode estar diretamente relacionado ao
aumento do tempo gasto nos bracos abertos do labirinto e ao campo aberto.

Consoante o que foi descrito acima, € possivel observar que tanto os relatos de Leuner
et al. (2006), como os de Colnaghi et al. (2016) estdo em concordancia com os resultados desta
dissertacdo. Desse modo, ndo apenas o comportamento de depressdo pos-parto, mas também a
diminuigdo do quadro de ansiedade descrito nas analises do LCE e do CA, durante a prenhez,
podem estar associados a dois fatores importantes: a resiliéncia e o convivio social. Assim, 0s
efeitos negativos do estresse, sobre o comportamento do camundongo prenhe, podem ter sido
diferentes do esperado, devido a influéncia destes dois fatores em nosso modelo experimental.

Ja foi descrito anteriormente, neste trabalho, que uma quantidade significativa de
fémeas ndo conseguiu manter a gestacdo até o nascimento dos filhotes. No entanto, entre as
fémeas parturientes, foi estimado um pequeno aumento em relacdo ao numero de filhotes
nascidos. Apesar disso, mostraram-se reduzidos o peso da prole ao nascer e a média de peso
dos filhotes. Segundo Gotz et al. (2008), ninhadas de ratos cujas mdes foram expostas ao
estresse crénico sdo menores quanto ao nimero de filhotes. No entanto, 0s nossos resultados,
ndo sdo os primeiros resultados mostrando esta situacdo inversamente proporcional em modelos
de estresse gestacional. O trabalho de Amugongo e Hlusko (2014) também descreve um nimero
médio maior de filhotes com peso menor em fémeas expostas ao estresse gestacional durante a
primeira e a segunda semanas de gestacdo em ratos. Takiuti et al. (2002), demonstraram a

mesma situacao e justificaram este fato por uma correlagdo inversa entre o peso fetal e 0s niveis
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de pressdo arterial materna. Segundo esses autores, o numero de filhotes é aumentado
proporcionalmente ao aumento da pressao arterial materna e a disfuncdo endotelial.

Associacdes entre 0 baixo peso da prole e estresse materno também sao descritas em
gestagcOes humanas. Ferreira et al. (2014) demonstraram que mées que apresentavam sintomas
de ansiedade e depresséao, constatados através de um questionario de anamnese especifico, para
avaliar parametros psicoldgicos, sociais e econdmicos no terceiro trimestre gestacional, foram
progenitoras de criancas com baixo IUGR. Muitos outros autores falam desta correlacédo frente
a diversos mecanismos estressores (GOVINDARAJ 2017;; NISHIO et al., 2006; TAKIUTI et
al., 2002; WEINSTOCK, 2017). Segundo Khashan et al. (2008) a exposi¢do materna a eventos
graves da vida durante o periodo gestacional resulta em bebés significativamente menores.

Outro dado que chama a atencdo, ao avaliar o nascimento da prole, é o aumento do
numero de filhotes nascidos mortos. Govindaraj et al. (2017) descrevem resultados semelhantes
em ratos e destacam que, quanto maior o periodo do estresse pré-natal de contencdo, maior a
mortalidade neonatal. Estudos em humanos relataram que as pessoas expostas ao estresse
psicoldgico durante a gravidez mostraram maior incidéncia de natimortos (SILVER, RUIZ,
2013). De forma semelhante, Rasmussen et al. (2009), observaram em camundongos expostos
a estresse de altos ruidos sonoros, durante o periodo gestacional, uma maior incidéncia de
natimortos. Esses resultados estdo de acordo com o que foi observado em nosso modelo de
estresse social de superpopulacdo, porém ndo se atribuem causas que justifiquem efetivamente
essa ocorréncia. Nesse aspecto, podemos retornar a discutir o fato de que o estresse pode
acarretar alteracbes nos niveis de glicocorticoides, pois 0 aumento dos niveis de
glicocorticoides pode ser diretamente associado ao aumento da mortalidade. O aumento de
glicocorticoides pode atuar pela alteragdo do metabolismo fetal, elevando a liberacdo de
catecolaminas e limitando substratos entregues ao feto (YATES et al., 2011; VAUGHAN et al.,
2012), acarretando aumento de 6bitos fetais. Tais resultados podem ainda estar diretamente
relacionados a constatacdo da diminuicdo na eficiéncia placentéria, descrita anteriormente, de
uma forma mais grave, podendo causar além de um IUGR, algumas patologias que néo
permitam a sobrevivéncia fetal até 0 momento po6s-parto (AMINU et al., 2014).

O estrese social pré-natal também interfere sobre o futuro CM, o que é imprescindivel
para o desenvolvimento saudavel da prole (BRUNTON, 2013; NEUMANN et al., 2005). O
filhote recebe informacGes do ambiente através do CM, que interfere diretamente no seu
desenvolvimento (BRUMMELTE; GALEA, 2010; CALDJI et al., 2000), o que pode destacar

inclusive um potencial de feno6tipos negativos a serem transmitidos as geracdes futuras
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(BRUNTON, 2013). Portanto, é importante o bem-estar materno para o desenvolvimento
adequado dos filhotes.

Ocorre uma diminuicdo da resposta do eixo HPA materno ao estresse, nesse periodo
de atengdo com a prole, visando proteger o esforco reprodutivo de uma possivel interrupcao,
induzida pela resposta ao estresse pela progenitora (BOKONY et al., 2009; WINGFIELD;
SAPOLSKY, 2003;). Um dos mecanismos propostos, para atenuar influéncias externas junto
as fémeas lactantes, seria a interrup¢do da variacdo circadiana na atividade do eixo HPA e a
atenuacéo das respostas a agentes estressores (BRUNTON et al., 2008). Dessa maneira, eventos
estressores dificilmente conseguem estimular o eixo HPA materno durante o periodo de
lactagdo (BRUNTON et al., 2008) o que pode justificar o comportamento materno néo ter sido
muito alterado em nosso modelo. No entanto, Vilela e Giusti (2011), demonstraram que niveis
elevados de glicocorticoides, frente a uma situacao de estresse, podem reduzir o comportamento
materno e a secrecdo de hormdnios, essenciais para as adaptacGes adequadas no periodo da
lactacdo, afetando a resposta neuroenddcrina e reduzindo a ocitocina e a prolactina.

Os possiveis mecanismos através dos quais o estrese materno, durante a gravidez, é
transmitido aos fetos e como o cérebro fetal € programado, também sédo discutidos (BRUNTON,
2013). Golub et al. (2016) constataram uma redugdo no tempo de lambida em camundongos
C57BI expostos a estresse pré-natal de choque, mostrando que uma mée ansiosa lambe menos
seus filhotes. No entanto, outros fatores devem também interferir nesse comportamento, pois
as mdes estudadas, que foram submetidas a estresse de superpopulacdo, apesar de se
apresentarem menos ansiosas, também diminuiram o parametro referente ao tempo de lambida
nos filhotes no 5° dpn.

Ao avaliarmos o desenvolvimento fisico da prole, podemos constatar que o modelo de
estresse utilizado ndo gerou alteracbes morfoldgicas graves ou teratogénicas. Na maioria dos
trabalhos, onde a méae é submetida ao estresse pré-natal, a prole ndo costuma apresentar
alteragdes graves (BURKUS et al., 2015; CHOE et al., 2011; GOLUB et al., 2004; LIU et al.,
2015; OSORIO et al., 2009; RODRIGUEZ-PEREZ et al., 1992; WIELBOLD et al., 1986). Em
controversia, Govindaraj et al. (2016), mostraram filhotes com teratogenia grave decorrente do
estresse sonoro agudo e do estresse de plataforma elevada, aplicados durante a primeira metade
da gestacdo. No entanto, com relagdo ao modelo de estresse social de superpopulacdo, ndo
foram encontrados dados literarios que auxiliem a discussdo dos nossos resultados.

De acordo com a literatura, padrdes do desenvolvimento fisico podem ser alterados
pelo estresse pré-natal de manipulacgdo, ruido, luz e aumento da temperatura (MEEK et al.,

2000), demonstrando alteracdes morfoldgicas menores. Em nosso trabalho, ndo observamos
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alteragdes nos pardmetros fisicos avaliados (descolamento de orelha, abertura de olho,
aparecimento de pelo, rompimento dos incisivos, abertura de vagina e descida dos testiculos).

Por outro lado, foram encontradas alteragdes no ganho de peso total dos filhotes
fémeas e crescimento dos filhotes de ambos o0s sexos. Na literatura existem dados que apontam
0 estresse pré-natal como indutor de ganho de peso pés-natal em machos (SCHULTZ et al.,
2011). O ganho de peso dos filhotes machos, expostos a estresse pré-natal e avaliados neste
trabalho, demonstrou uma tendéncia a recuperacdo do baixo peso do nascimento logo nos
primeiros dias pos-parto. No entanto, ndo foi indicativo de ganho de peso diferente do controle
até a puberdade. As fémeas, por outro lado, demonstraram a mesma tendéncia a ganho de peso
semelhante ao controle, porém o ganho de peso total destes filhotes até a puberdade, parece ter
sido reduzido em comparacdo as fémeas das ninhadas controle.

Além de o ganho de peso ser um pouco reduzido nos filhotes fémeas, podemos observar
que existem indicios de crescimento um pouco mais reduzido dos filhotes de ambos os sexos
no grupo superpopulacdo, quando comparado ao controle, principalmente na puberdade.
Diferente dos nossos resultados, Amugongo e Hlusko (2014), observaram um crescimento
fisico linear em filhotes expostos a estresse pré-natal. Segundo Mueller e Bale (2006) existe
uma correlagdo entre peso ao nascimento anormal e uma futura predisposi¢cdo para o
desenvolvimento de sobrepeso ou obesidade, indicando que alteragbes na homeostase
energética podem estar influenciando o peso corporal a longo prazo. Estes dados podem
justificar que os filhotes expostos a estresse pre-natal de superpopulacdo, apresentaram um
menor tamanho, sem grandes alteragdes no peso, demonstrando uma relacédo alterada entre o
peso e comprimento do corpo o que pode estar relacionado com sobrepeso. De acordo com
Amugongo e Hlusco (2014), a prole submetida a estresse pré-natal, desenvolveu-se mais
rapidamente em termos de crescimento geral corporeo e crescimento 0sseo em comparagdo com
a descendéncia de controle, no entanto, apresentaram maior area 0ssea e uma taxa de formacéo
Ossea potencialmente maior indicada por um maior nimero de osteoblastos o que também
justificaria 0 aumento de peso observado em nossos resultados.

A distancia anus-genital (AGD) também demonstrou uma reducdo significativa na
adolescéncia dos filhotes machos e fémeas do grupo tratado. Essa distancia é comumente
associada as alteracGes nos niveis androégenos em muitas espécies (BARRETT etal., 2014). Em
contraste com nossos resultados, Ashworth et al. (2016), observaram um aumento significativo
na distancia anus-genital de machos expostos a estresse pré-natal social durante a Ultima semana
de gestacdo. No entanto, redu¢bes no comprimento anus-genital, em roedores expostos a

estresse pre-natal, j& foram apontadas em diversos estudos (DESAULNIERS et al., 2016;
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PALLARES et al., 2013). Willians et al. (1998), observaram uma reducdo da distancia anus-
genital em machos submetidos ao estresse pré-natal de calor, luz e restricdo de movimento, ao
fim da gestacdo. Esse resultado pode ser justificado pelo fato de ja ser descrito ha quase duas
décadas, pois machos expostos a estresse gestacional exibem uma diminui¢do da sintese de
testosterona durante o desenvolvimento intrauterino, devido as alteracfes do eixo HPA, que
interferem diretamente no eixo hipotadlamo-hipéfise-gonadal (HPG) afetando a masculinizacdo
dos descendentes (WILLIANS et al., 1998). Ainda nesse contexto, Pallares et al. (2013),
observaram uma diminui¢do na concentracdo de testosterona em ratos machos adultos expostos
a estresse pré-natal de contencdo durante a Gltima semana gestacional. Esses dados indicam que
0 estresse durante a gestacéo pode afetar o sistema reprodutivo da prole masculina.

Avaliando a distancia anus-genital em fémeas, Kinsley e Svare (1988), constataram uma
diminuicdo desse padrdo em camundongos submetidos ao estresse pré-natal de contencéo no
periodo do 13° ao 18°ddg, o que entra em concordancia com os resultados desta dissertacao.
Acreditamos que esse encurtamento possa estar associado a problemas no eixo HPA e HPG,
lembrando que um prejuizo no desenvolvimento sexual e no ciclo estral ja foi descrito por
Harvey e Chevins (1987), e associada ao estresse materno. No entanto, esse trabalho também
descreve um atraso na abertura da vagina associado a estas alteragcfes, o que ndo foi observado
em nosso estudo. Outro fato interessante é que, em meninas, também ja foi observada uma
interferéncia no desenvolvimento reprodutivo devida ao estresse materno (BARRET et al.,
2013).

Para avaliacdo adequada da interferéncia de fatores exdgenos no desenvolvimento,
além dos aspectos morfoldgicos, devemos considerar possiveis alteracGes fisioldgicas em um
sistema especifico, ou em um organismo como um todo. Desse modo, o tempo de aparecimento
das respostas reflexoldgicas é uma ferramenta bastante utilizada para detectar os efeitos de
fatores ambientais na maturacdo do sistema nervoso (RODRIGUEZ-PEREZ et al., 1992;
BELLUSCIO et al., 2014). Os testes de desenvolvimento neuroldgico, realizados no nosso
modelo, demonstraram um atraso significativo no agarramento palmar e no reflexo de
endireitamento, tanto nas fémeas quanto nos machos. Esse resultado foi ainda mais significativo
na analise conjunta de ambos os sexos. Meek et al. (2000), constataram um atraso no reflexo
de endireitamento em filhotes expostos ao estresse pré-natal de manipulacédo, ruido, luz e
aumento da temperatura, demonstrando, portanto, um efeito do estresse no desenvolvimento
cerebelar. Secher et al. (2006), descrevem que os testes reflexivos, utilizados em nosso trabalho,
sdo importantes para avaliar a capacidade sensorio-motora-cerebelar e 0 atraso observado pode

indicar um retardo na maturacéo desse 6rgdo. Xu et al. (2013), também observaram alteracdes
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em padrdes neuroldgicos pontuais de desenvolvimento como geotaxia e endireitamento.
Segundo Osoério et al. (2009), atrasos evidentes no desenvolvimento neuroldgico da prole,
observados através de testes reflexivos, podem ser correlacionadas as alteragbes no
comportamento na vida adulta.

De acordo com Xu et al. (2013), o estresse materno pode alterar o desenvolvimento
cerebral da prole, acarretando uma hipomienielizacdo do hipocampo, levando a respostas
reflexivas tardias. O estresse pré-natal pode afetar diretamente o metabolismo de corticoides
e, segundo Rodriguez-Perez et al. (1992), os corticoides chegam a produzir agdo mais severa
e generalizada que a desnutricdo no sistema nervoso e nas respostas reflexivas. Portanto,
acreditamos que novos estudos ainda precisam ser realizados para melhor associar as alteragoes
neuroldgicas observadas, na prole do grupo submetido ao estresse de superpopulacdo, com
alteracdes na morfologia cerebral e na fisiologia do eixo HPA.

De acordo com o que foi descrito acima, podemos supor que o0 modelo de estresse
utilizado, por ser crénico, ndo possibilitou alteracdes graves no periodo embrionario devido a
uma possivel acomodacdo do estresse pela mde. Nesse periodo da prenhez, o sistema nervoso
comeca a se estabelecer e os filhotes aparentemente sofreram consequéncias mais brandas, o
que pode ser evidenciado pelas alteragbes neuroldgicas reflexas encontradas (CLANCY et al.,
2007; WORKMAN et al., 2013). Ainda corroborando nossos resultados, Brunton (2013),
afirma que a exposicao ao estresse pré-natal depende de quando o estimulo estressor ocorreu
durante a gravidez.

Outro aspecto importante a ser avaliado € o fato de o comportamento materno
influenciar o desenvolvimento pds-natal dos filhotes (KISS, et al.,, 2012). Mdaes que
demonstram diminuicéo da lambida, por exemplo, tem filhotes relativamente mais ansiosos na
vida adulta (CALDJI et al., 2000). De acordo com Neves (2013), filhotes bem cuidados tornam-
se adultos tranquilos e menos estressados.

Esta influéncia ocorre em razdo de o periodo poés-natal ser também de grande
importancia na formag&o cerebral de ratos e camundongos. O desenvolvimento neuroldgico
dessas espécies ocorre mais tardiamente que em humanos, considerando que 0s primeiros dez
dias pds-natais dos roedores sdo equivalentes ao 3° trimestre de gestacdo humana (CLANCY et
al., 2007; WORKMAN et al., 2013). Assim, podemos associar o desenvolvimento neural
durante a infancia, a regulacdo de sistemas de reatividade ao estresse na vida adulta. Diante
dessa afirmacdo, o comportamento da prole jovem também foi avaliado no LCE e no CA para

observacao de padrdes de ansiedade e locomocéo.
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Nos resultados dos testes de LCE da prole, foi observada uma ocorréncia maior de
entradas no braco aberto pelos filhotes fémeas das proles submetidas ao estresse de
superpopulacéo, o que pode demonstrar um comportamento menos ansioso desses filhotes. No
entanto, ndo foram observadas alteracdes no comportamento dos filhotes machos para os
mesmos padrdes do teste. A locomocao da prole foi avaliada pelo teste de CA e ndo demonstrou
alterac@es significativas para os filhotes de ambos os sexos, submetidos a estresse pre-natal,
nem do grupo controle.

Achados contraditérios do efeito do estresse pré-natal sobre o comportamento
exploratorio sdo comuns e provavelmente relacionados as diferencas entre os agentes
estressores (MEEK et al., 2000) ou sexo-dependentes (ZUENA, et al., 2008). Existem muitos
trabalhos que descrevem um efeito ansiogénico para o estresse pré-natal (ABE et al., 2007;
MIYAGAWA, 2011; SCHULZ, 2011). No entanto, outros trabalhos importantes descrevem
uma ansiolise em fémeas apos estresse pré-natal (LIAN et al., 2018; ZUENA et al., 2008;).

Complementando, as respostas neuroenddcrinas e comportamentais ao estresse pré-
natal sdo particularmente sensiveis a programacdo fetal através do eixo hipotalamo-hipofise-
adrenal (HPA) podendo resultar em mudancas permanentes no cérebro da prole (BRUNTON,
2013; WEINSTOCK, 2017). Alteragdes no eixo HPA tém uma interagdo reciproca com o eixo
gonadal (HPG), pois o eixo HPA pode inibir a producdo de estrogénio e progesterona,
importantes na programacédo fetal (BRUNTON, 2013TOUFEXIS et al, 2014;) causando na
prole, além de defeitos no seu potencial e comportamento reprodutivos, alteracdes no
comportamento social (BRUNTON, 2013).

Como descrito anteriormente, o estresse durante a gestacdo diminui a testosterona e
altera a atividade de catecolaminas em filhotes machos, interferindo no seu desenvolvimento
cerebral (PALLARES, 2013; WEINSTOCK, 2007; WILLIANS, HENNESSY; DAVIS, 1998;)
e causando um padrdo de resposta ao estresse dismarfico entre os sexos da prole (LIAN et al.,
2018).

O estresse social pré-natal também prediz o futuro comportamento materno,
destacando o potencial de fenotipos negativos a serem transmitidos as geracdes futuras
(BRUNTON, 2014). Segundo Faraji et al. (2017), experiéncias aversivas no inicio da vida
desencadeiam processos adaptativos, como mudancas epigenéticas, facilitando a sobrevivéncia
ao ambiente estressante. Dessa maneira, um ambiente adverso pode favorecer o
desenvolvimento de respostas comportamentais positivas de resiliéncia, sendo importante
salientar o componente hereditario e a intensidade do agente estressor (GAPP, 2014). Portanto,

podemos observar que existem evidéncias de que um agente estressor pré-natal, o periodo de
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submissdo ao estresse e a sua intensidade podem modificar o fendtipo expresso, o qual pode
variar em adaptativo ou patoldgico (ST-CYR, 2015). Nesse contexto, podemos incluir a
resiliéncia materna ao estresse e a reducdo de ansiedade dos filhotes fémeas, observadas em
nosso trabalho. Sendo assim, um ambiente sub-6ptimo no Utero, como resultado do estresse
materno, pode ter efeitos prejudiciais na gravidez e efeitos adversos de "programacao”, que
podem ser percebidos de maneira variavel na prole a longo prazo. Além disso, baseando-se no
conceito recente de DOHaD (FUKUOKA; SATA, 2016; SILVEIRA, 2007;), podemos
vislumbrar ainda um possivel efeito do estresse ndo apenas na prole submetida ao agente
estressor, como a possibilidade de uma possivel alteracdo epigenética que possa ser passada
através de geracbes (CHAMPAGNE; MEANEY, 2006), aumentando a capacidade destes
animais a adaptar-se ao modelo estressor. Szyf et al. (2005), discute claramente este conceito
no pos-parto, associando alteragdes no DNA dos filhotes ao comportamento materno. No
entanto, 0s possiveis mecanismos através dos quais o estresse materno, durante a gravidez, é
transmitido aos fetos permitindo uma programacdo do cérebro fetal pelo estresse pré-natal,
ainda precisam de maiores discussdes (BRUTON, 2013).

Avaliando os resultados desta dissertacdo, € importante ainda enfatizar que foram
observadas alteracbes no comportamento das maes do grupo controle, principalmente em
relacdo ao teste de nado forcado, que € indicativo de depressdo. De acordo com Stranahan et
al. (2006), o modelo de moradia individual impede a influéncia positiva da interagdo social,
normalmente benéfica, influenciando na neurogénese do adulto e na secrecdo de corticosterona.
No entanto, esse modelo de criagéo € utilizado com frequéncia nos laboratdrios que trabalham
com anélise reprodutiva, analise do desenvolvimento embrio-fetal, lactacdo e desenvolvimento
da prole. Vale salientar que, inicialmente, a moradia individual ndo € 0 mesmo que estresse de
isolamento social (LIEBERWIRTH et al., 2012), pois os animais tém contato olfativo e sonoro
com as gaiolas adjacentes.

O convivio social demonstra uma influéncia na capacidade de resposta ao estresse,
podendo amortecer a influéncia de alguns agentes estressores sobre a atividade do eixo HPA
(WEISS et al., 2004). Neste foco o modelo de aglomeracdo social pode fazer um papel
euroestressor interferindo de maneira positiva frente ao enfrentamento de alguns desafios,
segundo o conceito de Selve (1956). Em humanos, esse fator é tdo importante, que o apoio
social parece diminuir o impacto negativo do estresse em gestantes, protegendo até mesmo
contra doencas psiquiatricas (HEINRICHS et al., 2003). Consequentemente, passamos a

questionar o modelo de moradia individual utilizado em biotérios de experimentacdo, pois o
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ideal talvez ndo seja a moradia individual, mas uma possivel acomodagdo conjunta com mais

uma ou duas companheiras.
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8 CONCLUSOES

De acordo com os resultados desta dissertacao, podemos concluir que o modelo social de

estresse pré-natal de superpopulacao:

a)

b)
c)

d)

f)

9)

h)

Interfere na taxa de prenhez, na implantacdo e viabilidade gestacional, aumentando o
numero de hemorragias e reabsor¢oes;

Diminui o peso fetal e da placenta interferindo negativamente na eficiéncia placentaria;
Reduz o ganho de peso materno ao fim da gestacdo e aumenta a atividade exploratoria
das fémeas prenhes;

Acarretou uma redugdo no peso da prole ao nascimento e no seu tamanho e peso no
primeiro més de vida;

Diminuiu a distancia anus-genital dos filhotes de ambos os sexos, afetando
morfologicamente o dimorfismo sexual;

Atrasou os padrdes de desenvolvimento neuroldgico de endireitamento e agarramento
palmar;

Alterou de maneira positiva causando um comportamento menos depressivo no pos-
parto, mas alterou o cuidado materno reduzindo o tempo de lambida da mée no 5° dpn;

Interferiu reduzindo os padrdes de ansiedade dos filhotes fémeas na puberdade.
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ANEXO A

Anexo A — Aprovacio da Comissio de Etica no Uso de animais (CEUA-UNIFAL)

MINISTERIO DA EDUCAGAO ,
Universldade Fodoral do Alfenas. Unifal-MG %

Rua Qabutel Mooleiro da Gitya, 700 Allonas/MO  CEF 97130-000
Fone (35) 322091000 Fax (36) 32001082

O
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CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada “Superpopulagdo como um método de
estresse pré-natal e suas consequéncias na prenhez, no cuidado materno, no
desenvolvimento e comportamento da prole de camundongos”, registrada com
o n°® 47/2017, sob a responsabilidade de Andrea Mollica do Amarante Paffaro,
que envolve a produgédo, manutengio ou utilizagdo de animais pertencentes ao
- filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto humanos), para fins de pesquisa
cientifica (ou ensino) - encontra-se de acordo com os preceitos da Lein® 11.794,
de 8 de outubro de 2008, do Decreto n° 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as
normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentacao Animal
(CONCEA), e foi aprovado pela COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS
(CEUA-UNIFAL) DA UNIVERSIDADE FEDERAL DE ALFENAS.

Finalidade ( ) Ensino ( X ) Pesquisa cientifica
Vigéncia da autorizagdo De 19/12/2017 a 15/03/2018
Espécie/linhagem/raga Camundongo Swiss / heterogénico
N° de animais 283
Sexo | Machos: 10

- Fémeas: 273
Origem | Biotério Central da UNIFAL

Alfenas, 19 de Dezembro de 2017.
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Prof. Dr. Leonardo Augusto de Almeida
Coordenador CEUA-UNIFAL
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