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RESUMO

O estresse gestacional pode ser, extremamente, prejudicial 8 mae e ao descendente, o que
indica que o ambiente intrauterino tem um impacto significativo a longo prazo, na vida
do individuo. Dessa forma, esse estresse no inicio da vida pode causar doengas, como
depressdo e ansiedade na adolescéncia e idade adulta, além de prejuizos na funcéo
cognitiva. Ha varios tipos de estresse e, nem sempre, as situacfes estressantes irdo
desencadear o Transtorno de Estresse Pds-traumatico (TEPT). Os modelos animais para
0 TEPT séo diversos e, na literatura, ndo ha estudos que avaliem um modelo animal do
TEPT durante o periodo perinatal e seus prejuizos cognitivos gerados na prole. Diante
disso, a proposta do presente estudo é investigar 0s mecanismos neurogénicos associados
as alteracdes na aprendizagem e memoria da prole, decorrentes do TEPT gestacional, uma
vez que ja é bem estabelecida a relagdo entre neurogénese hipocampal e funcgdo cognitiva.
Para isso, foram utilizadas ratas Wistar prenhas, as quais foram induzidas ao TEPT por
choque na pata, seguido de isolamento social. Foram avaliadas as progenitoras no
comportamento materno, comportamento de congelamento e teste de Campo Aberto. Os
testes realizados nos filhotes, fémeas e machos, foram: Desenvolvimento Fisico e
Reflexo, Campo aberto, Reconhecimento de Objetos e Labirinto Aquéatico de Morris. As
analises estatisticas foram realizadas utilizando um software GraphPad versdo 8.0. Todos
os procedimentos experimentais foram aprovados pela Comissdo de Etica em
Experimentagdo Animal da Universidade Federal de Alfenas (Unifal-MG), protocolo n°
50/2018. Nossos resultados indicaram que as ratas progenitoras do grupo choque
apresentaram reducdo do cuidado materno, retencdo da memdria ao trauma e
comportamento tipo ansioso. Os filhotes machos, mas ndo as fémeas apresentaram maior
tempo para produzir o reflexo de geotaxia negativa, hiperatividade exploratoria e
prejuizos da memoria de reconhecimento de objetos de 2 horas. J& no teste de
reconhecimento de objetos de 24 horas e o Labirinto Aquéatico de Morris, 0s machos e
fémeas apresentaram prejuizos em ambos. Identificamos e quantificamos algumas
proteinas envolvidas no processo de memoria, tais como: Fator Neutr6fico Cerebral
(BDNF), Doublecortin (DCX) e Sinaptofisina no Hipocampo pela técnica de Western
Blotting. Para os filhotes fémeas ndo houve diferencas entre os grupos, ja os filhotes
machos, de mées estressadas, apresentaram reducdo dos fatores BDNF e DCX. Com base
nos resultados obtidos, conclui-se que o TEPT gestacional pode gerar prejuizos



cognitivos para a prole, sendo possivel estar associados a mecanismos neurogénicos; no
entanto, outros mecanismos nao avaliados podem ser responséveis pela perda de

cognicéo, principalmente, nos filhotes fémeas.

Palavras-chave: Prole; Neuroplasticidade; Cognicédo; Trauma; Gestagéo.



ABSTRACT

The pregnancy stress can be extremely harmful to both mother and offspring, indicating
that the intrauterine environment has a significant long-term impact on the individual's
life. In front of, this stress in early life can cause pathologies such as depression and
anxiety in adolescence and adulthood, as well as damage to cognitive function. There are
several types of stress, and stressful situations will not always trigger post-traumatic stress
disorder (PTSD). The animal models for PTSD are diverse and, in the literature, there are
no studies that evaluate an animal model of PTSD during the perinatal period and its
cognitive impairment in the offspring. Thus, the purpose of this study is to investigate the
neurogenic mechanisms associated with alterations in learning and memory in the
offspring resulting from pregnancy PTSD, since the relationship between hippocampal
neurogenesis and cognitive function is already well established. For this purpose,
pregnant Wistar rats were used, which were induced to PTSD by paw shock, followed by
social isolation. The dams were evaluated in maternal behavior, freezing behavior, and
the Open Field test. The tests performed on female and male pups were: Physical
Development and Reflex, Open Field, Object Recognition, and Morris Water Maze.
Statistical analyses were performed using GraphPad software version 8.0. All
experimental procedures were approved by the Ethics Committee on Animal
Experimentation of the Federal University of Alfenas (Unifal-MG), protocol n° 50/2018.
Our results indicated that the dams rats of the shock group presented reduced maternal
care, memory retention to trauma and anxious-like behavior. The male pups, but not the
females, showed longer time to produce the negative geotaxis reflex, exploratory
hyperactivity, and 2-hour object recognition memory impairment. In the 24-hour object
recognition test and the Morris Water Maze, males and females showed impairments in
both. We identified and quantified some proteins involved in the memory process, such
as Brain-derived Neutrophic Factor (BDNF), Doublecortin (DCX) and Synaptophysin in
the hippocampus by Western Blotting. For female pups there were no differences between
the groups, while male pups from stressed mothers showed a reduction in BDNF and
DCX. Based on the results obtained, we conclude that gestational PTSD can generate
cognitive impairment for the offspring, being possibly associated with neurogenic
mechanisms; however, other mechanisms not evaluated may be responsible for cognition

loss, especially in female offspring.



Keywords: Offspring; Neuroplasticity; Cognition; Trauma;Pregnancy.
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1 INTRODUCAO

O estresse, durante os periodos pré-natal e pds-natal, periodo perinatal, esta fortemente
associado a transtornos do humor, tais como depresséo e ansiedade, na adolescéncia e na idade
adulta dos descendentes (CHAPMAN et al., 2004; DUNN et al, 2013; HUGHES et al., 2017
KESSLER et al., 2010). Além disso, a exposicdo ao estresse no periodo perinatal, também,
pode desencadear inimeros efeitos sobre a fun¢do cognitiva e sobre a neuroplasticidade dos
descendentes, uma vez que o periodo perinatal é fundamental para o desenvolvimento do
sistema nervoso central (VAN DEN BERGH, DAHNKE; MENNES, 2018).

Assim, exposicdo a eventos ambientais estressantes, no periodo mencionado
anteriormente, pode afetar a plasticidade neural e aumentar a vulnerabilidade as
psicopatologias, causando alteracBes neuroenddcrinas associadas a mudangas no
comportamento cognitivo e emocional; essas alteragdes podem aparecer no inicio da vida e
persistir ao longo dela (CAO et al., 2014; FRAU et al., 2019; KNAFO; JAFFEE, 2013). Isso
porque, desde o periodo pré-natal e, até mesmo, no inicio da vida pds-natal, o cérebro ainda
esta em desenvolvimento, e é altamente sensivel & influéncia de experiéncias externas, sejam
elas positivas e negativas (de CAMPO et al., 2017; MARCO et al., 2015).

Existem estudos 0s quais demonstram que o0 estresse, no periodo perinatal, afeta ndo
apenas a mae, mas, também, o desenvolvimento dos seus descendentes, podendo levar a efeitos
duradouros; esses efeitos contribuem para ocorréncia precoce de muitas condi¢des patoldgicas
(WARD et al., 2013).

Embora existam tais estudos, pouco se aborda sobre a relacdo de estresse perinatal e
déficits cognitivos, avaliados em fase precoce. Sendo assim, faz-se necessario estudar a
influéncia do estresse perinatal, na aprendizagem e memaoria em modelos animais na idade pré-
pubere e 0s possiveis mecanismos envolvidos em tais alteragdes.

Outro fator a ser considerado € que existem diversos modelos de inducdo de estresse
perinatal, porém ndo existem estudos sobre um modelo do transtorno do estresse pds-traumatico
(TEPT), durante a gestacao, e as consequéncias no aprendizado e memoria da prole.

Esse transtorno é considerado um disturbio comum, crénico, incapacitante e apresenta
manifestacdes concomitantes de trés sintomas: reexposi¢do ao trauma causando o estresse, fuga
de situacbes semelhantes as anteriores, as quais levaram ao desenvolvimento do transtorno e
estado de hipervigilancia (BERARDI et al., 2014). Além disso, o TEPT inclui mudancas

neuroendocrinas ocasionando prejuizo na memoria, desenvolvimento de desordens emocionais
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como depressdo e ansiedade, e prejuizos na interacdo social (TREZZA; CAMPOLONGO,
2013).

Um modelo experimental em roedores, que 0s induz ao estresse pos-traumatico, € a
exposicdo ao choque elétrico inescapavel, seguida por isolamento social por um periodo,
normalmente, igual ou superior a sete dias. Apds esse decurso de tempo, quando 0s animais sao
reexpostos ao local do trauma, eles apresentam comportamento de congelamento dos
movimentos (BERARDI et al., 2014).

Considerando que o TEPT é reconhecido como um distdrbio comum, crdnico e
incapacitante, e que ndo existem estudos demonstrando a relagcdo do TEPT, durante a gestacao,
e o aprendizado e memoria da prole, nesta proposta, torna-se relevante buscar possiveis
mecanismos neurogénicos, 0s quais podem estar associados a essas alteracGes cognitivas na
prole.

Na literatura, j& € bem estabelecida a relagdo da funcdo cognitiva com a neurogénese
hipocampal (VAN DEN BERGH, DAHNKE; MENNES, 2018); dessa forma, realizamos uma
correlagdo dos parametros comportamentais alterados com a marcacdo e expressdo, no
hipocampo das seguintes proteinas: a) Fator Neutrofico Cerebral (BDNF); b) Doblecortina
(DCX); c) sinaptofisina detectadas e quantificadas através da técnica de Western Blotting.
Nesse sentido, acreditamos que o TEPT gestacional prejudica o aprendizado e memdria da

prole, e isso pode estar correlacionado com alteragdes neurogénicas.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 ESTRESSE

O estresse é, comumente, visto como uma resposta do cérebro a uma demanda ou
desafio - denominados estressores. Atualmente, ainda, ndo existe uma definigdo perfeita de
estresse. Segundo o fundador da teoria do estresse, Hans Selye, ‘Stresse é um conceito cientifico
que recebeu a bengdo de ser muito conhecido e também pouco compreendido’. O termo
apresentava uma dualidade, sendo visto como causa e efeito.

Sendo assim, para facilitar a compreensdo, Selye criou um neologismo, o termo
“estressor”. Esse termo é usado para denominar 0 agente causador ou estimulo, e estresse,
propriamente dito, significa a condicao gerada pelo desafio (TAN; YIP, 2018).

Os estressores podem ser reais ou percebidos, ndo dependendo apenas do sujeito, mas
também de sua temporalidade, recorrente, curto prazo ou prolongado. Variacoes fisicas, de
temperatura e comportamentais podem atuar como agentes estressores e diversas situaces
encontradas em nossa vida cotidiana podem se encaixar nesse perfil de estressor, entre elas:
acidentes, violéncia, abuso sexual, catastrofes naturais dentre muitas outras (SOUSA, 2016).

O estresse, nem sempre, é prejudicial ou negativo; é importante enfatizar que ele tem
sido essencial para garantir a nossa sobrevivéncia, estando intimamente ligado a evolugdo das
espécies. Dessa forma, o que pode ser danoso ao organismo é uma resposta ao estressor sem
controle e de forma ndo moderada.

Essa resposta descontrolada, também denominada como mal adaptativo da resposta ao
estresse, depende de caracteristicas tais como, a dindmica temporal dos efeitos do estresse no
cérebro, a previsibilidade do evento (dado que o individuo enfrenta, repetidamente, 0 mesmo
estressor, a resposta ao estresse evolui para ser, rigidamente, controlada e regulada), a forma
de adaptacdo; a controlabilidade, ter ou ndo ter controle do estressor é fundamental para
instalagdo dos seus efeitos; além da variabilidade individual, diferentes individuos
experimentam o estresse de maneiras distintas (SOUSA, 2016).

A resposta do organismo a um agente estressor funciona por meio da ativagdo rapida do
sistema nervoso simpatico; e, em caso de estresse severo ou persistente, ocorre a estimulagédo
do eixo Hipotalamo-Pituitaria-Adrenal (HPA) que regula a resposta adaptativa ao estresse
(JOSEPH; WHIRLEDGE, 2017; SOARES-CUNHA et al., 2018). A ativagéo do eixo HPA e,
consequentemente, a liberacdo de hormdnios que desencadeia uma resposta em cascata €

demonstrada na Figura 1.
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Figural- A ativacdo do Eixo Hipotalamo-Pituitaria-Adrenal (HPA) pelo estresse
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Fonte: Adaptado de RAABE E SPENGLER (2013, p. 81)

Nota: O Eixo Hipotalamo-Pituitaria-Adrenal (HPA) integra e medeia a resposta ao estresse mediante as
adversidades da vida. A percepcdo de ameagas fisicas e sociais reais e/ou presumidas provoca a
ativacdo do eixo HPA. Estados de ansiedade surgem da ativacdo da amigdala e aumentam a
resposta ao estresse por meio de ProjecGes Neuronais para o Nucleo Paraventricular (PVN).

O hipocampo exerce um papel importante na avaliagdo dos estressores e é um sitio de
Receptores de Glicocorticoides (GR) que medeia a regulagdo do eixo HPA por retroalimentacéo
negativa. A liberagdo de neuropeptideos hipotalamicos, horménio liberador de

corticotropina (CRH) e arginina-vasopressina (AVP), promovem a sintese e a
secre¢do de hormonio adrenocorticotréfico (ACTH) na hipdfise (pituitaria) anterior. O
ACTH estimula a liberacéo de glicocorticoides das glandulas adrenais. Esses horménios
Circulam pelo corpo todo e pelo encéfalo, ligando-se a receptores esterdides

intracelulares nucleares. Os receptores de mineralo corticoides (MR), presentes no

hipocampo, agem no inicio da resposta ao estresse, enquanto que 0os GR no hipocampo,

PVN e hipéfise anterior, agem no final da resposta ao estresse.

Sendo assim, a presenca do estresse de forma excessiva, gerando uma resposta sem
controle e ndo moderada, pode ser responsavel por causar diversas doencas e afetar diferentes
sistemas como: imunologico, cardiovascular, gastrointestinal, enddcrino e nervoso. Dessa
forma, quando o estresse afeta o sistema neurolégico, o individuo pode apresentar as seguintes
doencgas: depressédo, transtornos de ansiedade e TEPT (SOUSA, 2016;YARIBEYGI et al.,
2017).
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2.2 TRANSTORNO DO ESTRESSE POS-TRAUMATICO (TEPT)

2.2.1 Aspectos historicos do TEPT

O TEPT foi, inicialmente, estudado em veteranos de guerra, no entanto, naquela época
essa patologia era pouco conhecida e ndo se denominava como transtorno do estresse pos-
traumatico (CORVALAN; KLEIN, 2011).

Assim, durante a Guerra Civil dos Estados Unidos (1861- 1865), os médicos rotulavam
essa doenca, que hoje conhecemos como TEPT, como: “cora¢dao de soldado”, “coragdo
irritavel”, “nostalgia”; essas doencas psiquiatricas matavam mais do que as proprias batalhas.
Nessa época, a medicina estava iniciando o entendimento de que o trauma poderia ser
responsavel pelas desordens psiquiatricas (CORVALAN; KLEIN, 2011).

Durante a Segunda Guerra Mundial (1939-1945), a psiquiatria j& estava mais evoluida,
e 0s psiquiatras militares descobriram que o impacto do estresse do combate eram preditores
mais fortes que os fatores pré-trauma ou pos-trauma.

No entanto, foi apenas, na Guerra do Vietna (1955-1975), que ocorreu uma guinada na
compreensdo sobre o papel das lesdes traumaticas na guerra. Nesse contexto, foi estimado um
namero total de 450.000 veteranos de guerra que sofreram do TEPT (CORVALAN; KLEIN,
2011). Mas, ainda, faltava muito para entender esse transtorno psiquiatrico.

Com as guerras no lraque e Afeganistdo ocorreram maiores investimentos, os quais
permitiram entender melhor essa doenca. Teve-se entdo, melhoria nas triagens e servigos de
tratamento, atualizacGes de diretrizes de pratica clinica, iniciacdo de ensaios clinicos
randomizados para refinar as abordagens de tratamento (HOGE ; CHARD, 2018). Esses
esforgos foram cruciais para o que conhecemos, hoje, a respeito do TEPT. No entanto, ainda, é
encontram-se diversas limitacbes como, estigma e barreira aos cuidados dos pacientes, altas
taxas de abandono de tratamento, tratamentos ndo totalmente efetivos, entre outras (HOGE;
CHARD, 2018)

O Manual Diagnostico e Estatistico de Transtornos Mentais (DSM) consiste em um
documento da Associacdo Psiquiatrica Americana, no qual sdo listadas diversas doencas
mentais e seus critérios para diagnostico. Atualmente, o documento se apresenta na verséo 5.
As novas vers@es tém o intuito de atualizagdo do conteddo - inclusdes, reformulagéo e exclusdo

de diagnosticos, por profissionais da area que se baseiam em estudos, revisdes e pesquisa de
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campo, fornecendo uma fonte confidvel e com embasamento cientifico para aplicacdo em
pesquisas e pratica clinica.

Entender o contexto histdrico das desordens mentais é importante, pois as novas versdes
DSM acompanham essas mudangas que ocorreram, ao longo dos anos, em relacdo ao
diagndstico do TEPT (ARAUJO; LOTUFO NETO, 2014).

Na sua primeira versdo DSM-I, o TEPT foi chamado de “neurose traumatica”; ja na sua
segunda edicdo, ele foi considerado “distarbio situacional”. A partir do DSM-III, em 1980, a
denotacdo TEPT foi criada. Dessa forma, ocorreu uma evolucao nos critérios diagnosticos do
TEPT, assim como, atualmente, hd& uma melhor compreensdo do papel de estressores
trauméaticos e das caracteristicas que os diferenciam de outros eventos estressantes
(SCHESTATSKY et al., 2003)

Sendo assim, as duas Ultimas décadas testemunharam uma transformacao fundamental
da compreenséo e conceptualizacdo das psicopatologias. Os disturbios psiquiatricos deixaram
de ser vistos como ndo relacionados a substratos neurobiolégicos e, nos dias atuais, entende-se
que esses distarbios apresentam alteracdes de componentes especificos dentro do sistema
nervoso central. Essa mudanca propiciou o estudo dos fundamentos bioldgicos dos processos
psicolégicos, gerando uma crescente compreensdo dos circuitos neurais, mecanismos celulares
e processos moleculares de vérias patologias psiquiatricas incluindo o TEPT (LIBERZON;
ABELSON, 2016). Atualmente, o TEPT é melhor compreendido; sabe-se quais sdo 0s sinais e
sintomas de um individuo com esse transtorno, e sabe-se também que esses sintomas se

desenvolveram em resposta a um estressor traumatico (CORVALAN; KLEIN, 2011).

2.2.2 Apresentacao clinica do TEPT

O Transtorno do Estresse Pos-traumatico (TEPT) é uma desordem psiquiatrica cronica
em que o individuo apresenta uma dificuldade persistente em processar eventos extremos com
risco de vida, como violéncia no combate, desastres naturais, acidentes de transito, agressoes,
doencas criticas, abuso sexual, entre outras (BERARDI et al., 2012; LEE et al., 2019; PATEL
etal., 2016).

O TEPT se caracteriza por exposicao ao trauma; por reexperimentar o evento traumatico
por meio de lembrancas persistentes e/ou pesadelos traumaticos (intrusdo); por tentar evitar
lembrangas do evento que é um esforco do individuo para evitar pensamentos, sentimentos,
atividades ou pessoas relacionadas ao trauma; por embotamento, que representa uma

diminuicdo do interesse em realizar suas atividades diarias, um sentimento de alhneamento e um
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espectro restrito de afeto; por excitabilidade aumentada que se caracteriza pela presenca de
insOnia, irritabilidade, dificuldades de concentragéo, hipervigilancia e respostas de sobressalto
exageradas. O individuo também pode apresentar alteracdes negativas na cognicao e no humor
(COLVONEN et al., 2019; LEE et al., 2019; PATEL et al., 2016).

Desse modo, o0 Manual Diagnostico e Estatistico de Transtornos Mentais (DSM-5)
estabelece que o Transtorno do Estresse Pds-traumatico (TEPT) € um “transtorno relacionado
ao trauma e ao estressor” e € identificado através de 8 critérios diagndsticos: a) presenca de um
estressor; b) sintomas de intrusdo; c) A pessoa tenta evitar estimulos que sejam relacionados
com o trauma; d) Presenca de alteraches negativas na cognicdo e humor; e) Presenca de
alteracdes na reatividade e excitagéo; ) os sintomas devem durar pelo menos um més; g) deve
apresentar significancia funcional ( ou seja, prejuizos nas rela¢fes sociais e/ou nas atividades
laborais) e h) deve se excluir outras possiveis causas para a sintomatologia.

A depresséo e a ansiedade sdo conceituadas como subcomponentes da psicopatologia
do TEPT, sendo essas comorbidades muito comuns em pessoas com a doencga, 0 que torna esse
transtorno psiquiatrico ainda mais incapacitante. (PENG et al., 2013). O TEPT, por si s0, € uma
doenca debilitante; esta associada a ideacdo suicida, comportamentos de autoagressdo e
tentativas de suicidio. No entanto, quando o individuo, além do TEPT, apresenta depressdo, o
risco de comportamentos suicidas é mais elevado (LEE et al.,2014).

O TEPT ¢é uma doenca, altamente, complexa e pode ser dificil de diagnosticar devido a
presenca de comorbidades, como o transtorno depressivo maior. Aproximadamente 50 % dos
veteranos de guerra com TEPT, também, foram diagnosticados com depressdo; e, tais
individuos com as duas doencas podem apresentar sintomas mais graves e cronicos, além de
piores resultados de tratamento em comparacdo com aqueles que apresentam qualquer um dos
dois transtornos, isoladamente (HURLOCKER et al., 2018).

Os individuos com TEPT apresentam alta taxa de incapacidade, o que inclui: aumento
da probabilidade de desemprego; deficiéncia na saude fisica; altas taxas de utilizacdo de
servigos de saude; reducdo da qualidade de vida. Desse modo, quando o TEPT esté associado
a depressdo essa taxa de incapacidade é ainda maior, gerando, assim, maiores prejuizos para a
sociedade em geral (RONCONI et al.,2015).

Além disso, os individuos com TEPT podem apresentar diminui¢cdo da memdria ndo
associada ao trauma, que foram demonstrados por estudos clinicos e em animais (SOLANKI et
al., 2015).

Os pacientes com TEPT exibem déficits cognitivos significativos o que inclui prejuizo

na memoria declarativa e de trabalho, alem de deficiéncias na atencdo e concentracdo. Como
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hipéGtese da relacdo entre déficits cognitivos e TEPT tem-se que as memorias desagradaveis
interferem, temporariamente, na capacidade de processar novas memorias ou informagdes
(LEE et al., 2018).

O TEPT pode ocorrer em qualquer momento da vida de um individuo e a presenca dessa
doencga pode ser extremamente preocupante devido a toda sua sintomatologia e comorbidades.
Contudo, quando esse transtorno afeta a mulher durante a gestacéo, ele pode ser muito mais
prejudicial do que se imagina, tendo caracteristicas Unicas quando contrastados com o TEPT

que ocorre na idade adulta e em outro contexto (VIGNATO et al., 2017).

2.3 TEPT E GESTACAO

O TEPT perinatal pode ser conceituado pela ocorréncia de uma situacdo traumatica
vivenciada pela mae, em qualquer momento antes da concepcao e até 6 meses ap0s 0 parto,
levando a sintomas negativos - intrusao, evitacdo, alteragdes negativas no humor e cognicéo, e
alteracdes na excitacdo e reatividade, com duracdo superior a um més.

Diversas situacdes podem ser traumaticas para determinada pessoa, como violéncia,
desastres natural, acidentes, dificuldades financeiras entre outras. No entanto, uma gestante,
além de estar exposta a essas situacdes, ela pode ter vivenciado algum trauma que seja inerente
a gravidez por exemplo, experiéncias antigas ou recente de parto traumatico, aborto espontaneo
anterior, parto prematuro tornando esse momento ainda mais dificil para essas mulheres
DIKMEN-YILDIZ; AYERS; PHILLIPS, 2018; VIGNATO et al., 2017)

H& uma ampla variacdo na prevaléncia de TEPT gestacional (variando de 0 a 35%), e
isso pode estar relacionado a diversos fatores tais como, diferencas de amostragem, forma de
medicdo, contexto cultural, pais de origem (YILDIZ; AYERS; PHILLIPS, 2016). No Brasil, 0
estudo, conduzido por Farias e colaboradores (2013), identificou uma prevaléncia de 1,7%. Ja,
no estudo de Ferri e colaboradores (2007), a prevaléncia foi de 9,8%. No entanto, esses estudos
sdo antigos, sendo necessario uma avaliagdo mais atual para saber a real situacéo do pais frente
a esse transtorno nessa parcela da populacéo.

A presenca do TEPT durante a gestacdo pode trazer consigo dificuldades adicionais,
como complicagdes na gestacéo e/ou parto; por exemplo, gravidez ectdpica, aborto espontaneo,
trabalho de parto prematuro, reducéo do crescimento fetal, baixo peso ao nascer, cuidados pré-
natais inadequados, diminui¢cdo do apego materno-infantil, falta de amamentacdo (COOK et
al.,2018; MUZIK et al., 2016; VIGNATO et al., 2017). A presenca das comorbidades como
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ansiedade e depressao, também, podem aumentar as chances de ocorréncia desses problemas
(COOK et al.,2018).

Certamente que todos 0s prejuizos, citados anteriormente, que sao causados pelo TEPT,
também, estardo presentes nas gestantes com a doenca; no entanto, as psicopatologias,
ansiedade e depressdo, e 0s prejuizos cognitivos se estendem também aos descendentes,
podendo ocorrer em fase precoce da vida, infancia e adolescéncia, ou na fase adulta
(CHAPMAN et al., 2004; DUNN et al, 2013; HUGHES et al., 2017; KESSLER et al., 2010).

2.4 ESTRESSE GESTACIONAL E TRANSTORNOS PSIQUIATRICOS PARA A PROLE

Atualmente, ja é bem conhecido que os descendentes de maes com o transtorno de
estresse pos-traumatico apresentam um risco maior de psicopatologias, quando comparadas
aquelas de maes sem a doenca. Essas psicopatologias incluem ansiedade generalizada,
depressdo, transtornos alimentares, Transtorno de Déficit de Atencdo e Hiperatividade
(TDAH), autismo, esquizofrenia. Assim sendo, as evidéncias decorrentes de estudos
observacionais em humanos tém demonstrado uma associac¢do significativa entre varios tipos
de percepcao de sofrimento materno ao risco de transtornos psiquiatricos nos descendentes (
SCHEPANSKI et al., 2018).

Em uma extensa revisdo sistematica de todos os estudos publicados em humanos
realizados entre 2010 e 2017, a qual inclui estudos longitudinais, epidemiolédgicos prospectivos
ou observacionais clinicos, foi concluido que o sofrimento materno em diferentes fases da
gestacéo prediz problemas comportamentais para os filhos de ambos os sexos, como, ansiedade,
depresséo, problemas de conduta dentre outros (MONK et al., 2019).

Para melhor compreender essa relacdo, entre estresse e psicopatologias e seus
mecanismos, varios estudos em animais tém replicado as ocorréncias desses transtornos em
humanos. Por exemplo, em um estudo com ratas prenhas expuseram-nas ao protocolo de
estresse variavel a partir do 14° DG (dia de gestacdo) até o parto, estresse por contencdo durante
1 hora, exposi¢do a um ambiente frio 4°C por 6 horas, privacdo de alimento durante a noite,
natacdo forcada em &gua a temperatura ambiente por 15 minutos, reverséo do ciclo claro-escuro
e estresse social induzido por superpopulacédo; apresentaram elevacdes nos niveis plasmaticos
de corticosterona. E sua prole quando exposta ao estresse agudo, exibiu também um aumento
de corticosterona plasmatica quando comparado ao controle. Além disso, nesse mesmo estudo,
a prole de ratas, que foram submetidas ao estresse varidvel, apresentou comportamentos
semelhantes a ansiedade na idade adulta (WILSON; TERRY JUNIOR, 2012).
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Um outro estudo realizado em ratos, conduzido por Soares-Cunha e colaboradores
(2018), avaliou as consequéncias do estresse leve pré-natal (contencdo ou luz aversiva ou ruido,
trés vezes na semana durante os dias gestacionais de 3-20 e de forma aleatdria) na progénie de
ambos 0s sexos aos dois meses de idade em relagdo ao comportamento tipo ansioso, depressivo,
impulsivo e de recompensa, e conseguiu demonstrar essa relagdo de estresse com ansiedade e
depressdo para ambos 0s sexos.

Além de todos esses prejuizos citados, 0 estresse gestacional pode apresentar muitos
efeitos na cognicdo da prole, os quais dependem de sua intensidade, origem, duracdo e
magnitude (YARIBEYGI et al., 2017).

2.5 ESTRESSE GESTACIONAL E CONSEQUENCIAS NA COGNICAO PARA A PROLE

A presenca de desafios (estressores) no periodo perinatal, sejam experiéncias de estresse
ou até mesmo infecgdes, tem sido relacionada a um comprometimento do desenvolvimento
cognitivo, baixo desempenho intelectual, assim como desordens de neurodesenvolvimento para
os filhos em uma fase mais tarde na vida (SCHEPANSKI et al., 2018 ;YARIBEYGI et al.,
2017).

Levantamentos epidemioldgicos e estudos em animais tém demonstrado a relagdo entre
0 estresse materno e as consequéncias cognitivas para a prole. Dessa forma, ha evidéncias as
quais demonstram que 0 estresse perinatal pode ocasionar prejuizo na aprendizagem e na
memoria ( LI et al.,2012; SHANG et al., 2019).

Estudos em humanos identificaram que as piores notas escolares aos seis anos de idade
podem estar associadas ao estresse na gestacdo (NIEDERHOFER; REITER, 2004). O estudo
de Laplante e colaboradores (2008) relacionou a exposic¢ao de gestantes a um desastre natural,
gue resultou em 40 dias sem energia elétrica, a piores resultados de habilidades intelectual e
linguistica de seus filhos aos cinco anos de idade.

Um estudo em animais, conduzido por Modir et al, (2014) avaliou o efeito do estresse -
utilizou um modelo heterogéneo, no qual uma mesma rata foi exposta a varios agentes
estressores, quando aplicado em trés periodos distintos: antes da gestagdo; em sua primeira
metade e na segunda metade da gestacédo. Os resultados mostraram que os descendentes machos
adultos apresentaram prejuizos tanto no processo de aprendizagem quanto na memoria, quando
0 estresse foi aplicado antes da gestagdo e em sua primeira metade.

J& outro estudo submeteu ratas entre 0 11-20° dia de gestacdo ao estresse de contengdo

trés vezes ao dia e, posteriormente, foi avaliada a memoria espacial nos descendentes machos


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Schepanski%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30319639
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2795128/#R78
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e fémeas, e foi concluido que apenas a prole fémea apresentou comprometimento da memoria
espacial (SU et al., 2019).

O processo cognitivo é complexo e envolve varias regides do cérebro tais como,
amigdala, cértex e hipocampo. Estudos anteriores, 0s quais avaliaram o estresse pré-natal e suas
consequéncias na prole, descobriram uma perda neuronal, acimulo de glutamato no
hipocampo, e producéo excessiva de Espécies Reativas de Oxigénio Intracelular (ROS) em
neurdnios piramidais do hipocampo associados aos prejuizos, na aprendizagem e memoria de
ratos juvenis (JIA et al., 2016).

Diversos fatores sdo importantes para formacdo de memdrias, e a neurogénese esta,
intimamente, relacionada com a funcdo do hipocampo, incluindo aprendizado e memodria,
regulacdo da ansiedade dentre outros (GULYAEVA, 2018).

2.6 COGNICAO, NEUROPLASTICIDADE E NEUROGENESE HIPOCAMPAL

O processo de cognicdo abrange aprendizagem, memoria, percepc¢do, atencao,
vigilancia, raciocinio e tomada de deciséo; sendo o hipocampo essencial para todo esse processo
(MELO et al., 2017; YARIBEYGI et al., 2017).

O hipocampo é uma estrutura limbica do cérebro que possui diversas fungdes garantindo
o0 papel integrador do cérebro na sobrevivéncia, desenvolvimento e bem-estar do organismo
(GULYAEVA, 2018). As fun¢des do hipocampo incluem processamento espacial e contextual,
memoria e processamento emocional, além dessas fungdes o hipocampo influencia a ativacdo
de neurbnios do cortex pré-frontal, que, por sua vez, atua em numerosas funcdes cognitivas:
memoria operacional, processamento temporal, tomada de decisdo, comportamento orientado,
entre outras (GODSIL et al., 2013).

De acordo com MecEwen et al., (2016) ““o hipocampo forneceu a porta de entrada para
muito do que aprendemos sobre estresse e estrutura cerebral e plasticidade funcional”. O
hipocampo mostra uma extensa plasticidade em resposta ao estresse sugerindo um papel critico
desta regido cerebral no TEPT.

A neuroplasticidade é definida como a capacidade dos neurdnios transformarem sua
fungéo e forma em relagdo ao meio externo. Existem diversas formas de neuroplasticidade
como, a neuroplasticidade dendritica, sinaptica, estrutural, entre outras. Em relacdo a formacéo
de memodrias, a plasticidade sinaptica e estrutural sdo essenciais para esse processo. Por sua
vez, a plasticidade sinéptica refere-se as mudancas na atividade sinaptica em resposta ao uso e

desuso. A Potenciacdo de Longo Prazo (LTP) € a principal forma de plasticidade sinaptica e é
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considerada um mecanismo celular para a formagdo da memoéria (LEAL;BRAMHAM,;
DURARTE,2017).

Ja a plasticidade estrutural é a capacidade de moldar-se a nivel de sua estrutura; como
exemplo, temos a neurogénese que consiste na formacéo de novas células granulares, na regido
do giro denteado do hipocampo; ocorre durante toda a vida e reduz, consideravelmente, com a
idade. A neurogénese desempenha um papel fundamental na preservagéo da funcao cognitiva,
na ansiedade e regulacdo do estresse e no comportamento social. Fatores intrinsecos,
envelhecimento, e extrinsecos, dieta rica em aclcar e gordura, alcoolismo e estresse, podem
afetar, negativamente, a neurogénese; ja a atividade fisica, alimentacdo rica em polifendis de
mirtilo, curcumina, resveratrol mostraram induzir a neurogénese adulta (COPE E GOULD,
2019; GULYAEVA, 2018; SCHOENFELD et al., 2019; POULOSE et al., 2017).

Estudos tém demonstrado que os animais com neurogénese alterada sdo mais propensos
a comportamento tipo ansioso/depressivo ap0s estresse agudo. Além disso, a neurogénese
reduzida pode estar relacionada com o desenvolvimento de doengas neurodegenerativas
(GULYAEVA, 2018; SCHOENFELD et al., 2019).

InvestigacBes cientificas identificaram que a reducdo de neurdnios gerados,
recentemente, prejudica o desempenho cognitivo de animais, em testes que sdo dependentes do
hipocampo, como: Reconhecimento de Objeto e Labirinto Aquéatico de Morris, além dos testes
de Condicionamento de Medo Contextual, Labirinto de Brago Radial, entre outros (COPE E
GOULD, 2019).

Contudo, a cognicdo é, totalmente, dependente do processo de neurogénese hipocampal
e da plasticidade sinaptica; para tal ocorréncia destaca-se a importancia das proteinas cerebrais,
tais como, Fator Neutrofico Cerebral (BDNF), Doublecortin (DCX) e Sinaptofisina
(FOLTRAN; DIAZ, 2016; SAALTINK; VANZWET; XU et al., 2020).

2.7 BDNF, DCX E SINAPTOFISINA E SUA RELACAO COM A NEUROGENESE
HIPOCAMPAL E PLASTICIDADE SINAPTICA

O BDNF é pertencente a familia das neurotrofinas, foi descoberto ha mais de trinta anos,
e é sintetizado, inicialmente, como precursor (31-35 kDa) para, depois através do processo de
clivagem, formar o BDNF maduro (13,2-15,9 kDa).

Esse fator tem por fungdo promover o crescimento e sobrevivéncia de neurdnios
(neurogénese hipocampal) e, também, possui um papel critico na plasticidade sinaptica;

portanto, mas ndo surpreendentemente, é fundamental no processo de aprendizagem e memoria
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(FOLTRAN; DIAZ, 2016; LEAL;BRAMHAM; DURARTE,2017; OZBEYLI et al., 2019).
Alteragdes no gene do BDNF foram associadas a diversos transtornos neuropsiquiatricos
(NIKNAZAR et al., 2016). A potenciacdo de longo prazo (LTP) é um mecanismo para

formacéo de memoria e é dependente da proteina BDNF (conforme demonstrado na Figura 2).

Figura 2 - Regulacdo mediada por BDNF de sinapses excitat6rias durante o inicio da LTP.
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Fonte: Adaptado de LEAL;BRAMHAM; DUARTE (2017, p.158).

Nota: O BDNF é secretado em resposta a atividade e pode ativar receptores TrkB pré e pos-sinaptico. Em
regibes pré-sinapticas, o BDNF aumenta a exocitose de células contendo glutamato contidos nas
vesiculas sindpticas. Em regides pos-sinapticas, a sinalizacdo BDNF-TrkB induz a fosforilacdo de
receptores NMDA que aumentam as chances de abertura do canal ibnico. O BDNF também aumenta
a fosforilacdo e a inser¢do na membrana dos receptores AMPA. Durante o inicio da LTP, o influxo
de calcio via receptores NMDA ativa PKC e CaMKII que fosforilam varios substratos, incluindo
receptores AMPA para manter o aumento da eficécia sinaptica.

O DCX é uma proteina do citoesqueleto (40kDa) e funciona como um marcador de
migracdo neuronal essencial para 0s processos iniciais de dispersdo neuronal e laminagéo do
cortex durante o desenvolvimento do cortex cerebral. A expressdo de DCX é especifica para
neurdnios gerados recentemente, sendo portanto, um bom marcador para células progenitoras
imaturas na neurogénese do cérebro adulto (AYANLAJA et al., 2017; KIM et al., 2009).

A sinaptofisina € uma proteina transmembrana integral (38 kDa), presente nas vesiculas
sinapticas, e estd envolvida em diferentes etapas da biogénese sinaptica. Essa proteina é
considerada um marcador indireto de densidade sinaptica que regula a funcdo das vesiculas
sinapticas e a liberacdo de neurotransmissores (GUDI et al., 2017; MILNER; MCEWEN,;
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WATERS, 2014). Outras proteinas como sinaptobrevina Il também estdo presentes na vesicula
sinaptica e possuem um papel fundamental na fusdo das vesiculas (KOKOTOS et al.,2019). O
aumento de sinaptofisina tem sido correlacionado, positivamente, com um melhor desempenho
da memoria (XU et al.,2019).
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3 JUSTIFICATIVA

Como ja& mencionado, o TEPT gestacional causa consequéncias consideraveis a
pacientes que apresentam a doenca, e, também, a seus descendentes.

A avalicdo dos prejuizos cognitivos nos descendentes na fase pré-pUbere € de
fundamental importancia, visto que, essa é uma fase extremamente essencial na aprendizagem
escolar.

Outro fator relevante é a prevaléncia de TEPT gestacional no Brasil, que de acordo com
0 estudo Ferri et al. (2007) teve taxa de 9,8%. Dessa forma, a prevaléncia do TEPT durante a
gestacdo no Brasil é substancial, e esses valores podem ser, ainda, mais elevados se considerada
a nossa realidade atual.

Além disso, o TEPT pode ser uma consequéncia comum de grandes desastres, catastrofe
natural, pandemias, etc. Na atualidade, frente a pandemia do Coronavirus (COVID-19) que
assim como outras pandemias, as quais ocorreram no passado, podem contribuir para o
desenvolvimento do TEPT e, desse modo, aumentar a prevaléncia desse transtorno psicologico
(DUTHEIL; MONDILLON; NAVEL, 2020). A propria doenga assim como a quarentena
forcada podem ser responsaveis pela presenca de transtornos psiquiatricos como ansiedade,
depressdo e TEPT (DUBEY et al.,2020).

Diante do exposto, este estudo prop&e avaliar em ratos (machos e fémeas) na idade pré-
pubere 0s prejuizos cognitivos que foram gerados pelo TEPT gestacional e posteriormente

avaliar possiveis alteracdes neurogénicas.
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4 OBJETIVOS
4.1 OBJETIVO GERAL

Investigar os possiveis prejuizos na cognicdo da prole decorrentes do TEPT gestacional

e associa-los as possiveis alteragdes neurogénicas.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Parametros das progenitoras:

I) Investigar o ganho de peso (gestante e lactante);

I1) Investigar a retencdo da memoria ao trauma no processo de reexposicao ao trauma (lactante);
I11) Investigar os parametros de cuidados maternais e ndo maternais com a prole (lactante);

IV) Investigar a atividade locomotora/exploratéria e 0 comportamento tipo ansioso (lactante);

Parametros da prole (fémea e macho):

I) Investigar o ganho de peso da ninhada - antes do desmame, e dos filhotes no pds-desmame;
I1) Investigar o desenvolvimento fisico e reflexo;

[11) Investigar a atividade locomotora e exploratoria;

IV) Investigar os possiveis déficits de memdria reconhecimento de Objetos (memoria de curto

prazo e memoria de longo prazo );

V) Investigar os possiveis déficits de aprendizado e de memoria espacial;
V1) Investigar e quantificar a expressdo das proteinas BDNF, DCX e sinaptofisina e

correlacionar os resultados com as possiveis alteracbes comportamentais.
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5 MATERIAL E METODOS

A seguir serdo apresentados o material e métodos.

5.1 ANIMAIS

Para desenvolvimento deste trabalho, foram utilizadas 20 ratas Wistar e dez ratos Wistar
adultos (250-280 gramas) obtidos do Biotério Central da Universidade Federal de Alfenas. Os
animais passaram por um periodo de ambientacdo de sete dias, nos quais foram agrupados em
caixas de polipropileno adequadas a sua manutencao, que abrigaram um total de quatro animais
por caixa.

Esses animais permaneceram em ambiente com temperatura controlada (22 £ 2 °C) e
ciclo claro-escuro de 12 horas, sendo as luzes acesas as 7:00 horas e desligadas as 19:00. Os
procedimentos experimentais, também, foram realizados a uma temperatura controlada (23 +
1°C) e os animais receberam agua e racdo comercial ad libitum durante todo periodo
experimental.

Todos os procedimentos experimentais seguiram os Principios Eticos em Pesquisa
Animal, adotados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal de
Alfenas (protocolo 50/2018).

5.2 GRUPOS EXPERIMENTAIS

O trabalho de pesquisa esta investigando os mecanismos neurogénicos associados aos
déficits no aprendizado e memoria decorrentes do TEPT gestacional.

Assim, foram colocadas para acasalamento 24 ratas, sendo que 0s grupos de
progenitoras foram:

- Progenitoras controle (n = 10);

- Progenitoras com TEPT (n = 14).

E os filhotes seguem nos seguintes grupos:

- 40 filhotes machos provenientes de progenitoras controle;

- 40 filhotes fémeas provenientes de progenitoras controle;

- 40 filhotes machos provenientes de progenitoras com TEPT,;

- 40 filhotes fémeas provenientes de progenitoras com TEPT.
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5.3 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

O delineamento experimental para as ratas progenitoras esta indicado na figura 3 e
demonstra a sequéncia temporal de todos os procedimentos realizados nesses animais.

As ratas (n = 14 por grupo) foram submetidas ou ndo a indugéo do TEPT no dia gestacional
10 (DG 10), e foram reexpostas a caixa de choque para avaliacdo da retencdo da memoria relacionada
ao trauma no segundo dia pos-parto (DPP2). O ganho de peso das progenitoras foi registrado durante
a gestacdo e a lactacdo, e das ninhadas durante a lactacédo a cada 3 dias. O comportamento materno
foi registrado nos DPP2-9, e a avaliacdo da atividade locomotora/exploratéria e parametros
relacionados a ansiedade das progenitoras foram avaliados no teste de campo aberto no DPP6.

Figura 3 - Representacdo temporal dos testes realizados nas ratas com/ou sem inducdo do Transtorno do

Estresse Pos-traumatico
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Fonte: Da autora

Para os procedimentos experimentais envolvendo os filhotes, foram utilizados um
macho e uma fémea de cada ninhada (n = 10 por grupo), tais como seguem abaixo:

F1 e M1: desenvolvimento fisico e reflexo;

F2 e M2: teste de campo aberto e reconhecimento de objetos;

F3 e M3: labirinto aquatico de Morris.

O delineamento experimental para a prole esta indicado na figura 4. O nascimento foi
considerado como dia pés-parto 0 ( DPPO) e foram realizadas as seguintes avaliages:
padronizacdo da ninhada em 8 filhotes (4 machos e 4 fémeas); pesagem a cada 3 dias (a partir

do DPP1); avaliacdo do desenvolvimento fisico e de reflexos, no DPP 28-32, o teste de Campo



37

Aberto; teste Reconhecimento de Objetos e Labirinto Aquatico de Morris. Enfatiza-se que para

cada teste utilizamos animais diferentes.

Figura 4 - Representagdo temporal dos testes realizados na prole de ratas com/ou sem indugéo do transtorno
do estresse pos-traumatico.
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Fonte: Da autora

Ap06s o término dos testes comportamentais, 0s animais que concluiram o teste de
reconhecimento de objetos foram submetidos a eutanasia por excesso de anestésico inalatorio
isoflurano (isoflurano 100%, 1ml/ml) e, em seguida, estruturas encefalicas (hipocampo) foram
dissecadas para procedimentos moleculares (Western Blotting). Os animais que sairam do teste
de Morris foram perfundidos, e o encéfalo coletado para procedimentos de imuno-histoquimica

posteriores.

5.3.1 Acasalamento e confirmacéo da prenhez

Duas ratas fémeas foram colocadas para acasalar com um rato macho feértil e
sexualmente ativo durante uma noite. Na manha do dia seguinte, o lavado vaginal foi coletado,
preparado e examinado ao microscopio para a presenca de espermatozoides. A presenca de
espermatozoides foi indicativa de prenhes, e esse dia foi indicado como dia zero da gestagéo.
As ratas prenhas foram alojadas em caixas, sendo trés ratas na mesma condicdo por caixa
(BATISTA et al.,2018).
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5.3.2 Inducéo do Transtorno do Estresse Pds-traumatico (TEPT)

Para inducdo do transtorno do estresse pos-traumatico foi seguido o protocolo de
Berardi et al., 2014. No DG9, as ratas prenhas foram colocadas, individualmente, na caixa de
choque por 10 minutos para habituacdo. No dia seguinte (DG10), as ratas foram colocadas na
caixa de choque, novamente, onde um grupo receberia 5 choques aleatérios inescapaveis de 0,8
mA e 2 segundos de duracdo, do 2° até o 5° minuto, sendo que permaneceriam mais um minuto
sem receber o choque (total de 6 minutos de permanéncia na caixa).

O grupo controle permaneceu na caixa por 6 minutos, porém, sem receber 0s choques.
Ao final desse procedimento, todos os animais foram isolados em caixas individuais e sendo
reexpostos a caixa no DPP2, onde foi avaliado o comportamento de congelamento das ratas
durante o periodo de 10 minutos. A fotografia 1 mostra uma rata em congelamento apds
reexposicao a situacao traumatica.

Fotografia 1 - Reexposi¢do da rata a caixa de choque no DPP2.

Fonte: Da autora

5.3.3 Padronizac¢éo da ninhada

No primeiro dia p6s-parto, todos os filhotes foram avaliados quanto ao sexo, peso e
sobrevivéncia. Todas as ninhadas foram padronizadas em quatro fémeas e quatro machos. A

fotografia 2 mostra quatro fémeas a esquerda e quatro machos a direita (DPP 1).
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Fotografia 2 - Padronizagdo das ninhadas em 4 fémeas
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Fonte: Da autora

5.3.4 Acompanhamento do ganho de peso das progenitoras e dos filhotes

O ganho de peso das progenitoras foi registrado a cada trés dias no periodo gestacional
e de lactacdo. O peso da ninhada também foi registrado a cada trés dias, durante todo o periodo

de lactagdo. Apds o desmame, os filhotes foram pesados a cada trés dias até o dia de cada teste.

5.3.5 Avaliacdo dos cuidados maternos

Os cuidados maternos foram registrados do DPP2 ao DPP8. Para essa avaliacao
especifica, as ratas foram colocadas em gaiolas transparentes. O comportamento materno foi
observado de 3 em 3 minutos no periodo da manha das 7:30 ate as 9:00 e no periodo da tarde,
das 15:30 as 17:00, somando 30 observacGes por periodo e um total final de 60 observacbes
por dia (Vilela et al., 2017). Foram observados e registrados a cada momento 0s seguintes
parametros: posicéo de cifose (arqueada), posicdo sobre a ninhada, posicéo passiva (deitada e
regido ventral para cima ou de lado, na presenca de seus filhotes encaixados em suas tetas),
lambida nos filhotes, construindo o ninho, autolimpeza das mamas e fora do ninho. A fotografia
3 mostra 0s comportamentos maternais e ndo maternais durante o periodo de avaliacdo dos
cuidados maternos (DPP2-8).
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Fotografia 3 — Observacdo do comportamento das médes. Comportamento ndo maternal em (A) sem
filhotes ndo explorando; (B) Filhotes em ninhada sozinhos; Comportamentos
maternais em (C) posicao de cifose; (D) Posicdo passiva; (E) Lambendo os filhotes.

Fonte: Da autora

5.3.6 Teste de Campo Aberto com as progenitoras

O teste do Campo Aberto consiste em uma arena circular de acrilico, com diametro de
60 cm e paredes com 50 cm de altura. O teste foi realizado com as progenitoras no DPP6. Cada
rata foi colocada no centro da arena e a sua atividade exploratéria foi filmada por dez minutos.
O software Ethovision XT versdo 9.0 foi utilizado para analise automatica dos parametros:
distancia percorrida no centro e na periferia e tempo de imobilidade. Apos o teste com cada

animal, o aparato foi limpo com alcool 5% (RIBEIRO et al., 2020).

5.3.7 Desenvolvimento fisico e de reflexos dos filhotes

Para a avaliacdo do desenvolvimento fisico dos animais foram observados os dias de
ocorréncia dos seguintes parametros: desdobramento das orelhas, abertura dos olhos, erupcao
dos dentes incisivos e nascimento de pelos. Essas observagdes foram realizadas, diretamente,
em cada filhote, um macho e uma fémea de cada ninhada, durante a lactacéo. Para avaliagdo do

desenvolvimento dos reflexos, os animais foram observados durante a lactacdo quanto ao dia
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de ocorréncia: do reflexo de preenséo palmar, do reflexo de endireitamento de postura, do
reflexo de geotaxia negativa e do dia de andar adulto (VERONESI et al., 2017).

Os testes foram avaliados a partir do DPP2 em todos os filhotes, para a preensao palmar,
um clipe aberto foi posicionado de leve na pata de cada filhote e foi indicativo de presenca do
reflexo, a acdo de fechar a pata segurando o clipe. Para o reflexo de endireitamento de postura,
os filhotes foram posicionados com a regido ventral para cima, o animal que retornasse com a
posicao ventral para baixo em 30 segundos foi considerado como capaz de realizar o reflexo.
A geotaxia negativa foi avaliada colocando o animal em um plano inclinado a 45°C , com a sua
cabeca virada para baixo, o animal conseguisse mudar de posi¢cdo com a cabega para cima em
30 segundos foi considerado que o reflexo estava presente. O dia de andar adulto foi
considerado quando o animal conseguisse andar com as quatro patas sem se rastejar.

A fotografia 4 mostra os filhotes no DPP3, na qual se pode observar que a fémea
(esquerda) ndo apresentou desdobramento das orelhas e o macho (direita) apresentou o
desdobramento. A fotografia 5 mostra o desenvolvimento fisico (aparecimento dos incisivos
inferiores e presenca de pelos) e a fotografia 6 mostra a presenca do reflexo de geotaxia

negativa.

Fotografia 4- Filhotes no DPP 3. Fémea a esquerda e macho a direita.



Fonte: Da autora

Fotografia 5 — Avaliacdo do desenvolvimento fisico.

A B

Fonte: Da autora

Legenda: A) Aparecimento dos incisivos inferiores
B) Presenca dos pelos.

42
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Fotografia 6 - Teste de geotaxia negativa.
A B

B) Filhote com reflexo de geotaxia negativa

5.3.8 Teste de Campo Aberto dos filhotes

O teste de Campo Aberto foi realizado conforme descrito no item 4.3.5. No entanto, foi
utilizado o aparato quadrado (60 X 60 X 60 cm) (RIBEIRO et al., 2020).

5.3.9 Teste de Reconhecimento de Objetos dos filhotes

O teste de Reconhecimento de Objetos avalia a habilidade do roedor em reconhecer um
objeto, previamente, explorado na presenca de um novo objeto ndo conhecido. Dois dias antes
do teste, os animais foram expostos a caixa teste (10 minutos) para a habituacéo, com o objetivo
de garantir que os animais passassem quantidade suficiente de tempo explorando os objetos e
ndo o ambiente. O teste foi realizado no PND28-32 em uma arena quadrada (60 cm x 60 cm)
com o ch&o coberto com maravalha.

No dia do teste, os animais foram apresentados a dois objetos idénticos (A e B) durante
10 minutos (treinamento), 2 horas apos, o objeto de treinamento B foi substituido por um novo
objeto C (objeto novo) e 24 horas ap0s, 0 objeto C foi substituido por um novo objeto D (objeto

novo). Todos os objetos apresentaram texturas e tamanhos semelhantes, mas, formas e cores
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distintas. Os filhotes foram colocados, individualmente, na arena e seu comportamento foi
filmado por 10 minutos para andlise subsequente.

A exploracéo foi definida quando o animal cheirou ou tocou o objeto com o focinho. O
tempo gasto pelo animal explorando os dois objetos (objeto familiar ou novo) foi registrado
como uma medida de exploracéo de objetos. Um indice de reconhecimento (RI) foi calculado
para cada animal e foi expresso pela razdo: Rl = TN / (TF + TN), TF = tempo gasto explorando
0 objeto familiar (objeto A ou B); TN = tempo gasto explorando o novo objeto em 2h (objeto
C) e 24h (objeto D). Entre os testes, 0s objetos e a arena foram, devidamente, limpos com alcool
5% (BATISTA et al., 2017). A fotografia 7 mostra um animal no teste de Reconhecimento de
Objetos, transcorridas 2 horas apds a familiarizacdo ou treinamento.

Fotografia 7- Teste de Reconhecimento de Objetos (meméria de 2 horas)

Fonte: Da autora

5.3.10 Labirinto Aquético de Morris dos filhotes

Esse teste foi utilizado para avaliar o processo de aprendizagem e memoria espacial.
Para a realizagdo do teste, foi utilizado um tanque circular, de cor azul, com as dimensdes de
90 centimetros de diametro e 50 centimetros de altura, com uma plataforma de acrilico
transparente de 35 centimetros de altura, com uma plataforma superior circular de 13
centimetros de diametro. O tanque foi preenchido com &gua até que a plataforma se encontre
submersa dois centimetros abaixo da linha d’agua. Para a completa invisibilidade da plataforma,
foram utilizados 15 gramas de corante alimenticio azul, de maneira que a agua adquirisse a

mesma coloracdo do tanque.
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O animal passou por uma etapa de treinamento durante cinco dias. O treinamento
consistia em quatro ensaios diarios, com tempo maximo de 120 segundos cada, e intervalo de
60 segundos entre um ensaio e outro. Quando o tempo maximo do ensaio era atingido, sem que
0 animal encontrasse a plataforma, ele era guiado até ela. O tempo de permanéncia na
plataforma foi de 15 segundos e o tempo de laténcia despendido por cada animal para alcancar
a plataforma em cada ensaio, nos cinco dias da etapa de treinos, foi registrado.

O teste foi conduzido 24 horas, ap0s o Ultimo treino, e consiste em um Unico ensaio,
com duracdo de 120 segundos, sem a presenca da plataforma no tanque. A analise foi realizada
automaticamente pelo software Ethovision® (Ethovision; Noldus Information Tecnology,
Leesburg, VA, EUA) e foram analisados os seguintes parametros: laténcia para alcancar a
plataforma durante os treinos, e laténcia para chegar ao quadrante alvo no dia do teste; a
distancia total percorrida pelo animal e o tempo de permanéncia no quadrante em que estava a
plataforma durante os treinos (BATINIC et al., 2016). A fotografia 8 mostra um animal na
plataforma de escape do Labirinto Aquéatico de Morris.

Fotografia 8 - Filhote em treinamento para o Labirinto Aquético de Morris.

Fonte: Da autora

5.3.11 Western Blotting

Ap0s o término do teste de Reconhecimento de Objetos, os animais foram eutanasiados,
o hipocampo foi dissecado e armazenado na camara fria com temperatura de -80°C ate

realizacdo do processo de Western Blotting. Antes de iniciar o processo de Western Blotting é
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necessario realizar o Bradford (que tem por objetivo garantir que a quantidade de proteinas
inseridas no processo de eletroforese em gel de poliacrilamida, seja igual para todas as
amostras). Para realizacdo desse processo as amostras foram homogeinizadas em tampdao de
lise com coquetel de inibidores de proteases (Sigma-Aldrich, St Louis, MO). Em seguida as
amostras foram centrifugadas (9200 rpm, 15 minutos, 4°C) e a concentracdo das proteinas no
sobrenadante foi quantificada pelo teste de Bradford.

As amostras acrescidas de tampéo de lise, juntamente, com Laemmli foram aquecidas a
100C° por 5 minutos, e levado a geladeira por 15 minutos. As amostras foram aplicadas no gel
de poliacrilamida 12 %, processo denominado de eletroforese em gel para separacdo das
proteinas por peso molecular. Em seguida, foi realizado a transferéncia do contedo do gel de
poliacrilamida para a membrana de nitrocelulose com um sistema electroforético semi-seco
(Bio-Rad, Hercules, CA). Para visualizacdo das proteinas, na membrana, foi acrescentado o
corante Ponceau (SIGMA®) e em seguida a membrana foi lavada com tamp&o fosfato-salino
(PBS) até a retirada total do corante. Posteriormente a membrana foi colocada em solucédo de
blogqueio (5% de leite desnatado em PBS 0,1 M contendo Tween 20 a 0,05%) durante 2 horas a
temperatura (21°C). Apos esse processo foi lavada com PBS até a retirada do leite e incubada
overnight, a 4 °C com determinado anticorpo primario (conforme a proteina avaliada: BDNF,
DCX ou sinaptofisina).

No dia seguinte, apds 3 lavagens em PBS, as membranas foram incubadas, durante 1
hora, a uma temperatura de 4 °C com anticorpo secundario especifico (apenas para a
sinaptofisina). Apos o periodo de incubacdo, a membrana foi lavada 3 vezes em PBS e, depois,
foi utilizado um kit de deteccdo comercial durante, aproximadamente, 1 a 2 minutos (kit de
deteccdo ECL, Bio-Rad, Hercules, CA). As imagens de analise foram capturadas por analisador
de imagem por quimioluminescéncia (Chemidoc, Bio-Rad, Hercules, CA). Posteriormente, as
membranas passaram pelo processo de stripping, seguido do blogueio em 5% de leite desnatado
em PBS, durante 2 horas. Apds o bloqueio, as membranas foram lavadas com PBS até a retirada
do leite, seguido da incubagéo overnight a 4 ° C, com anticorpo anti-actina (1:5000, Sigma
Aldrich 4700).

No dia seguinte, as membranas foram lavadas 3 vezes, em PBS 0,1 M, e as membranas
foram incubadas, por 1 hora, com o anticorpo secundario a 4°C (1:2000, Abcam-ab 6789). Apés
incubagédo, as membranas foram, novamente, lavadas, 3 vezes, em PBS 0,1 M. Em seguida, foi
utilizado o mesmo kit de detecgdo durante, aproximadamente, 1 a 2 minutos (kit de deteccéo
ECL, Bio-Rad, Hercules, CA). As imagens de analise foram capturadas por analisador de

imagem - quimioluminescéncia (Chemidoc, Bio-Rad, Hercules, CA) - e as intensidades das
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bandas foram quantificadas utilizando um software especifico da Bio-Rad. A intensidade de
cada banda foi expressa em relagdo a da B-actina e os dados foram expressos normalizados para
o controle (RIBEIRO et al., 2020).

6 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados obtidos foram analisados pelo software GraphPad verséo 8.0 e expressos
como média * desvio padrdo da média. Para comparacédo de dois fatores, foi utilizado a analise
de variancia two way ANOVA, seguida pelo pds-teste de Bonferroni e para comparacao entre
duas médias foi realizado o teste “t” de Student. No entanto, na avaliacéo dos fatores (sexo e
estresse) para os testes realizados nos filhotes ndo houve diferenca entre o sexo, portanto foi
optado em aplicar o teste “t” de Student e colocar os graficos separados em relacdo ao sexo.
Para testar as correlagdes entre concentracdo de proteinas cerebrais (BDNF, DCX e
Sinaptofisina) com o indice de reconhecimento de objetos foi utilizado teste de Pearson. Os

resultados com p<0.05 foram considerados, estatisticamente, significativos.

7 RESULTADOS

7.1. PROCEDIMENTOS E TESTES REALIZADOS NAS RATAS PROGENITORAS

7.1.1Tempo de congelamento

A Figura 5 mostra o tempo de congelamento dos grupos nao choque e choque (dia 2
pos-parto) quando colocados no aparato de choque (reexposicdo a situagdo traumatica). A
andlise, através do teste “t” de Student, mostrou um aumento do tempo de congelamento do
grupo choque em relagdo ao grupo ndo choque (p<0,0001).

Figura 5 — Efeitos do TEPT gestacional no tempo de congelamento ap0s reexposi¢do a caixa

indutora de choque das ratas progenitoras dos grupos ndo choque (n=10) e
choque (n=10).



48

o

=]

=)
|

— Mao chogue

mm Choque

400-

200+

=

Tempo de Congelamento (s)

Fonte: Da autora
Legenda: Os valores foram expressos como média £ SEM ***p<(,001 quando o grupo choque
(n&o choque) foi comparado com o grupo controle (teste “t” Student).

7.1.2 Avaliacao do ganho de peso durante o periodo gestacional e de lactacao

A Figura 6 (A) mostra o ganho de peso das ratas prenhas nos dias gestacional (0,3,6,9,12,15
e 18) e (B) o ganho de peso nos dias de lactacdo (4,7,10,13,16 e 19). A andlise, através da ANOVA
two-way, demonstrou que nao houve efeito no fator choque (F 1,108 = 0,6795, p= 0,412), houve efeito
no fator dia (F 5,108 = 450,8 p<0,001) e ndo ocorreu interacdo entre os dois fatores (F 5108 = 0,7364 p
=0,6795).

Figura 6 — Efeitos do TEPT gestacional no ganho de peso das ratas ndo choque (n=10) e choque (n=10).
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Fonte: Da autora

Legenda: Grafico A) Ganho de peso no periodo gestacional (DG 3-18)
Grafico B) Ganho de peso no periodo de lactagdo (DPP 4-19)

Os valores foram expressos como média + SEM (teste ANOVA two-way).

7.1.3 Comportamento materno

A Figura 7 (A) mostra o comportamento ndo materno total (%) e (B) revela o comportamento
materno total (%) das ratas do grupo ndo choque e choque. Foram realizadas um total de 60
observacdes diarias durante um periodo de 7 dias. A analise, através do teste “t” de Student, mostrou
que 0 grupo choque apresentou maior porcentagem de comportamento ndo maternal em relagdo ao
grupo ndo choque (p=0,0052). O grupo choque também obteve menor porcentagem de
comportamentos maternais em relacdo ao grupo néo choque (p=0,0146).

Figura 7 — Efeitos do TEPT gestacional no comportamento materno total das ratas progenitoras dos
grupos ndo choque (n=10) e choque (n=10).
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Fonte: Da autora
Legenda: Grafico A) Comportamento ndo maternal total (%)
Gréfico B) Comportamento maternal total (%)
Os valores foram expressos como média £ SEM *p< 0,05, **p<0,01 (teste “t "Student).

A Figura 8 mostra o comportamento das ratas junto a sua prole, sendo inclusos 0s
parametros maternais (autolimpeza maternal; lambedura dos filhotes; cifose ou posicéo
arqueada sobre os filhotes; posicdo passiva e constru¢cdo do ninho), e 0s parametros nao
maternais (sem os filhotes alimentando; sem os filhotes explorando; sem os filhotes ndo
explorando; autolimpeza ndo maternal). A figura revela a porcentagem de cada pardmetro em
especifico. Neste sentido, a analise, através do teste “t” de Student, apontou que o grupo choque
em relacdo ao grupo ndo choque apresentou: maior porcentagem de vezes sem os filhotes

explorando (p= 0,0065) e maior porcentagem de vezes sem os filhotes ndo explorando
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(p=0,0216). Em relagdo ao parametro maternal, cifose, o grupo choque apresentou menor
porcentagem de vezes nesta posicdo comparado ao grupo nédo choque (p=0,0171). As ratas do
grupo choque apresentaram aumento dos parametros ndo maternais e reducdo de um parametro
maternal em relacdo ao controle. Para os demais indicadores avaliados, o teste “t” de Student

n&o demonstrou diferencas entre os grupos analisados (p>0,05).

Figura 8 — Efeitos do TEPT gestacional no comportamento das lactantes para com a prole dos grupos
ndo choque (n=10) e choque (n=10).

50— - 50
1 N&ao choque

mm Chogue
40 - - 40

Comportamento ndao maternal (%)
(%) |eutajew ojuswelnodwosn

30 T - 30

20 I - 20

10 H - 10

0 l'li =1 | S rl' i I==Iil.[:.
o aF bbaq. o >

& r rY o
& .0 W@ A & = i &
g0 g B g A = e i
Ly (‘b a0 -B("\ S"\ Q‘P _6& & Qﬁ - {\\g o@ ‘{"o v .&a, 'é:& b to‘ o
& R g0 W o e FE e O L T B8
& @a*‘ TP © 8 Ve o o
@ ) ¥ L0
oy k3 3 i's
&

Fonte: Da autora
Legenda: (Esquerda) Comportamento ndo maternal especifico (%)
(Direita) Comportamento maternal especifico (%)
Nota: Os valores foram expressos como média + SEM **p<0,01 e *p< 0,05 (teste “t "Student).

7.1.4 Locomocéao e comportamento tipo ansioso no teste de Campo Aberto

A Figura 9 externa o comportamento das ratas no teste de Campo Aberto. Em (A), a distancia
total movida durante o teste, (B) distancia movida na periferia e no centro, e (C) o tempo que 0s
animais ficaram imdveis. A analise, através do teste “t” de Student, mostrou que o grupo choque
apresentou menor distancia percorrida no centro, em relagdo ao grupo ndo choque (p=0,0437). Ja a

distancia total percorrida e o tempo de imobilidade, ndo diferiram entre os grupos (p>0,05).



o1

Figura 9 — Efeitos do TEPT gestacional na locomo¢&o e comportamento tipo ansioso dos grupos nao

choque (n=10) e choque (n=10).
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Fonte: Da autora
Legenda: Grafico (A) distancia total percorrida (cm)
Gréfico (B) tempo de imobilidade (s)
Gréfico (C) distancia percorrida na periferia (cm)
Gréfico (D) distancia percorrida no centro (cm).
Os valores foram expressos como média = SEM *p< 0,05 (teste “t” Student).
Nota: (A) e (B) avaliam locomocéo e (C) e (D) avaliam o comportamento tipo ansioso.

7.2 TESTES E PROCEDIMENTOS REALIZADOS NA PROLE (FEMEA E MACHO)

7.2.1 Ninhadas no dia 1 e 2 pos-parto (DPP1-2)

A Figura 10 (A) mostra a avaliacdo da ninhada em relagéo a quantidade de animais
encontrados vivos e mortos no dia 1 pos-parto e, em (B), a soma de todos os filhotes que
morreram no dia 1 pds-parto e no dia 2 pos-parto. A avaliacdo foi marcada até o dia 2 pds-parto,

pois esse foi 0 periodo maximo para encontrar algum filhote morto.



52

A andlise, através do teste “t” de Student, revelou que o numero de filhotes vivos e
mortos ndo diferiram entre os grupos. A tabela 1 aponta o numero total de ratas que perderam
os filhotes, assim como as ratas que apresentaram atraso ou adiantamento do nascimento dos

filhotes.
Figura 10 - Efeitos do TEPT gestacional no nimero de filhotes vivos e mortos. Grupo ndo choque

(n=10) e grupo choque (n=14).
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Fonte: Da autora

Legenda: Gréafico (A) Numero de filhotes vivos e mortos no DPP1
Gréfico (B) Numero total de filhotes mortos até o DPP2

Os valores foram expressos como média £ SEM (teste “t” Student).

Tabela 1 - Prevaléncia de mées que perderam filhotes, atrasaram ou adiantaram o parto

Parametro Controle (ndo choque) Choque
N° de ratas que perderam filhotes 0 3 (21,4%)
N° de ratas que atrasaram” o parto 0 3(21,4%)
NO de ratas que adiantaram” o parto 0 1(7,1%)

Fonte: Da autora
Nota: controle (n=10) choque (n=14). Foi considerado o dia 22 da gesta¢éo para nascimento dos filhotes.

*dia 23 da gestacéo.
#dia 21 da gestacéo.

7.2.2 Ganho de peso da ninhada (DPP 4-19) e dos filhotes (p6s-desmame)

A Figura 11 mostra o ganho das ninhadas nos dias de lactagéo (4,7,10,13,16 e 19). A

analise, através do pos-teste Bonferroni’s, aponta que 0s grupos ndo diferiram entre si. A
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andlise, através da ANOVA two-way, indicou que ndo ocorreu efeito do fator choque (F 1,108 =
1,018, p= 0,3153), ocorreu efeito no fator dia (F 5,108 = 1275 p <0,001) e néo ocorreu interagéo
entre os dois fatores (F 5108 = 0,0561 p = 0,9979).

Figura 11 - Efeitos do TEPT gestacional no ganho de peso da ninhada no periodo de lactacdo.

Grupos de progenitoras ndo choque (n=10) e choque (n=10).
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Fonte: Da autora
Os valores foram expressos como média + SEM (teste ANOVA two-way seguido do pos-teste
Bonferroni).

A Figura 12 mostra o ganho de peso dos filhotes nos dias de lactacédo (24, 27 e 30), em
(A), fémeas, e, em (B), machos. A andlise, através do pos-teste Bonferroni’s, mostrou que, em
ambos 0s sexos, 0s grupos nao diferiram entre si. Para (A) fémea, a anélise, através da ANOVA
two-way, apontou que houve efeito no fator choque (F 1,174= 11,78, p=0,0007), houve efeito no
fator dia (F 2,174=759,9 p <0,0001) e ndo ocorreu interacao entre os dois fatores (F 2,174=0,0189,
p =0,9812). Para (B) machos, a analise, através da ANOVA two-way, revelou que houve efeito
no fator choque (F 1,174=3,954, p=0,0483), houve efeito no fator dia (F2,174=700,6, p<0,0001) e
ndo ocorreu interacdo entre os dois fatores (F2,1724 =0,2046, p=0,8152).
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Figura 12 - Efeitos do TEPT gestacional no ganho de peso dos filhotes no desmame (dia 22 pds-parto).

Grupos dos filhotes de mées ndo choque (n=30) e choque (n=30).
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Fonte: Da autora
Legenda: Grafico (A) fémea
Gréfico (B) macho
Nota: Os valores foram expressos como média £ SEM (teste ANOVA two-way seguido do pds-teste

Bonferroni).

7.2.3 Desenvolvimento fisico e reflexo dos filhotes

A Figura 13 mostra o desenvolvimento fisico (desdobramento das orelhas; erup¢do dos
incisivos inferiores e superiores; abertura dos olhos; aparecimento de pelos) e o
desenvolvimento do reflexo (preenséo palmar; endireitamento de postura; geotaxia negativa;
andar adulto) dos filhotes fémeas de mées ndo choque e choque. A analise, através do teste “t”

de Student, revelou que ambos os grupos nao diferiram entre si para todos os parametros

avaliados (p> 0,05).
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Figura 13 - Efeitos do TEPT gestacional no desenvolvimento fisico e reflexo dos filhotes. Grupo de filhotes

fémeas de mées ndo choque (n=10) e filhotes fémeas de mées choque (n=10).
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Fonte: Da autora
Nota: Os valores foram expressos como média + SEM p>0,05 quando o grupo choque é comparado
com o grupo controle (teste “t” Student).

A Figura 14 mostra o desenvolvimento fisico e o desenvolvimento reflexo dos filhotes
machos de maes ndo choque e choque. A analise, através do teste “t” de Student, indicou que 0
grupo choque apresentou maior tempo para realizacdo do reflexo de geotaxia negativa, em
relacdo ao grupo controle (p = 0,0384), e para 0s demais parametros, os grupos ndo diferiram

entre si (p>0,05).
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Figura 14 - Efeitos do TEPT gestacional no desenvolvimento fisico e reflexo dos filhotes machos. Grupo de

filhotes das progenitoras ndo choque (n=10) e choque (n=10).
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Fonte: Da autora
Nota: Os valores foram expressos como média + SEM *p<0,05, quando o grupo choque
é comparado com o grupo controle (teste “t” Student).

7.2.4 Locomocdao no teste de Campo Aberto

A Figura 15 mostra o comportamento dos filhotes fémeas no teste de Campo Aberto.
Em (A), a distancia total movida durante o teste. Em (B), o tempo que os animais ficaram
imoveis, ja (C), a distncia movida na periferia e no centro. A andlise, através do teste “t” de
Student, revelou que os grupos nao diferiram entre si em relacdo a distancia total percorrida

(p=0,2728), nem em relagdo ao tempo de imobilidade (p= 0,0705).
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Figura 15 - Efeitos do TEPT gestacional na locomocéo dos filhotes fémeas. Grupo de filhotes das progenitoras
n&o choque (h=10) e choque (n=10).
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Fonte: Da autora
Legenda: Grafico (A): distancia total percorrida (cm)
Gréfico (B): tempo de imobilidade (s)
Nota: Os valores foram expressos como média + SEM *p< 0,05 (teste “t” Student).

A Figura 16 mostra o comportamento dos filhotes machos no teste de Campo Aberto.
Em (A), a disténcia total movida durante o teste e, em (B), o tempo que 0s animais ficaram
imoveis. A andlise, através do teste “t” de Student, apontou que o grupo choque, comparado ao
grupo ndo choque, apresentou maior distancia total percorrida (p=0,0271) e menor tempo de
imobilidade (p=0,0123).
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Figura 16 - Efeitos do TEPT gestacional na locomocao dos filhotes machos. Grupos de filhotes das

progenitoras ndo choque (n=10) e choque (n=10)
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Fonte: Da autora
Legenda: Gréafico A) distancia total percorrida (cm)
Gréfico B) tempo de imobilidade (s)
Nota: Os valores foram expressos como média + SEM *p< 0,05 (teste “t” Student).

7.2.5 Memdria de Reconhecimento de objetos

Segue abaixo a tabela 2 com os resultados TWO-WAY ANOVA e de acordo com a
tabela pode-se observar que ndo houve diferencas para o fator sexo, encontramos, portanto,

diferencas importantes no fator tratamento.
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Tabela 2 - Resultados para os testes de meméria e quantificacdo de proteinas através da analise

TWO-WAY ANOVA.

Resultados TWO-WAY ANOVA

Reconhecimento de Objetos
IR (2 horas)

IR (24 horas)

Labirinto Aquatico de
Morris

Distancia percorrida

Laténcia

Tempo no quadrante alvo

Frequéncia no quadrante alvo

Western Blotting
BDNF

DCX

Sinaptofisina

Fonte: Da autora

Fator tratamento
F (1, 36) = 8,106
p=0,0072

F (1, 36) = 22,68
p<0,0001

F (1, 36) = 3,871
p=0,0569

F (1, 36) = 10,45
p=0,0026

F (1, 36) = 10,04
p=0,0031

F (1, 36) = 0,4890

p=0,4889

F (1, 18) = 1,007

p= 0,3290

F (1, 25) = 0,5980
p=0,4466

F (1,19) = 0,4901
p=0,4924

Fator sexo
F (1, 36) =6,018
p=0,0191

F (1, 36) = 2,667
p=0,1112

F (1, 36) = 0,03443
p=0,8538

F (1, 36) = 2,313
p=0,1370

F (1, 36) = 1,073
p=0,3072

F (1, 36) = 0,1010

p=0,7524

F (1, 18) = 0,09194

p=0,7652

F (1, 25) = 3,791
p=0,0628

F (1, 19) = 0,2796
p=0,6031

Interagdo — tratamento X sexo
F (1, 36) = 1,804; p=0,1877

F (1, 36) = 0,0026; p=0,9592

F (1, 36) = 0,1937; p=0,6625

F (1, 36) = 0,9036; p=0,3482

F (1, 36) = 0,9889; p=0,3267

F (1, 36) = 3,399; p=0,0735

F (1, 18) = 1,660; p=0,2140

F (1, 25) = 3,791; p=0,0628

F (1, 19) = 0,2796; p=0,6031

Nota: Para os testes de meméria grupo de filhotes provindos de mées choque (n=10) e provindos de maes ndo

choque (n=10) para fémeas e machos. Para Western Blotting BDNF: filhotes fémeas e machos de mées ndo

choque (n=5) e filhotes fémeas e machos de maes choque (n=6); DCX: filhotes fémeas e machos de maes

ndo choque (n=7) e filhotes fémeas e machos de mées choque (n=7) e Sinaptofisina: filhotes fémeas (n=5) e

machos (n=6) de mées ndo choque (n=5) e filhotes fémeas e machos de mées choque (n=6).
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IR (indice de reconhecimento de objetos).

A Figura 17 externa a memoria de reconhecimento de objetos ap6s 2 horas da
familiarizac&o dos objetos dos filhotes fémeas de maes que receberam, ou ndo, choque na pata.
A analise, através do teste “t” de Student, mostrou que o grupo choque apresentou menor tempo
explorando o objeto novo, em relacdo ao grupo ndo choque (p = 0,0160). Para a exploracéo no

objeto familiar e indice de reconhecimento, os grupos nédo diferiram entre si.
Figura 17 — Efeitos do TEPT gestacional na da meméria de reconhecimento de objetos de curto prazo (2 horas).

Grupos de filhotes fémeas de progenitoras choque (n=10) e ndo choque (n=10).
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Fonte: Da autora
Legenda: Grafico A) tempo explorando o objeto familiar (s)
Gréfico B) o tempo explorando o objeto novo (s)
Gréfico C) o indice reconhecimento de objetos (tempo no objeto novo/tempo no objeto
novo + tempo no objeto familiar).
Nota: Os valores foram expressos como média + SEM *p<0,05 e **p <0,01 quando o grupo choque
é comparado com o0 grupo controle (teste “t” Student).

A Figura 18 mostra a memoria de reconhecimento de objetos apds 2 horas da
familiarizacdo dos objetos dos filhotes machos de mées que receberam ou néo choque na pata.
A anélise, através do teste “t” de Student, mostrou que o grupo choque, em relacdo ao grupo
ndo choque, apresentou maior tempo explorando o objeto familiar (p = 0,0128) e menor indice
de reconhecimento de objetos (p=0,0157). Para a exploracdo no objeto novo, 0s grupos nédo

diferiram entre si.
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Figura 18 — Efeitos do TEPT gestacional na memoria de reconhecimento de objetos de 2 horas dos filhotes

machos. Grupo de filhotes das progenitoras choque (n=10) e ndo choque (n=10).
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Fonte: Da autora
Legenda: Grafico A) tempo explorando o objeto familiar (s)
Gréafico B) tempo explorando o objeto novo (s)
Gréfico C) indice reconhecimento de objetos (tempo no objeto novo/tempo no objeto novo + tempo
no objeto familiar
Nota: Os valores foram expressos como média + SEM *p<0,05 e **p <0,01 quando o grupo choque €
comparado com o grupo controle (teste “t” Student).

A Figura 19 mostra a memdria de reconhecimento de objetos apds 24 horas da
familiarizacdo dos objetos dos filhotes fémeas gerados por mées que receberam, ou ndo, choque
na pata. A analise, através do teste “t” de Student, mostrou que o grupo choque, em relacéo ao
grupo ndo choque, apresentou menor tempo explorando o objeto novo (p=0,0425) e menor
indice de reconhecimento dos objetos (p=0,0043). Para o tempo explorando o objeto familiar,

0s grupos néo diferiram entre si (p=0,0984).
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Figura 19 - Efeitos do TEPT gestacional na da memoria de reconhecimento de objetos de 24 horas dos filhotes

fémeas. Grupos de filhotes das progenitoras do grupo choque (n=10) e grupo ndo choque (n=10).
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Fonte: Da autora
Legenda: Gréafico A) tempo explorando o objeto familiar (s)
Gréfico B) tempo explorando o objeto novo (s)
Gréfico C) indice reconhecimento de objetos (tempo no objeto novo/tempo no objeto novo +
tempo no objeto familiar
Nota: Os valores foram expressos como média + SEM *p<0,05 e **p <0,01 quando o grupo choque é
comparado com o grupo controle (teste “t” Student.

A Figura 20 revela a memdria de reconhecimento de objetos apds 24 horas da
familiarizacdo dos objetos dos filhotes machos gerados por maes que receberam, ou néo,
choque na pata. A analise, através do teste “t” de Student, mostrou que o grupo choque, em
relacdo ao grupo ndo choque, apresentou maior tempo de exploracdo no objeto familiar
(p=0,0123) e menor indice de reconhecimento dos objetos (p=0,0027). Para o tempo explorando

0 objeto novo, os grupos néo diferiram entre si (p=0,8067).



Figura 20 - Efeitos do TEPT gestacional na da meméria de reconhecimento de objetos de 24 horas dos

filhotes machos. Grupos de filhotes das progenitoras choque (n=10) e ndo choque (n=10).
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Fonte: Da autora

Legenda: Gréafico A) tempo explorando o objeto familiar (s)
Gréfico B) tempo explorando o objeto novo (s)
Gréfico C) indice reconhecimento de objetos (tempo no objeto novo/tempo no objeto novo + tempo

no objeto familiar

Nota: Os valores foram expressos como média + SEM *p<0,05 e **p <0,01 quando o grupo choque é

comparado com o grupo controle (teste “t” Student.

7.2.6 Aprendizagem e memoria espacial no teste de Labirinto de Morris

A Figura 21 mostra a laténcia para encontrar a plataforma de escape nos dias 1 a5 de

treinamento dos filhotes (A) fémea e (B) macho. A andlise, através do teste “t” de Student,

mostrou que os grupos ndo diferiram entre si em nenhum dos dias avaliados (p>0,05).
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Figura 21 - Efeitos do TEPT gestacional na aprendizagem espacial no teste do Labirinto de Morris dos

filhotes fémeas e machos. Grupos de filhotes das progenitoras choque (n=10) e ndo choque (n=10).
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Fonte: Da autora
Legenda: Grafico A) filhotes fémeas
Gréfico B) filhotes machos
Nota: Os valores foram expressos como média + SEM (teste “t” Student).

A Figura 22 mostra a avaliacdo da memdria espacial no teste de Labirinto de Morris
para os filhotes fémeas (A) distancia total de nado (B) laténcia para o quadrante alvo (C) tempo
de permanéncia no quadrante alvo e (D) frequéncia de entradas no quadrante alvo. A analise,
através do teste “t” de Student, mostrou que o grupo choque, em relagdo ao grupo néo choque,
apresentou maior laténcia para alcancar o quadrante alvo (p=0,0391) e menor tempo de
permanéncia no quadrante alvo (p=0,0139). Para a distancia total percorrida e a frequéncia de

entradas no quadrante alvo, os grupos nao diferiram entre si (p=0,3748 e p=0,4377
respectivamente).



65

Figura 22 - Efeitos do TEPT gestacional na memdria espacial no teste do Labirinto de Morris dos

filhotes fémeas. Grupos de filhotes de progenitoras choque (n=10) e ndo choque (n=10).
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Fonte: Da autora

Legenda: Grafico A) distancia total percorrida (cm)
Gréfico B) laténcia para chegar na regido da plataforma (s)
Gréfico C) tempo de permanéncia no quadrante alvo (s)
Gréfico D) frequéncia no quadrante alvo (nimero de vezes)

Nota: Os valores foram expressos como média £ SEM (teste “t” Student)

A Figura 23 mostra a avaliacdo da memoria espacial no teste de Labirinto de Morris
para os filhotes machos. A analise, através do teste “t” de Student, demonstrou que o grupo
choque, em relacdo ao grupo ndo choque, apresentou maior distancia total de nado (p=0,0400),
maior laténcia para alcancar o quadrante alvo (p=0,0036). Para o tempo de permanéncia no
guadrante alvo e para a frequéncia de entradas no quadrante alvo, os grupos nao diferiram entre
si (p=0,1092 e 0,0832, respectivamente).

Figura 23 - Efeitos do TEPT gestacional na memoria espacial no teste do Labirinto de Morris dos

filhotes machos. Grupos de filhotes de progenitoras choque (n=10) e ndo choque (n=10).
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Fonte: Da autora

Legenda: Grafico A) distancia total percorrida (cm)
Gréfico B) laténcia para chegar na regido da plataforma (s)
Gréfico C) tempo de permanéncia no quadrante alvo (s)
Gréfico D) frequéncia no quadrante alvo (nimero de vezes)

Nota: Os valores foram expressos como média £ SEM (teste “t” Student)
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7.2.7 Expressao das proteinas BDNF, DCX e Sinaptofisina no hipocampo pela técnica de

Western Blotting

A Figura 24 mostra a porcentagem da expressdo da proteina BDNF/Actina em (A)
fémeas e (B) machos. A analise, através do teste “t” de Student, mostrou que o grupo choque,
em relacdo ao grupo ndo choque, apresentou que, para as fémeas (A), ndo houve diferencas

entre os grupos (p=0,6226); e, para os machos (B), houve reducédo da proteina BDNF/actina

(p=0,0127).

Figura 24: Efeitos do TEPT na expressdo de proteinas BDNF/actina dos filhotes. Grupos de filhotes das

progenitoras choque (n=6) e ndo choque (n=5).
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Gréafico B) Macho
Nota: Os valores foram expressos como média + SEM *p<0,05, quando o grupo choque
€ comparado com o grupo controle (teste “t” Student).

A Figura 25 mostra a porcentagem da expressdo da proteina DCX/Actina para as fémeas
(A) e machos (B). A anélise, através do teste “t” de Student, revelou que o grupo choque, em
relacdo ao grupo ndo choque, apresentou que, para as fémeas (A), ndo houve diferencas entre

0s grupos (p=0,5308); e, para os machos (B), houve reducdo da proteina DCX/actina

(p=0,0018).

Figura 25 - Efeitos do TEPT na expressao de proteinas DCX/actina dos filhotes. Grupos de filhotes das

progenitoras chogque (n=6) e ndo choque (n=5).
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Fonte: Da autora
Legenda: Grafico A) Fémea
Gréfico B) Macho
Nota: Os valores foram expressos como média + SEM *p<0,05, quando o grupo choque
é comparado com o grupo controle (teste “t” Student).

A Figura 26 mostra a porcentagem da expressao da proteina Sinaptofisina/Actina para

as fémeas (A) e machos (B). A andlise, através do teste “t” de Student, indicou que o grupo
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choque. em relagdo ao grupo ndo choque, ndo apresentou diferencas tanto para fémeas
(p=0,5563) quanto para os machos (p=0,7645).

Figura 26 - Efeitos do TEPT na expressao de proteinas Sinaptofisina/actina dos filhotes. Grupos de

filhotes das progenitoras choque (n=6) e ndo choque (n=5).
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Fonte: Da autora
Legenda: Gréafico A) Fémea
Gréafico B) Macho
Nota: Os valores foram expressos como média + SEM *p<0,05, quando o grupo choque é comparado
com o grupo controle (teste “t” Student).

7.2.8 Correlacdo entre porcentagem das proteinas BDNF, DCX e Sinaptofisina com o

indice de reconhecimento de objetos.

As correlacbes de Pearson foram realizadas para ambos os grupos (chogue e nao
choque) e sua classificagédo foi considerada de acordo com o valor de r (coeficiente de
correlagéo de Pearson) como: pequena (0,10-0,29); moderada (0,30-0,49); grande (0,50-0,69);
muito grande (0,70-0,89); quase perfeito (0,90-0,99) e perfeito (1,0) (HOPKINS et al., 2009).

A Figura 27 indica as correlagdes entre indice de reconhecimento de objetos e % de

BDNF/actina. Em (A) fémea e indice de reconhecimento de 2 horas, (B) macho e indice de
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reconhecimento de 2 horas, (C) fémea e indice de reconhecimento de 24 horas e em (D) macho
e indice de reconhecimento de 24 horas. A analise de correlacdo de Pearson mostrou uma
correlacdo positiva em (A), com r= 0,28 e sendo classificada como pequena correlagéo e (D),

com r=0,39, classificado como moderada correlacdo. Em (B) e (C) ndo foi encontrado nenhuma

correlagéo (r=0,03 e 0,07 respectivamente). No entanto, em todos os casos o p>0,05.

Figura 27 - Correlacéo entre indice de reconhecimento de objetos e % de BDNF/actina.
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Fonte: Da autora

Legenda: Grafico A) Correlacdo % de BDNF/actina com indice de reconhecimento de objetos de curta duracéo

em filhotes fémeas. Grupos de progenitoras choque ( n=5) e ndo choque (h=6).

Gréfico B) Correlagdo % de BDNF/actina com indice de reconhecimento de objetos de curta duragio
em filhotes machos. Grupos de progenitoras choque ( n=5) e ndo choque (n=6).

Gréfico C) Correlacdo % de BDNF/actina com indice de reconhecimento de objetos de longa duracéo
em filhotes fémeas. Grupos de progenitoras choque ( n=5) e ndo choque (h=6).

Gréfico D) Correlagdo % de BDNF/actina com indice de reconhecimento de objetos de longa duragédo
em filhotes machos. Grupos de progenitoras choque ( n=5) e nao choque (n=6).

Nota: As correlagBes foram classificadas da seguinte forma: pequenas (0,10-0,29); moderada (0,30-
0,49); grande (0,50-0,69); muito grande (0,70-0,89); quase perfeito (0,90-0,99) e perfeito (1,0).
A inclinacdo de cada grafico indica o coeficiente de correlacdo (r) e para cada andlise foi
demonstrada sua significancia (valor de p).
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A Figura 28 indica a correlacdo entre indice de reconhecimento de objetos e % de
DCX/actina. Em (A) fémea e indice de reconhecimento de 2 horas, (B) macho e indice de
reconhecimento de 2 horas, (C) fémea e indice de reconhecimento de 24 horas e em (D) macho
e indice de reconhecimento de 24 horas. A anélise de correlagdo de Pearson mostrou uma
positiva correlagédo em (B), com r= 0,49 e sendo classificado como moderada correlagéo, e em
(D), com r=0,51, classificado como grande correlacdo; e uma negativa correlagédo em (C), com
r=-0,14, classificada como pequena correlacdo. Em (A) néo foi encontrado nenhuma correlacéo

(r=0,07). No entanto, em todos os casos o p>0,05.

Figura 28 - Correlacéo entre indice de reconhecimento de objetos e % de DCX/actina.
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Fonte: Da autora
Legenda: Gréfico A) Correlacdo % de BDNF/actina com indice de reconhecimento de objetos de curta duracéo

em filhotes fémeas. Grupos de progenitoras choque ( n=7) e ndo choque (n=7).
Gréfico B) Correlagdo % de BDNF/actina com indice de reconhecimento de objetos de curta duracéo
em filhotes machos. Grupos de progenitoras choque ( n=7) e ndo choque (n=7).
Gréfico C) Correlagdo % de BDNF/actina com indice de reconhecimento de objetos de longa duracao
em filhotes fémeas. Grupos de progenitoras choque ( n=7) e ndo choque (n=7).
Gréfico D) Correlacdo % de BDNF/actina com indice de reconhecimento de objetos de longa duragédo
em filhotes machos. Grupos de progenitoras choque ( n=7) e nao choque (n=7).
Nota: As correlagBes foram classificadas da seguinte forma: pequenas (0,10-0,29); moderada (0,30-



0,49); grande (0,50-0,69); muito grande (0,70-0,89); quase perfeito (0,90-0,99) e perfeito (1,0).
A inclinacéo de cada grafico indica o coeficiente de correlagdo (r) e para cada analise foi demonstrada

sua significancia (valor de p).

71

A Figura 29 indica a correlacdo entre indice de reconhecimento de objetos e % de

Sinaptofisina/actina. Em (A) fémea e indice de reconhecimento de 2 horas, (B) macho e indice

de reconhecimento de 2 horas, (C) fémea e indice de reconhecimento de 24 horas e em (D)

macho e indice de reconhecimento de 24 horas. A analise de correlagcdo de Pearson mostrou

uma positiva correlacdo em (B), com r= 0,17 e sendo classificado como pequena correlacéo; e

uma negativa correlacdo em (A), com r= -0,32, classificada como moderada correlacdo e em

(C), com r=-0,64, classificado como grande correlacdo. Em (D) néo foi encontrado nenhuma

correlagéo (r=0,00). Em C encontramos um p=0,03 e para 0s outros casos p> 0,05.

Figura 29: Correlag&o entre indice de reconhecimento de objetos e % de Sinaptofisina/actina.
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Fonte: Da autora

Legenda: Gréafico A) Correlagao % de BDNF/actina com indice de reconhecimento de objetos de curta duragao
em filhotes fémeas. Grupos de progenitoras choque ( n=5) e ndo choque (n=6).
Gréfico B) Correlagdo % de BDNF/actina com indice de reconhecimento de objetos de
curta duracéo em filhotes machos. Grupos de progenitoras choque ( n=6) e ndo
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choque (n=6).
Gréfico C) Correlagdo % de BDNF/actina com indice de reconhecimento de objetos de
Longa duracgdo em filhotes fémeas. Grupos de progenitoras choque ( n=5) e néo
choque (n=6).
Gréfico D) Correlagdo % de BDNF/actina com indice de reconhecimento de objetos de longa
duracdo em filhotes machos. Grupos de progenitoras choque ( n=6) e ndo choque (n=6).
Nota: As correlacBes foram classificadas da seguinte forma: pequenas (0,10-0,29); moderada (0,30-
0,49); grande (0,50-0,69); muito grande (0,70-0,89); quase perfeito (0,90-0,99) e perfeito (1,0).
A inclinacdo de cada grafico indica o coeficiente de correlacdo (r) e para cada analise foi
demonstrada sua significancia (valor de p).

7.3 RESUMO DOS RESULTADOS

Tabela 3 - Resumo dos resultados obtidos no estudo

A (continua)

PARAMETRO AVALIADO RESULTADO ENCONTRADO

Ratas progenitoras

Reexposicdo a caixa de choque - tempo de Maior tempo de congelamento*.

congelamento.

Ganho de peso das ratas gestantes e Sem diferencas para o peso”.

lactantes.

Comportamento materno Reducdo dos comportamentos

Maternais”.
Locomocao e comportamento tipo ansioso Sem diferencas na locomocédo e
no Teste de Campo Aberto. menor distancia percorrida no

centro (comportamento tipo

ansioso) ",
Filhotes Fémeas e Machos
Animais vivos e mortos no DPP1-2 Sem diferencas”.
Ganho de peso da ninhada (até o Sem diferencas”.
desmame) e filhotes (pds-desmame)
Desenvolvimento fisico e reflexo Fémea — sem diferencas

Macho — atraso na
Geotaxia negativa.



Tabela 3 - Resumo dos resultados obtidos no estudo

PARAMETRO AVALIADO

(continuacéo)

RESULTADO ENCONTRADO

Filhotes FEmeas e Machos

Locomocéo no teste de Campo Aberto

Fémeas — sem diferencas.
Machos — maior distancia
percorrida, menor tempo de

imobilidade™.

Memo@ria de reconhecimento de objetos (2

horas)

Fémea — diminui¢do do tempo
explorando objeto novo.”

Macho — maior tempo explorando
0 objeto familiar e menor indice

de reconhecimento de objeto”.

Memoria de reconhecimento de objetos
(24 horas)

Fémea — menor tempo explorando
0 objeto novo e menor indice de
reconhecimento de objetos”.
Macho — maior tempo explorando
0 objeto familiar e menor indice

de reconhecimento de objetos”.

Aprendizagem espacial no teste de

Labirinto Aquatico de Morris

Sem diferencas para ambos 0s

Sexos .

Memoria espacial no teste de labirinto
Aquatico de Morris

Fémea — maior laténcia para
alcancar o quadrante alvo e menor
tempo de permanéncia no
quadrante alvo.

Macho — maior distancia
percorrida de nado e maior
laténcia para alcancar o

quadrante alvo™.



Tabela 3 - Resumo dos resultados obtidos no estudo

PARAMETRO AVALIADO

(continuacéao)
RESULTADO ENCONTRADO

Filhotes FEmeas e Machos

Quantificacdo de proteinas por Western
Blotting
BDNF

DCX

Sinaptofisina

Fémea — sem diferencas.
Macho — reducao de BDNF.

Fémea — sem diferencas.
Macho — reducéo de DCX.

Sem diferencas para ambos 0s

SEXOS.

Correlacdo entre porcentagem das proteinas BDNF, DCX e Sinaptofisina com o

indice de reconhecimento de objetos.

BDNF X RO (2 horas)

Fémea - positiva e pequena
correlacédo

Macho - auséncia de correlacéo

BDNF X RO (24 horas)

Fémea - auséncia de correlacédo
Macho - positiva e moderada

correlagao.

DCX X RO (2 horas)

Fémea - auséncia de correlacao
Macho - positiva e moderada

correlacdo.

DCX X RO (24 horas)

Fémea - negativa e pequena correlagéo.
Macho - positiva e grande correlagéo.

74
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Tabela 3 - Resumo dos resultados obtidos no estudo

(concluséo)
PARAMETRO AVALIADO RESULTADO ENCONTRADO

Filhotes FEmeas e Machos

Correlagdo entre porcentagem das proteinas BDNF, DCX e Sinaptofisina com o
indice de reconhecimento de objetos.

Sinaptofisina X RO (2 horas) Fémea - negativa e moderada
correlacao.
Macho - positiva e pequena

correlacao.

Sinaptofisina X RO (24 horas) Fémea - negativa e grande
correlacao.

Macho - auséncia de correlacéo.

Fonte Da autora.

Nota:"Os resultados obtidos foram pela comparacédo entre o grupo choque em relagdo ao grupo controle (ndo
choque).

A comparacdo de Pearson foi realizada para todos os animais juntos (choque e ndo choque). Apenas para
sinaptofisina fémeas (24 horas) foi encontrado p<0,05.

A tabela 4 indica os resultados encontrados nos filhotes (média + SEM) para as
proteinas cerebrais (BDNF, DCX e Sinaptofisina) e para os testes de memdria realizados
(Labirinto aquético de Morris e Reconhecimento de objetos).

Como pode-se observar na tabela 4 , apenas os filhotes machos apresentaram medias
diferentes, quando foi comparado o grupo de filhotes de maes choque em relagdo aos de mée
ndo choque para as proteinas cerebrais. O grupo dos filhotes de mées choque apresentou menor
média para as concentra¢fes de BDNF (61,39) em relagdo ao grupo ndo choque (108,4). Em
relacdo a proteina DCX, o grupo de filhotes de maes choque apresentou também menor média
para a concentracdo de DCX (69,94) e para o grupo de filhotes de mées ndo choque (100). Para
a proteina Sinaptofisina ndo houve diferencas entre 0s grupos.

Em relagdo ao teste de Labirinto Aquatico de Morris foi avaliado 4 pardmetros (distancia

percorrida, laténcia para o quadrante alvo, tempo no quadrante alvo e frequéncia no quadrante
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alvo. Os filhotes machos provindos de maes choque apresentaram maior média de distancia
percorrida (2037 cm) em relacgdo aos filhotes de mées ndo choque (1869 cm), e maior laténcia
para alcancar o quadrante alvo (5 segundos) em relacdo aos filhotes de maes ndo choque (2,6
segundos). Para os filhotes fémeas foi encontrado uma maior laténcia para alcancar o quadrante
alvo nos filhotes de mées choque (7,6 segundos) em relacdo aos de mées ndo choque (3,2
segundos) e um menor tempo no quadrante alvo (31,9 segundos) em relacéo aos filhotes de
mées ndo choque (44 segundos).

Para o teste de reconhecimento de objetos foi encontrado para os filhotes machos de
mdes choque um menor indice de reconhecimento de objetos de 2 horas (0,62) em relagdo aos
filhotes provindos de mées ndo choque (0,74) e para o indice de reconhecimento de 24 horas
(0,58) para os filhotes provindos de maes choque e (0,72) para os filhotes provindos de maes
ndo choque. Ja para os filhotes fémeas encontramos diferencas apenas para o indice de
reconhecimento de 24 horas, em que os filhotes de mées choque apresentaram menor média
(0,63) em relacéo aos filhotes de mées néo choque (0,77).

Tabela 4 - Efeitos do estresse gestacional nas proteinas cerebrais e testes de memorias dos
filhotes.

(continua)

PARAMETROS GRUPOS EXPERIMENTAIS

N&o choque Choque N&o choque Choque

(filhotes fémeas) (filhotes fémeas) (filhotes machos)  (filhotes machos)

WESTERN BLOTTING
BDNF 100 = 81,38 129,1 + 103,53 108,4 + 25,72 61,39 + 24,50"
DCX 100 £ 45,38 113 +£32,35 100 £ 16,47 69,94 + 11,14™
SINAPTOFISINA 100 £ 34,69 131,4 £ 109,39 100 £ 30,73 104,4 + 16,28
LABIRINTO AQUATICO
DE MORRIS

DISTANCIA 1887 + 310,81 1993 + 199,70 1869 + 167,18 2037 +171,44"
PERCORRIDA (Cm)
LATENCIA (s) 32+1,14 7,6 £6,15" 2,6 £0,70 50+2,16™
TEMPO NO QUADRANTE | 44,0+ 7,44 31,9+11,91" 44,12 + 10,57 37,8 £5,37
ALVO (s)
FREQUENCIA NO | 12,20+ 2,70 11,30 £ 2,36 10,50 £ 1,90 12,50 £ 2,88
QUADRANTE ALVO
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Tabela 4 - Efeitos do estresse gestacional nas proteinas cerebrais e testes de memarias
dos filhotes.
(concluséo)
PARAMETROS GRUPOS EXPERIMENTAIS

Né&o choque Choque N&o choque Choque
(filhotes fémeas)  (filhotes fémeas) (filhotes machos)  (filhotes machos)
RECONHECIEMTNO DE

OBJETOS
IR (2 HORAS) 0,7660 = 0,09 0,7250 + 0,06 0,7350 = 0,05 0,6180 + 0,13"
WESTERN BLOTTING
IR (24 HORAS) 0,7660 * 0,06 0,6290 £ 0,12  0,7200 + 0,10 0,5800 * 0,08

Fonte Da autora
Nota: Os valores foram expressos como, média + SEM."p <0,05 e *p<0,01 quando comparado o
grupo choque com o grupo nao choque.
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8 DISCUSSAO

Primeiramente, é importante ressaltar que, na literatura cientifica, se encontra resultados
que corroboram, ou ndo, com os apresentados neste estudo. Contudo, essas pesquisas, ndo
abordam um modelo animal de TEPT gestacional gerando prejuizos para a prole - sejam esses
danos no humor, no desenvolvimento ou no cognitivo- mas sim algum modelo de estresse

gestacional gerando esses maleficios.

8.1 PROCEDIMENTOS E TESTES REALIZADOS NAS RATAS PROGENITORAS

8.1.1 Tempo de congelamento

O modelo de inducdo do TEPT utilizado, neste estudo, foi o choque na pata, seguido de
isolamento social - considerado um fator de risco para o TEPT. Posteriormente, dia 2 pos-natal,
foi avaliado o tempo de congelamento dos animais quando reexpostos a mesma situacdo
traumatica (caixa indutora de choque). Em situacfes hipoteticamente perigosas, 0s roedores
tendem a ficarem paralisados, sendo esse um comportamento inato (BERARDI et al., 2014).

E, foi observado um tempo de congelamento extremamente elevado para as ratas do
grupo choque, em relagdo ao grupo controle, indicando, assim, que estes animais apresentam
uma memoria de medo contextual, que esta relacionada a todo o ambiente em que ocorreu o
trauma - sala e caixa indutora.

De acordo com Berardi e colaboradores (2014), o aumento do tempo de congelamento
pode se prolongar por varios dias ap6s o trauma, podendo ser encontrado em até 56 dias ap06s o
choque. Um outro estudo de Chen e colaboradores (2012), também encontrou valores elevados
para o0 tempo de congelamento de ratos expostos ao choque na pata, assim como no estudo de
Ribeiro e colaboradores (2020).

Desta forma, estes estudos corroboram para os resultados encontrados. No entanto, esses
trabalhos, avaliaram ratos machos, ndo havendo, entdo, estudos, na literatura, com ratas

prenhas.

8.1.2 Ganho de peso durante o periodo gestacional e de lactacéo

O periodo gestacional é considerado um estado de hiperfagia fisiol6gica necessaria para

garantir as necessidades crescentes de energia da mée e do feto. Assim, o corpo da gestante
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sofre diversas modificagdes, incluindo o ganho de peso. Quando ocorre justaposigdo entre
gestacéo e estresse, a maioria dos estudos com modelos animais, indicam uma reducgéo no peso
corporal em relacédo ao grupo controle (AMUGONGO; HLUSKO, 2014; GOVINDARAIJ et al.,
2017; YAO et al., 2014).

O estudo, conduzido por Govindaraj e colaboradores (2017), avaliou a ingestdo
alimentar, o peso corporal e as medidas corporais em ratas prenhas com estresse de contenc¢ao
precoce, tardio e durante todo o periodo gestacional. Considerando este trabalho mencionado,
é importante ressaltar que o grupo estressado durante a fase precoce, manifestou reducdo do
peso apenas nos periodos em que foi aplicado o estresse. A ingestdo alimentar acompanha esse
mesmo raciocinio. Desta forma, se 0 grupo ndo estivesse naquele momento recebendo a
perturbacao, o peso nao seria afetado, ou seja, 0 grupo de estresse precoce reduziu 0 peso na
avaliacdo dos dias 1 al0 gestacional e manteve o peso préximo do controle em meados e até o
final da gestacdo. Para o grupo de estresse, durante todo o periodo gestacional, o peso reduziu
inicialmente e em meados da gestacao, até o parto reestabeleceu o ganho de peso, nao diferindo
do controle. Além disso, um menor peso acompanhou uma menor ingestdo alimentar.

Estudos anteriores relataram que niveis circulantes mais elevados de glicocorticoide (em
ratos corticosterona) podem aumentar o efeito catabélico, que gera um aumento de aminoacidos
circulantes, além de glicose e lipidios no plasma e, assim, desligam o sinal de fome do cérebro.
Sendo essa, uma possivel explicacdo para a diminuicdo da ingesta alimentar e, como
consequéncia, a reducdo do peso (DELAERE; MAGNAN; MITHIEUX, 2010;
VEGIOPOULOS; HERZIG, 2007;).

Mesmo que em minoria, foi encontrado um estudo o qual ndo houve diferencas
significativas no peso corporal das ratas prenhas, corroborando, assim, com o resultado deste
trabalho (VERSTRAETEN et al., 2019). Nesta pesquisa, as ratas foram pesadas a cada 3 dias,
durante todo o periodo gestacional, e de lactacdo. No entanto, foi avaliado apenas o peso sem
considerar a ingesta alimentar que poderia adicionar informacdes para este trabalho.

Evidencia-se, ainda, que todos os estudos citados que indicaram reducéo de peso com o
estresse, efetivaram uma perturbagdo cronica aos animais que foi visto, nos estudos, por um
periodo minimo de 6 dias. Este trabalho de pesquisa realizou o estresse de choque na pata, por
um periodo curto (apenas 1 dia).

Diante do exposto, o estudo de Verstraeten e colaboradores (2019), também realizou um
estresse cronico e ndo apresentou diferencas no peso. Sendo assim, consideramos que diversos
fatores podem estar relacionados com os diferentes resultados encontrados na literatura. Dessa

forma, acreditamos que o modelo de estresse, a fase da gestacdo, o tempo de aplicacdo do
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estresse, além da linhagem do animal, s&o fatores importantes e que podem ser responsaveis

pela variagéo de resultados da literatura.

8.1.3 Comportamento materno

O cuidado materno em ratos consiste em diversos comportamentos como: amamentar,
lamber, limpar, incubar e recuperar os filhotes; sendo de extrema importancia para a
sobrevivéncia, para o desenvolvimento reprodutivo e para a funcdo enddcrina da prole
(POPOOLA; CAMERON, 2017). No que diz respeito a sobrevivéncia, sabe-se que os filhotes
ainda séo imaturos e necessitam dos cuidados da mée para se manterem vivos. Na verdade, sua
temperatura corporal ainda ndo pode ser regulada por mecanismos fisioldgicos, desta forma,
ela é regulada através da temperatura do meio em que vivem. Sendo assim, a construcao do
ninho (manter todos os filhotes juntos) e estar sobre eles € essencial para manutencdo da
temperatura corporal da ninhada, garantindo sua sobrevivéncia. O comportamento de lamber e
cheirar, fazem parte do reconhecimento dos filhotes, além disso, essa acdo é crucial para que
os filhotes possam urinar e defecar; e falta de estimulacdo tatil, pode estar relacionada a uma
menor sobrevivéncia dos filhotes (PATIN et al., 2002).

No presente estudo, o TEPT gestacional (induzido por choque na pata, seguido de
isolamento social), aplicado no 10° dia da gestacéo, foi capaz de reduzir a porcentagem do
nimero de vezes em que as ratas passaram em posicao arqueada (cifose — posicdo necessaria
para amamentacao) e aumentar a porcentagem do namero de vezes em que elas estavam sem a
presenca dos filhotes (ndo explorando ou explorando). No entanto, a redug¢do do cuidado
materno encontrado, ndo afetou o peso e a sobrevivéncia dos filhotes.

Esse resultado vai de acordo com estudos anteriores, que identificaram que as mées do
grupo estressado passaram menos tempo com seus filhotes (BOSCH et al., 2007; CERRO et
al., 2010; PATIN et al., 2002). O estresse provocado pela restricdo da dieta, também foi
relacionado a uma reducéo dos cuidados maternos para com a prole (JOHN et al., 2019).

O estudo conduzido por Cerro e colaboradores (2010) avaliou o comportamento
materno de ratas na presenga ou auséncia de estresse com ou sem adog&o dos filhotes (inverteu-
se os filhotes de 2 grupos — com estresse e sem estresse, e foi mantido os filhotes para os outros
2 grupos). Os grupos das maes estressadas foram expostos a 3 sessfes diarias de estresse,
durante 45 minutos dos dias 14 a20 de gestacdo (contencdo, luz e calor). Diante disso, 0s
seguintes resultados foram obtidos: maes estressadas com seus préprios filhotes apresentaram
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menor tempo com a ninhada e menor duracéo de lambidas, em relacdo as maes nédo estressadas
com seus proprios filhotes.

Ja o estudo conduzido por Patin e colaboradores (2002), utilizou o estresse de predador
(exposicdo a gato) no 10° e 14° dia gestacional em uma Unica exposi¢do e nos mesmos dias
citados, mas com exposi¢édo repetida ao gato. Assim como neste estudo, foi encontrado um
aumento no tempo de repouso das ratas estressadas (apenas para o estresse agudo ocorrido no
14° dia). Além disso, foram encontrados, também, um aumento do tempo de alimentacéo
(apenas para ratas com estresse Unico no 10° dia gestacional); o tempo de lambida foi menor
(apenas para o estresse agudo ocorrido no 14° dia); e o tempo cheirando os filhotes foi menor
para todos os grupos de rata estressada quando comparadas ao grupo controle.

Como dito anteriormente, ha diversos modelos de inducdo do TEPT, e os estudos que
avaliaram os efeitos do estresse gestacional no cuidado materno utilizaram estresse variado e
por um tempo maior quando comparado a este estudo. No entanto, os resultados desses estudos,
foram de acordo com nosso estudo. Outro fator a ser considerado, é que existem diversas formas
de avaliar o comportamento materno, como foi visto nos estudos anteriores.

Portanto, a literatura cientifica ainda é escassa em relacdo a artigos que abordem esta
tematica e ndo ha estudos que avaliem o TEPT gestacional e os cuidados maternos. Sendo
necessario a ampliacdo destes conhecimentos, visto que, 0 comportamento materno é
extremamente essencial para a prole e a presenca desta doenca pode afetar, de forma

significativa, esses cuidados.

8.1.4 Locomocéao e comportamento tipo ansioso no teste de Campo Aberto

O teste de Campo Aberto pode ser utilizado para avaliar dois parametros distintos:
locomogdo e comportamento tipo ansioso. A locomocdo é avaliada através da distancia
percorrida e tempo de imobilidade. J& o comportamento semelhante a ansiedade é avaliado
através da distancia percorrida no centro, ou seu tempo de permanéncia nessa regido. Diferentes
artigos tém utilizado destas duas avaliagdes para considerar o comportamento tipo ansioso
(TOUMI; MERZOUG; TAHRAOQUI, 2016).

Neste estudo, ndo foram encontradas diferencas na locomogéo. No entanto, as ratas que
receberam choque apresentaram menor distancia percorrida na regido central, indicando um
aumento do comportamento tipo ansioso. Conforme o manual Diagnostico e Estatistico de
transtornos Mentais (DSM-5), um dos critérios de diagnostico para o TEPT, é a presenca de

alteracdes negativas na cognicdo e no humor (ansiedade, depressdo). Desta forma, este
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resultado ressalta que o modelo de TEPT foi capaz de reproduzir, em animais, o parametro de
ansiedade. Neste viés, o estudo conduzido por Ribeiro e colaboradores (2020), que utilizou
mesmo modelo de TEPT, também observou uma reducéo da distancia percorrida no centro do
Campo Aberto, porém, esse parametro, foi avaliado em ratos machos.

A relacdo entre estresse e ansiedade é bem estabelecida. No entanto, quando se avalia o
estresse na gestacdo, muitos estudos demonstram apenas 0 comportamento tipo ansioso na
prole. Mas, ainda assim, foi possivel encontrar estudos como o de Toumi e colaboradores
(2016), que avaliaram os efeitos do estresse de um predador durante a gestacdo nas médes. Como
resultados, identificaram comportamento semelhante a ansiedade em ambos os testes, caixa
claro-escuro e labirinto em cruz elevado.

Né&o foram encontrados artigos cientificos que realizassem estresse nas ratas prenhas e
avaliassem o comportamento tipo ansioso na progenitora com o teste de Campo Aberto. No
entanto, o estudo de Toumi e colaboradores (2016) demonstrou comportamento semelhante a
ansiedade em outros testes e esta de acordo com os resultados desta investigacdo. Ainda assim,
ha a dissertacdo de Chagas e colaboradores (2020), que utilizou 0 mesmo modelo de inducgéo
de TEPT, e encontrou que as ratas, do grupo choque, apresentaram comportamento tipo ansioso
no teste de Campo Aberto e prejuizo de memdria no teste de reconhecimento de objetos. Esses
resultados corroboram com os dados encontrados nesta pesquisa e também sdo importantes por
garantir que esse modelo de TEPT foi capaz de reproduzir os prejuizos de humor e cognicao

encontrados em individuos com o transtorno.

8.2 TESTES E PROCEDIMENTOS REALIZADOS NA PROLE (FEMEA E MACHO)

8.2.1 Ninhadas no dia 1 e 2 p6s-parto (DPP1-2)

O estresse durante a gestacdo tem sido associado a defeitos congénitos, natimortalidade e
mortalidade infantil (GOVINDARAJ et al., 2017). Para esta pesquisa, foi entendida a importancia de
avaliar esses pardmetros, no entanto, esse ndo era o objetivo de maior relevancia. Este estudo ndo
avaliou a natimortalidade e mortalidade infantil, ja que ndo foi avaliado os filhotes no dia do
nascimento e sim um dia ap0s, isso também evita estressar as ratas e filhotes. A importancia de se
avaliar os filhotes no dia do nascimento, € conseguir observar e garantir que o filhote € um natimorto,
visto que as ratas podem ingerir os filhotes mortos ou com algum defeito congénito e, assim, tanto
resultados de natimortalidade e de defeitos congénitos podem estar subnotificados quando avaliados
no DPP1. Outro fator a ser considerado, quando se avalia os filhotes assim que nascem, € evitar o
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fator de confusdo entre os filhotes que ja nasceram mortos (natimortalidade) e os filhotes que morrem
depois (mortalidade infantil). Dessa forma, para evitar possiveis erros de colocacdo dos resultados,
foi optado a ndo utilizacao destes termos.

Assim, no dia 1 pds-parto, realizou-se a padronizacdo da ninhada para 8 filhotes (4 fémeas e
4 machos) e registrou-se os animais que foram encontrados mortos, evitando perturbagdes das ratas
no dia do nascimento dos filhotes (DPPO). Este estudo, ndo encontrou diferengas significativas para
0 numero de filhotes encontrados vivos e mortos, apesar do numero maior de filhotes vivos e nenhum
filhote morto, ambos para o grupo controle. Outro fator observado, foi que um total de 3 ratas do
grupo choque perderam algum de seus filhotes e o grupo controle ndo perdeu nenhum dos filhotes.
Quanto aos defeitos congénitos, ndo foi observado nenhum caso a partir do DPP1. O numero de ratas
prenhas do grupo choque foi maior que o grupo controle, exatamente por estas ratas perderem filhotes
e impossibilitar a realizacdo dos testes posteriores.

O estudo de Govindaraj e colaboradores (2017) obteve que as ratas, que receberam estresse
de contencdo, apresentaram efeitos deletérios para a prole, como: deficiéncia fisica, mortalidade
neonatal e natimortalidade. No entanto, diferentemente desta pesquisa, foi utilizado estresse de
contencdo por um periodo de 10 dias (cronico). Desta forma, pode ter apresentado resultados mais
danosos quando comparado a esta pesquisa. Mas, ainda assim, € importante frisar que, nesta pesquisa,
aproximadamente 22% das ratas do grupo choque perderam algum de seus filhotes e no grupo
controle ndo teve perdas de filhotes.

8.2.2 Ganho de peso da ninhada (DPP4-19) e dos filhotes (pds-desmame)

Como relatado anteriormente, a ninhada é completamente dependente da mae para
garantir sua sobrevivéncia. O ganho de peso da ninhada, entdo, é assegurado pelo processo de
amamentacao, até que, posteriormente, esses filhotes possam se alimentar de forma autdnoma.

Ha uma grande variacdo de resultados encontrados, na literatura, em relagédo ao estresse
gestacional e as consequéncias para o peso da prole. Desta forma, vale ressaltar que o estresse
gestacional pode néo alterar (BENGOETXEA et al., 2017; CERRO et al., 2010; SUN et al.,
2013), reduzir (JIA et al.,2016; SAHU et al., 2012; SUN et al., 2017; ZHANG et al.,2016) ou
aumentar (ITURRA-MENA et al., 2018 ;PURCELL et al.,2011) o peso dos descendentes.
Alguns estudos avaliaram apenas 0 peso ao nascer, enguanto, outros, avaliaram em fases
posteriores, também. Estes resultados divergentes, podem ser, parcialmente, explicados pelas
diferengas metodologicas de cada estudo como, por exemplo, tipo do estresse e idade

gestacional da aplicacdo do estresse.
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O estudo conduzido por Sahu e colaboradores (2012), que avaliou os efeitos do
tratamento com resveratrol na prole de mées estressadas por contencdo (nos dias de gestacdo 1
al0 ou 11até o nascimento), observou que apenas a prole de maes estressadas em meados e, até
o final do periodo gestacional, apresentou uma reducé@o do ganho de peso ao nascer e um atraso
no ganho de peso até o dia 14 pds-natal. Assim como nesta pesquisa, ndo houve diferenca
significativa no peso da prole das mées estressadas entre o dia 1 a10 de gestacédo (neste estudo,
0 choque na pata foi dado apenas no dia 10 da gestacdo). Sendo assim, um mesmo estudo
conseguiu observar que, filhotes, provindos de mées estressadas, ndo diferiram no peso quando
comparados ao controle; e que a prole de maes estressadas apresentou menor peso quando
comparadas com seu controle. Estas diferengas nos resultados foram devido ao momento
gestacional em que foi aplicado o estresse.

Ja o estudo conduzido por Purcell e colaboradores (2011) avaliou a prole de ratas que
sofreram o estresse crénico variavel e um outro grupo de ratas com maior ingestdo de gordura
durante a gestacdo. Em ambos os grupos, foi observado um aumento do ganho de peso no final
da primeira semana, com um aumento da adiposidade ao desmame. Apesar das maes do grupo
estresse passarem menos tempo amamentando a ninhada, os filhotes de maes estressadas
consumiram mais leite que os do grupo controle durante a primeira semana.

Como dito acima, esta pesquisa, no entanto, ndo encontrou diferencas no peso, mesmo
as mées tendo menor comportamento materno. Desta forma, pode-se considerar a ocorréncia
de duas condicBes: 1) realmente essa reducdo no cuidado materno foi singular e, portanto, ndo
afetou o peso dos filhotes; ou, 2) esta reducdo do cuidado afetaria o peso, porém, as ratas, do
grupo estressado, apresentam maior teor de gorduras no leite ou seus filhotes amamentaram em
maior quantidade, quando suas maes estavam disponiveis. Assim, o peso dos dois grupos foram
muito parecidos. Investigagbes mais aprofundadas sdo necessarias para que ocorra essa

confirmacéo.

8.2.3 Desenvolvimento fisico e reflexo dos filhotes

O desenvolvimento motor pode ser medido através de diferentes testes como o reflexo
de endireitamento de postura, a geotaxia negativa, além do reflexo de enraizamento e a resposta
de colocacgéo de vibrissas. Neste estudo, foi utilizado apenas os dois primeiros. Na literatura
cientifica poucos estudos em animais exploraram os efeitos do estresse gestacional no
desenvolvimento inicial da prole, particularmente no desenvolvimento dos reflexos, que é

crucial para a sobrevivéncia (PATIN et al., 2002).
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Nesta pesquisa foi avaliado tanto o desenvolvimento fisico quanto reflexo e o Unico
parametro que houve um atraso de apresentagé@o do reflexo foi a geotaxia negativa. A geotaxia
negativa € um reflexo que requer coordenacdo motora precisa, diferentemente dos outros
reflexos avaliados, desta forma, foi observado que apenas os filhotes machos de ratas modelos
de TEPT foram retardatérios na realiza¢do da tarefa, indicando, assim, que os machos, mas ndo
as fémeas, apresentaram prejuizos em relacdo a coordenacdo motora fina (PATIN et al.,2002).

O estudo de Patin e colaboradores (2002) corrobora para os resultados deste estudo.
Patin avaliou os efeitos do estresse de exposi¢do ao predador em momentos distintos (dia 10 ou
dia 14 da gestacdo), de forma aguda ou cronica para 0s dois momentos relatados. O estudo de
Patin observou que a prole de mées estressadas no dia 10 ou 14 apresentaram uma alteracdo no
reflexo de geotaxia negativa apenas quando o estresse foi aplicado de forma cronica. Assim,
menor porcentagem dos filhotes conseguiram realizar o reflexo em dias especificos.

Como dito anteriormente, h&d uma escassez de estudos abordando esta relacdo de estresse
gestacional com desenvolvimento fisico e reflexo dos filhotes. Desta forma, fazer uma
avaliacdo comparativa com artigos atuais se torna um processo impraticavel. Diante desta
dificuldade encontrada, e de um possivel atraso no desenvolvimento reflexo, torna-se

necessario dispor de novos estudos que realizem esta abordagem.

8.2.4 Locomocdao no teste de Campo Aberto

O teste de Campo Aberto pode avaliar a locomocdo e comportamento tipo ansioso, para
os filhotes avaliou-se apenas a locomocdo. Na literatura cientifica foi encontrado uma gama de
resultados para 0 mesmo teste, ou seja, o teste de Campo Aberto pode demonstrar que o estresse
na gestacdo ocasiona em reducdo da locomogéo (hipoatividade) (LIAO et al., 2018); sem
alteracdes na locomocgdo (EHRLICH et al., 2015; TOKUMO; HIRAI; NISHINO, 2006) ou um
aumento da locomocdo (hiperatividade) (MOURA et al.,, 2020; TOUMI; MERZOUG,;
TAHRAOQUI, 2016). A presenca destas divergéncias pode ser parcialmente explicada por
diferengas metodoldgicas dos estudos como: 0 modelo de estresse utilizado (predador, choque,
contencdo); o tempo de aplicacdo do estresse (agudo ou cronico); a idade do descendente
avaliado (pré-pubere, pubere e adulto); a linhagem de rato utilizada; dentre outros fatores.

O estudo de Ehrlich e coloboradores (2015) corrobora para os resultados que
encontrados nesta pesquisa em questdo, no qual ndo houve diferencas significativas na
locomocdo das fémeas. No entanto, para 0s machos, observamos uma hiperatividade nos ratos

provindos de mées estressadas. O trabalho de Toumi e colaboradores (2016) reforca, em parte,
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0s resultados alcangados, uma vez que encontraram maior distancia percorrida, maior
velocidade e menor tempo de imobilidade (em machos e fémeas). A pesquisa de Moura e
colaboradores (2020) observou que os filhotes de camundongo de maes estressadas fémeas nédo
apresentaram alteragdes de locomocdo e 0s machos apresentaram hiperatividade (maior
deslocamento), exatamente como nesta pesquisa. Este “achado” (hiperatividade) pode
contribuir para a etiologia de alguns transtornos psiquiatricos como: Transtorno do Déficit de
Atencdo e Hiperatividade (TDAH), esquizofrenia e mania bipolar (MOURA et al., 2020).
Com estes resultados, descartou-se que estes animais possam possuir algum prejuizo
na locomocao, o que poderiam afetar, de forma negativa, os testes de reconhecimento de objetos
e Labirinto Aquéatico de Morris. Mais estudos devem ser realizados para avaliar se de fato, o

sexo interfere nas alteracdes da locomocéo encontradas neste trabalho.

8.2.5 Memodria de Reconhecimento de objetos

O teste de reconhecimento de objetos € muito utilizado e tem como objetivo avaliar a
memoria do animal quanto a exploracdo de objetos ja conhecidos e objetos novos, ja que,
naturalmente, os ratos preferem explorar novos objetos a objetos familiares (STRAGIER et al.,
2015; WEI et al., 2018). Desta forma, utilizou-se deste teste para avaliar a memoria destes
animais, visto que estudos demonstraram prejuizos de memaoria em filhotes de maes estressadas
durante a gestacéo.

Quando um rato passa mais tempo explorando um objeto novo na presenca de um
familiar, podemos inferir que o rato lembra do objeto familiar. Para avaliar este parametro,
utilizou-se o indice de reconhecimento de objetos (Tempo no novo/tempo no novo + tempo no
familiar). Neste sentido, resultados inferiores a 0,5 indicam um maior tempo de exploracéo do
objeto familiar em relagéo ao novo; resultados iguais a 0,5 indicam mesmo tempo de exploragédo
dos objetos; e resultados superiores a 0,5 indicam maior tempo de exploracdo do objeto novo
em relagdo ao familiar (WEI et al., 2018).

Neste trabalho foi utilizado dois periodos para avaliar a memoria de reconhecimento,
apos 2 horas da familiarizacdo e apds 24 horas do teste anterior. Desta forma, em periodos
superiores a 10 minutos, a regido do hipocampo é necessaria para a retengdo de memdria de
reconhecimento de objeto e, assim, possiveis prejuizos de memoria estardo relacionadas a um
comprometimento das func6es hipocampais (COHEN; STACKMAN, 2015).

Apo0s a realizacdo dos testes, obteve-se 0s seguintes resultados para memoria apos 2

horas de descanso: 1) As fémeas do grupo de mées modelo de TEPT ndo apresentaram
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diferengas significativas no indice de reconhecimento, mas reduziram o interesse em explorar
ambos os objetos (familiar e novo). 2) Os machos de mées modelo de TEPT apresentaram maior
tempo no objeto familiar e menor indice de reconhecimento de objetos quando comparados ao
grupo controle. Para a memdria ap6s 24h de descanso, obteve-se que: 1) As fémeas do grupo
de mées modelo de TEPT exploraram por menos tempo 0 objeto novo e apresentaram menor
indice de reconhecimento. 2) Os machos do grupo de mées modelo de TEPT apresentaram
maior tempo explorando o objeto familiar e obtiveram menor indice de reconhecimento de
objetos. Portanto, os menores resultados para o indice de reconhecimento podem sugerir
possiveis prejuizos na memoria.

Os resultados encontrados, neste estudo, estdo de acordo com a literatura que observou
gue o estresse na gestacao pode ocasionar em déficits na memoria dos descentes em diversas
fases da vida (precoce ou tardia) (CHEN et al.,2020; EHRLICH et al., 2015; LIAO et al., 2019;
MOURA et al., 2020; TOUMI; MERZOUG; TAHRAOUI, 2016).

O estudo de Chen e colaboradores (2020) realizou o teste de reconhecimento para
avaliar a prole adulta de ambos 0s sexos, de mées estressadas por contencdo (em periodo
precoce e tardio da gestacdo). Os resultados indicaram que os descendentes machos e fémeas
apresentavam déficits de memoria de reconhecimento. No entanto, ndo foi utilizado o indice de
reconhecimento, mas, na verdade,o indice de discriminagdo (tempo no objeto novo - tempo no
objeto familiar/tempo no objeto novo+tempo no familiar) X 100. Um outro estudo de Toumi e
colaboradores (2016) avaliou a memdria de reconhecimento de objetos em descendentes na
idade periadolescentes (dia 44 pos-natal). Os filhotes de mées que sofreram o estresse de
exposi¢do a predador apresentaram menor indice de reconhecimento de objetos apenas para a
prole fémea.

Dessa forma, foi encontrado prejuizos de memoria nos animais. E, ao transcrever isso
para humanos, estes prejuizos de memoria, relacionados ao hipocampo, podem ser,
extremamente, danosos para criangas e adolescentes, ja que eles se encontram em uma fase de

aprendizagem escolar.

8.2.6 Aprendizagem e memoria espacial no teste de Labirinto de Morris

Conforme introduzido anteriormente, 0s prejuizos cognitivos encontrados em filhos de
pacientes com TEPT gestacional podem ser reproduzidos em animais. Para avaliar
aprendizagem e memoria espacial, utilizou-se o teste de Labirinto Aquético de Morris (Criado

inicialmente por Richard Morris em 1984). Atualmente, este teste é altamente difundido devido
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a uma serie de fatores: falta de pré-treinamento; alta confiabilidade em uma ampla gama de
configuracdes de tanques e procedimentos de teste; sua utilidade entre as espécies (em humanos
pode ser utilizado um labirinto virtual); ampla evidéncia de sua validade como uma medida de
navegacado espacial dependente do hipocampo e memoria de referéncia (BROMLEY-BRITS;
DENG; SONG, 2011).

Para este estudo em questdo, foram encontrados o0s seguintes resultados para a fase de
treinamento: Nao houve diferencas significativas para os grupos estudados em relacdo aos 5
dias de treino do Morris de ambos o0s sexos. Para o dia do teste de sonda, foi encontrado 0s
resultados a seguir: 1) as fémeas do grupo de mées choque apresentaram maior laténcia para
alcancar o quadrante alvo; 2) as fémeas do grupo de mées choque apresentaram menor tempo
de permanéncia no quadrante alvo; 3) os machos do grupo de maes choque apresentaram maior
distancia percorrida total; 4) os machos do grupo de mées choque apresentaram maior laténcia
para chegar no quadrante alvo.

O estudo conduzido por Wilson e colaboradores (2012) avaliou o estresse pré-natal
variavel nos prejuizos de aprendizagem e memoria da prole, ja na fase adulta, no Labirinto
Aquatico de Morris, e, assim, como nesta pesquisa, 0 estudo nao apresentou diferenca
significativa na aprendizagem dos animais do grupo estressado em relag&o ao controle durante
0s 6 dias de treino (nesta pesquisa, foram utilizados 5 dias). Para ambos o0s grupos, notou -se
uma curva de aprendizagem adequada, ou seja, uma reducdo gradual na laténcia para alcancar
a plataforma. Mesmo que em um ponto da curva (para a prole fémea), houve um certo aumento
da laténcia do grupo TEPT, em seguida, prosseguiu com a reducéo (este pequeno aumento ndo
foi significativo). O estudo de Wilson e colaboradores também néo encontrou diferencas para
o dia do teste diferindo, nesta parte, do resultado encontrado aqui.

O estudo de Meunier e colaboradores (2014) demonstrou resultados semelhantes a esta
pesquisa, tanto na fase de aquisigéo (aprendizagem) - que ndo houve diferengas entre oS grupos
- quanto na fase de teste - que demonstrou uma reducdo no tempo de permanéncia no quadrante
alvo para o grupo de mées estressadas. No entanto, para Meunier e colaboradores (2014), os
machos apresentaram esta reducdo, mas nao as fémeas, e, nesta pesquisa, ocorreu o inverso. O
modelo de estresse utilizado no estudo citado acima é de contengdo imprevisivel durante 4 dias
(DG 17-20) por 90 minutos.

Um outro estudo de Sahu e colaboradores (2012) avaliou a prole (idade 40 dias) de maes
estressadas (estresse de contencdo 3 vezes ao dia) em dois periodos distintos (dia gestacional
de 1 a10 e dia gestacional 11 até o nascimento). Os filhotes de maes estressadas apresentaram

maior laténcia para alcancar a plataforma nos dias de treino, o que ndo pode ser observado nesta
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pesquisa - que ndo apresentou diferencgas entre os grupos para a fase de treinamento. J4, para a
fase de teste, pode-se observar que, assim como em nesta pesquisa, a prole de maes estressadas
apresentaram maior laténcia para o quadrante alvo e menor tempo no quadrante alvo (estes dois
parametros alterados foram observados para a prole fémea, para os machos, apenas o parametro
maior laténcia foi observado). O estudo de Sahu avaliou tanto macho quanto fémeas, como a
diferenca entre os sexos ndo foi significativa, ele incluiu todos os filhotes em um grupo apenas.

Um estudo mais recente de Zheng e colaboradores (2019) utilizou de estresse de
contencdo nos periodos gestacional (14 a 20), posteriormente, avaliou os efeitos e tratamento
na prole fémea com 60 dias de idade. No Labirinto Aquéatico de Morris foi observado uma
laténcia maior para as ratas do grupo estresse do dia 3 a 5 de treinamento, sendo que, nesta
pesquisa em questdo, ndo foi possivel observar diferencas significativas em nenhum dos dias
de treinamento, tanto para a prole de fémeas quanto de machos. Em relacéo ao dia do teste de
sonda, foi observado, no estudo de Zheng e colaboradores (2009), menor tempo no quadrante
alvo para o grupo do estresse, em relacéo ao grupo controle. Tal dado também foi encontrado
nesta pesquisa, apenas para a prole fémea.

Desta forma, pode-se observar que, diversos estudos corroboram para os resultados
encontrados no dia do teste de Morris. No dia da aprendizagem ndo foi obtido diferencas
significativas e foi encontrado um estudo com este mesmo resultado. O estudo de Wilson, citado
anteriormente, ndao encontrou diferengas significativas no treino, mas também ndo foram
encontradas no dia do teste.

Esta grande variabilidade de resultados encontrados nas pesquisas pode estar
relacionada a diversos fatores, tais como: linhagem distintas de ratos; modelos de estresse
distintos (estresse unico ou variavel, crénico ou agudo); diferentes periodos de aplicacdo do
estresse nas ratas prenhas (inicio, meio ou final da fase gestacional); testes realizados em
diferentes idades da prole (pré-puberes, puberes, adultos); uso de diferentes protocolos do
Labirinto de Morris. Apesar de nenhum estudo ter esses parametros exatamente iguais, neste
trabalho pode-se considerar que, no geral, os resultados foram mais congruentes do que
conflitantes.

Desta forma, este estudo demonstrou que, os filhotes fémeas e machos de maes modelo
de TEPT, apresentaram prejuizo de memoria espacial. Em humanos pode-se encontrar esses
prejuizos e deve-se pensar na questdo escolar de criangas que tiveram mées com diagnostico de

TEPT gestacional.
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8.2.7 Expressao das proteinas BDNF, DCX e Sinaptofisina no hipocampo pela técnica de
Western Blotting

As proteinas BDNF, DCX e Sinaptofisina sdo importantes no processo de aprendizagem
e memoria. Sendo o BDNF e DCX mais estudados em relacdo ao tema cognicdo e efeitos do
estresse. Dessa forma, estudos cientificos tém realizado testes comportamentais de memaria e
quantificacdo dessas proteinas.

Considerando a proteina BDNF, ha os seguintes estudos: o estudo conduzido por Shang
e colaboradores (2019), que avaliou o tratamento e os efeitos do estresse gestacional de
contencdo, na prole macho (com 30 dias); e o estudo de Guan e colaborardores (2017), que
utilizou o estresse crénico materno e avaliou seus efeitos na prole macho e fémea (com 42 dias).
Os resultados de ambos indicaram uma reducdo no nivel de BDNF para o grupo dos filhotes de
maes estressadas e maior laténcia para alcancar o quadrante alvo no Labirinto Aquéatico de
Morris, corroborando, assim, com os resultados desta pesquisa em questéo.

O teste de Labirinto Aquéatico de Morris tem tido uma forte correlacdo com a
Potenciacdo de Longo Prazo (LTP) que é extremamente importante para formacao de memérias
(SHANG et al.,2019). Destaca-se, entdo, a relevancia do BDNF para ocorréncia desse
fendmeno.

Um outro trabalho de Fatima e colaboradores (2019), também encontrou redu¢do dos
niveis de BDNF para a prole macho (entre 8 al3 dias) de mées que sofreram estresse variado
imprevisivel durante a gestacdo. Assim como o estudo de Lee e colaboradores (2016), que
utilizou estresse de exposicéo a cdo de caca, e observou que os filhotes de maes estressadas
apresentaram reducdo de BDNF, Tirosina quinase B (receptor de BDNF) e de DCX. No entanto,
esses estudos ndo realizaram testes comportamentais relacionados com a memoria.

Em relacdo a proteina DCX, o estudo de Liao e colaboradores (2019) identificou uma
reducdo no namero de células DCX positivas na prole macho (60 dias) de ratas que sofreram
estresse de contencdo durante a gestacdo. Esse resultado reforca, entdo, o que foi encontrado
nesta investigacao.

A ocorréncia de um menor nivel de BDNF e DCX em conjunto com 0s prejuizos na
memoria foi verdadeira apenas para os filhotes machos. Sendo assim, uma das hipdteses, desta
pesquisa, para ndo ter encontrado diferencas na porcentagem de BDNF e DCX nas fémeas é
que o estresse ndo foi capaz de promover uma redugéo desses fatores, visto que as fémeas
apresentam algum mecanismo molecular protetivo que conferiu auséncia de diferencas na
quantidade proteica (BDNF e DCX).
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Outra questéo levantada seria em relagdo aos testes comportamentais, pois as fémeas de
mées estressadas foram menos afetadas que 0os machos nesses testes (sem diferencas no
desenvolvimento fisico e reflexo, sem alteracbes da locomocdo, sem diferencas no
reconhecimento de objetos de 2 horas). No entanto, apresentaram prejuizos na memoria de
reconhecimento de 24 horas e prejuizos na memoria espacial no Labirinto Aquatico de Morris.
Dessa forma, considerou-se que as fémeas podem ter tido prejuizos moleculares de outras
proteinas que nao foram avaliadas neste estudo e que possuem algum papel importante para a
cognicéo.

Em relacdo a proteina sinaptofisina, o estudo de Gemmel e colaboradores (2016)
corrobora com resultados levantados neste estudo, j& que ndo encontrou diferencgas na densidade
de sinaptofisina na regido do hipocampo. Eles utilizaram de estresse contencédo e avaliaram 0s
efeitos na prole pds-desmame. Na literatura cientifica, ndo foi possivel encontrar mais estudos
que abordassem o estresse no periodo perinatal e as consequéncias em relacdo a proteina
sinaptofisina na prole.

Diante do exposto, observou-se que ha estudos na literatura que mostram que o estresse
gestacional pode reduzir o teor proteinas na prole (BDNF, DCX), no entanto, esses estudos sdo
em sua maioria em machos. Além disso, acreditamos que ha diferengas sexuais no periodo pré-
pubere como foi demonstrado em alguns estudos como, Barbie-Shoshani e colaboradores
(2016) que identificou que a prole fémea na idade pré-pubere do grupo controle apresentou um
maior nimero de DCX no hipocampo na regido do giro denteado em relagdo aos machos,
indicando assim um aumento da ativacdo da neurogénese. Assim como, o estudo de Bock e
colaboradores (2011) demonstrou que ratas fémeas na idade pré-pabere tem um maior nimero
de espinhos dendriticos, maior comprimento dendritico e maior complexidade em neurénios
granulares do giro denteado em comparagdo com os machos. Desta forma, se ha diferencas
entre 0s sexos para 0s animais controles nessa fase de vida, consideramos que a existéncia de
algum transtorno pode sim ter um percurso diferente quando consideramos 0 sexo.

Alguns estudos tém relatado as diferencas entre os sexos para determinadas doencas e
para alguns tratamentos, no entanto na maioria dos casos 0s estudos sdo realizados em animais
adultos (SAKHALIE et al., 2020). Dessa forma, para termos uma resposta mais conclusiva e
assertiva mais estudos que avaliem as diferencas sexuais em periodos distintos da vida sdo

necessarios.

8.2.8 Correlacdo entre porcentagem das proteinas BDNF, DCX e Sinaptofisina com o

indice de reconhecimento de objetos.
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A correlacdo entre os niveis de BDNF, DCX e Sinaptofisna com os testes de memoria
¢ importante, pois demonstra o0 quanto esses fatores estdo associados. Nesse trabalho, foi
correlacionado a quantidade de proteina com o indice de reconhecimento de objetos para cada
animal em especifico.

Na literatura cientifica ndo foi encontrado estudos em animais que fazem essa
correlacdo. No entanto, foi encontrado um estudo em humanos, de Costa e colaboradores (2015)
que demonstrou uma correlacdo positiva com o0s niveis séricos de BDNF e parametros
cognitivos como, atencdo e dominio executivo, em pessoas com doenca de Parkinson com
comprometimento cognitivo leve. Isso indicou que, quanto maior os niveis séricos de BDNF
maior seria a atencdo e execucdo de tarefas. No presente trabalho, foi demonstrado também
uma correlacdo positiva entre BDNF e indice de reconhecimento de objetos, ou seja, maiores
concentra¢fes de BDNF indicaram maiores indices de reconhecimento de objetos para filhotes
fémeas (reconhecimento de 2 horas — pequena correlagéo) e filhotes machos (reconhecimento
de 24 horas — moderada correlacdo). Assim como, menores concentracfes de BDNF indicam
menores indices de reconhecimento de objetos. Desta forma, ter maior concentracdo de BDNF
implicaria em melhores resultados de memaria de reconhecimento de objetos para 0s grupos
citados acima.

Para a correlag&o entre a proteina DCX e indice de reconhecimento de objetos também
foi encontrado correlacdo positiva para os filnotes machos (reconhecimento de 2 horas e 24
horas, moderada e alta correlacdo respectivamente), ou seja, niveis mais elevados da proteina
tendem a melhor memoria de reconhecimento de objetos, assim como, niveis menores de
proteinas com menores indices de reconhecimento. No grupo de fémeas (reconhecimento de 24
horas — pequena correlacdo), no entanto, a correlagdo foi negativa, o que indica menores niveis
de proteinas com maiores indices de reconhecimento e vice-versa.

Considerando a proteina Sinaptofisina, foi encontrado correlagdo positiva para 0s
filhotes machos (reconhecimento de 2 horas — pequena correlacdo), que indica que maior teor
de proteina implicaria em maiores indices de reconhecimento de objetos. No entanto, para as
fémeas (reconhecimento de 2 horas e 24 horas — moderada e alta correlacdo, respectivamente)
a correlagéo foi negativa, ou seja, menores niveis de Sinaptofisina implicam em maiores indices
de reconhecimento de objetos.

Diante do que os estudos demonstram, que o estresse durante a gestacdo, ou seja, em
uma fase uterina, pode ocasionar em déficits de memdria apds o nascimento, seja em uma fase

precoce ou na idade adulta, enfatiza-se a importancia de elucidar quais as proteinas envolvidas
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nesse processo de prejuizo de memoria. Nesse propésito, encontramos que as proteinas BDNF,
DCX estavam reduzidas em filhotes machos do grupo de médes modelo do TEPT. Outros
estudos com o estresse gestacional, mas ndo com o TEPT , identificaram também reduces das
duas proteinas citadas acima, além de ter encontrado prejuizos em testes de memdria. No
entanto, nenhum estudo avaliou a correlacdo entre essas proteinas e cada resultado encontrado

de memdria. Dessa forma, evidencia-se que esse estudo foi o primeiro a realizar essa correlagéo.
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9 CONCLUSAO

Diante dos resultados encontrados neste trabalho, pode-se concluir que, o TEPT gestacional
ocasionou em déficits de memdria para a prole em idade pré-pubere de ambos 0s sexos e que a
reducdo das proteinas BDNF e DCX podem ser consideradas um dos fatores responsaveis pelo
prejuizo de memoria nos filhotes machos. Além disso, deve-se salientar a importancia de
detectar esses prejuizos cognitivos em uma fase precoce, por exemplo, na fase pré-pubere,
assim o individuo terd um adequado tratamento e seu desenvolvimento neurologico ndo sera

tdo comprometido.
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