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RESUMO

Os comportamentos maternos observados durante o0 periodo pos-natal
desempenham papel crucial no desenvolvimento neurocognitivo da prole. O modelo
de Limitacdo da Construcéo do Ninho (LCN) emerge como ferramenta essencial para
simular estressores naturais, afetando a relagdo mae-filhote. A restricdo consciente
do acesso aos materiais de nidificacdo expde precocemente a prole ao estresse,
sendo instrumental na analise das implicacbes dessas experiéncias no
processamento de informacdes e na formacédo de memorias duradouras. Diante disso,
0 objetivo principal deste estudo foi investigar os impactos na cogni¢cao da prole
durante os estagios iniciais da vida, decorrentes do modelo de estresse de LCN no
periodo pods-natal e lactagdo. Os experimentos foram conduzidos utilizando ratas
prenhas da linhagem wistar, distribuidas nos grupos controle e LCN. No Pés-Natal Dia
1 (PND1), os filhotes foram padronizados em 4 machos e 4 fémeas e pesados no
intervalo de 3 dias, enquanto as progenitoras foram pesadas no mesmo intervalo. Do
PND2 ao PND9 os animas do grupo LCN foram submetidos ao modelo LCN, e o
controle com a maravalha em abundancia. Os comportamentos maternos (CM) foram
avaliados de PND4 a PND9, e os testes comportamentais foram conduzidos nos
filhotes do PND27 a PND33, incluindo o teste de Labirinto Aquatico de Morris (LAM)
para avaliacdo da memdria espacial, Reconhecimento de Objetos (RO) para memoria
de reconhecimento de objetos, Medo Condicionado ao Contexto (MCC) para avaliar a
memo©éria aversiva e o teste de Campo Aberto (CA) para avaliacdo da locomocéo e do
tempo de imobilidade. O teste CA nas progenitoras foi realizado no PND6. Para
andlise estatistica foi usado o teste “t” de Student ou a ANOVA de dois fatores com
medidas repetidas, seguidos pelo pos-teste de Tukey. Os resultados revelaram um
menor peso da ninhada do grupo LCN no periodo de lactacdo em comparagdo aos
animas do grupo controle. No que tange ao CM, houve diminuicdo nos parametros
maternos e aumento nos ndo maternos nos animas grupo LCN em comparagéo aos
animais do grupo controle. No teste LAM, durante os dias de treinamento, os animais
do grupo LCN (fémeas e machos) apresentaram maior tempo para alcancar a
plataforma e no dia do teste, os animais do grupo LCN permaneceram menos tempo
no quadrante da plataforma em comparacéo ao grupo controle. Observou-se no teste
de RO uma diminuicdo no tempo de exploracédo ao objeto novo nos animais do grupo
LCN nos testes de 2 e 24 horas, respectivamente, em comparagdo aos animais do
grupo controle, em consequéncia os animais do animas do grupo LCN apresentaram
um menor indice de reconhecimento nos testes de 2 e 24 horas em relacdo aos
animais do grupo controle. No teste de Campo Aberto, ndo houve diferencas nos
parametros avaliados, tanto nas progenitoras como na prole. Verificou-se no teste do
MCC, um menor tempo de freezing nos animais do grupo LCN em relagédo aos animais
do grupo controle. Pode-se concluir que a inducao do estresse perinatal por LCN foi
capaz de reduzir os parametros de comportamento materno, resultando em
implicacdes na prole. Os animais do grupo LCN demonstraram déficits na memoria,
tanto em relacdo a memoria espacial quanto ao reconhecimento de objetos. Além
disso, evidenciou-se um déficit na memoria aversiva, indicando dificuldade em lembrar
ou reagir ao contexto associado ao estimulo aversivo, demostrando assim que o LCN
teve um impacto significativo sobre a memoaria e aprendizagem de ratos pré-pubere.

Palavras-chave: Restricdo do Material de Nidificagdo; Comportamento Materno;

Plasticidade Neuronal; Cognicdo; Memoria.
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ABSTRACT

Maternal behaviors observed during the postnatal period play a crucial role in the
neurocognitive development of offspring. The Nest Building Limitation (NBL) model
emerges as an essential tool to simulate natural stressors, affecting the mother-
offspring relationship. The conscious restriction of access to nesting materials exposes
offspring to stress early on, being instrumental in analyzing the implications of these
experiences on information processing and the formation of lasting memories. Thus,
the main objective of this study was to investigate the impacts on offspring cognition
during the early stages of life, resulting from the NBL stress model in the postnatal and
lactation period. The experiments were conducted using pregnant Wistar rats, divided
into control and NBL groups. On Postnatal Day 1 (PND1), the litters were standardized
to 4 males and 4 females and weighed at 3-day intervals, while the mothers were
weighed at the same intervals. From PND2 to PND9, the animals in the NBL group
were subjected to the NBL model, and the control with abundant wood shavings.
Maternal behaviors (MB) were assessed from PND4 to PND9, and behavioral tests
were conducted on the offspring from PND27 to PND33, including the Morris Water
Maze (MWM) for spatial memory assessment, Object Recognition (OR) for object
recognition memory, Contextual Fear Conditioning (CFC) to assess aversive memory,
and the Open Field Test (OFT) for evaluating locomotion and immobility time. The OFT
in the mothers was performed on PNDG6. For statistical analysis, Student's t-test or two-
way ANOVA with repeated measures followed by Tukey's post-test was used. The
results revealed a lower litter weight in the LCN group during the lactation period
compared to the control group animals. Regarding MB, there was a decrease in
maternal parameters and an increase in non-maternal ones in the LCN group animals
compared to the control group animals. In the MWM test, during the training days, the
LCN group animals (females and males) took longer to reach the platform, and on the
test day, the LCN group animals spent less time in the platform quadrant compared to
the control group. In the OR test, a decrease in exploration time of the new object was
observed in the LCN group animals in the 2 and 24-hour tests, respectively, compared
to the control group animals, consequently, the LCN group animals showed a lower
recognition index in the 2 and 24-hour tests relative to the control group animals. In the
OFT, no differences were observed in the parameters evaluated, both in the mothers
and in the offspring. In the CFC test, a shorter freezing time was observed in the LCN
group animals compared to the control group animals. It can be concluded that the
induction of perinatal stress by LCN was capable of reducing maternal behavior
parameters, resulting in implications for the offspring. The LCN group animals
demonstrated deficits in memory, both in terms of spatial memory and object
recognition. Furthermore, a deficit in aversive memory was evidenced, indicating
difficulty in remembering or reacting to the context associated with the aversive
stimulus, thus demonstrating that LCN had a significant impact on memory and
learning in prepubertal rats.

Keywords: Nesting Material Restriction; Maternal behavior; Neuronal plasticity;

Cognition; Memory.
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1 INTRODUCAO

O estresse durante o periodo perinatal demonstra forte associacdo com o
desenvolvimento de transtornos como depressao e ansiedade, tanto na adolescéncia
guanto na idade adulta dos descendentes (VAN DEN BERGH et al., 2018; CAMPO et
al., 2017; MARCO et al., 2015). Além disso, a exposicdo ao estresse durante o periodo
perinatal pode exercer impactos consideraveis sobre a fungcdo cognitiva e a
neuroplasticidade da prole, dada a natureza critica desse periodo para o
desenvolvimento do sistema nervoso central (VAN DEN BERGH, DAHNKE;
MENNES, 2018). Portanto, as experiéncias adversas na infancia, que se manifestam
precocemente e ao longo do desenvolvimento, estdo associadas a disturbios
neurocomportamentais e aumentam o risco de disturbios neurologicos (KINSLEY et
al., 1999; OLAZABAL et al., 2013).

No entanto, apesar dos prejuizos previamente mencionados decorrentes do
estresse perinatal, ha lacunas no conhecimento sobre sua relacdo com déficits
cognitivos, especialmente em termos de memoria e aprendizagem na fase precoce.
Essas deficiéncias cognitivas podem estar presentes em diversos transtornos do
neurodesenvolvimento e tém implicacdes significativas para a qualidade de vida a
longo prazo (SCHMIDT; STERLEMANN; MULLER, 2008). Assim, torna-se evidente a
necessidade de investigar os mecanismos subjacentes durante a fase inicial em
modelos animais, especialmente em uma idade pré-pubere.

E importante considerar que diferentes modelos animais séo utilizados para a
indugcéo de estresse perinatal, pois mimetizam e demonstram 0s comportamentos
consequentes de situacdes estressoras. O modelo de estresse LCN é considerado
um modelo mais "natural”, pois consiste em limitar o material de constru¢do do ninho.
Essa interferéncia no ambiente produz consequéncias no preparo tipico da fémea com
a chegada e a criacao de seus filhotes (APFELBACH et al., 2005).

A reducdo de maravalha ndo apenas limita a capacidade das méaes de construir
ninhos, mas também resulta na necessidade de construir ninhos com mais frequéncia,
aumentando 0 manuseio brusco, o pisoteamento dos filhotes e reduzindo o tempo de
cuidado. Esse paradigma se estabelece como um modelo de estresse muito util para
compreender o desenvolvimento da prole sob a influéncia do cuidado materno e, em

particular, sob as condi¢cdes de negligéncia materna. Vale ressaltar que a negligéncia
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materna € a forma mais comum de maus-tratos contra criancas e adolescentes, sendo
responsavel por 50% dos casos em diversas situacdes (NUNES; SALES, 2016; YAN
etal., 2017; RATES et al., 2015).

Portanto, hipotetizamos que a Limitagao na Construgdo do Ninho (LCN) durante
o periodo po6s-natal prejudique o aprendizado e a memaria da prole. Compreender 0s
mecanismos relacionados a esses efeitos no inicio da vida € fundamental para
avancar no conhecimento sobre o desenvolvimento cognitivo e neurocomportamental,
bem como para o entendimento de como 0 estresse perinatal afeta 0s mecanismos
envolvidos em transtornos do neurodesenvolvimento, possibilitando a identificacédo de

estratégias de intervencgao precoces.
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2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 ESTRESSE

O termo "estresse" € amplamente difundido na vida cotidiana das pessoas. No
entanto, € comum a ideia de que o estresse € algo prejudicial, com efeitos negativos
na saude humana que devem ser evitados. Do ponto de vista cientifico, é sabido que
0 estresse € uma resposta fisiologica adaptativa e fundamental para a sobrevivéncia
e enfrentamento dos desafios diarios. No entanto, a exposicao repetida e prolongada
a estimulos estressores pode sobrecarregar os mecanismos fisioldégicos adaptativos,
tornando o individuo mais vulneravel a doengcas (MCEWEN, 2000; SOUZA, 2016).

Historicamente, o conceito de estresse foi introduzido nas ciéncias da saude
em 1936 por Hans Selye, que o definiu como um fendmeno nédo especifico associado
a uma ampla variedade de agentes nocivos (Selye, 1936). Ao analisar as
repercussdes fisiolégicas do estresse, ele cunhou o termo "Sindrome Geral de
Adaptacado” (SGA), que descreve uma resposta defensiva do organismo diante de
estimulos aversivos, ainda de acordo com o mesmo autor, diferentes tipos de estresse
podem resultar em respostas distintas. Ele introduziu o conceito de "euestresse," que
se refere a respostas consideradas positivas e preparatorias para enfrentar novos
desafios, e o conceito de "distresse,” que € caracterizado como estresse negativo,
excessivo e associado a debilidades fisicas, comportamentais e mentais.

Portanto, o estresse pode ser compreendido como uma condi¢ao que perturba
a homeostase fisioldgica e/ou psicoldgica, alterando a qualidade de vida e
desencadeando respostas imediatas e/ou tardias (MCEWEN, 2000). O estresse pode
se manifestar de forma aguda, ocorrendo em curtos periodos com alta intensidade e
respostas imediatas, ou de forma cronica, prolongada, com menor intensidade e
respostas mais tardias (TAN; YIP, 2018).

O estresse tem sido frequentemente associado a respostas a eventos
estressores que desafiam a adaptacdo do organismo, perturbando a homeostase e
desencadeando respostas cruciais para a adaptacdo e o retorno a estabilidade
homeostatica ideal (LEVINE, 2005). A homeostase refere-se a manutencdo de
estreitos parametros fisiolégicos essenciais a sobrevivéncia, como temperatura
corporal, pH e pressao de oxigénio, que sao fundamentais para a vida (BRUCE, 2000).

Quando essa zona estreita de equilibrio biolégico é perturbada, o organismo recorre
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a um processo chamado alostase para recuperar sua estabilidade e assegurar sua
sobrevivéncia. A alostase envolve ajustes organicos em resposta a eventos
previsiveis e imprevisiveis, visando restabelecer o equilibrio (MCEWEN; WINGFIELD,
2003).

Nesse contexto, a alostase € um termo mais apropriado para descrever 0s
mecanismos de adaptacéo fisiologica do que a homeostase, que se concentra na
manutencdo de parametros vitais essenciais a sobrevivéncia. A mesma € 0
mecanismo que mantém o organismo funcionando e vivo, adaptando-se a desafios
ambientais com resiliéncia a curto prazo (SAPOLSKY, 2000).

Assim, em busca de sobrevivéncia, o organismo desenvolve a capacidade de
lidar com mudancas e desafios ambientais com resiliéncia (KARATSOREOS;
MCEWEN, 2013). Quando essa capacidade ndo é alcancada, o estresse pode afetar
cada pessoa de maneira Unica e representar um risco para o desenvolvimento de
diversas doencas (SCHMIDT; STERLEMANN; MULLER, 2008).

As respostas ao estresse implicam trés componentes principais que
desencadeiam uma cascata neuroenddcrina: o hipotalamo, a hipéfise (ou pituitéria) e
as glandulas adrenais. Essas estruturas interligadas constituem o eixo HPA,
reconhecido como o principal sistema fisioldégico de reacdo ao estresse (MCEWEN
2000; SAPOLSKY 2000; TSIGOS, CHROUSOS 2002). No hipotédlamo, ocorre a
liberacdo do horménio corticotrofina (CRH) na circulacdo portal-hipofisaria. O CRH,
por sua vez, estimula a producdo do horménio adenocorticotréfico (ACTH), que é
lancado na corrente sanguinea e age no cortex da glandula adrenal, promovendo a
sintese do hormonio glicocorticoide, cortisol em humanos e corticosterona em outras
espécies, como roedores. Os glicocorticoides desempenham um papel crucial ao
aumentar a disponibilidade de energia, facilitando a quebra de proteinas e gorduras,
principalmente nos musculos, em resposta a situacdes de "luta ou fuga", além de
metabolizar a glicose no figado (MUNCK; GUYRE,1984) Figura 1.
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Figura 1- Componentes envolvidos na resposta ao estresse
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Fonte: Adaptado de http://neurotorium.org (2016).

Assim, quando o estresse provoca respostas exacerbadas que ultrapassam a
capacidade natural de enfrentamento, ocorrem alteracbes neuroenddcrinas que
podem estar associadas a problemas comportamentais e doencas na idade adulta,
incluindo prejuizos na memaria, aprendizado, sintomas semelhantes a depresséo e
ansiedade, além de desencadear alteracdes cronicas e processos fisiopatoldgicos
significativos. Dentro desse cenario, € relevante salientar que cada pessoa reage de
maneira Unica diante de um mesmo estimulo estressante, e a avaliacdo cognitiva
desempenha um papel fundamental na determinacéo da intensidade da resposta ao
estresse. (SOUZA, 2016; MCEWEN, 2000).

2.2 ESTRESSE POS-NATAL E ALTERACOES NA PROLE

E sabido ent&o, que os agentes estressores influenciam diretamente ao longo
de todo o desenvolvimento, que diz respeito ao periodo pds-natal, ou seja, durante as
primeiras fases do desenvolvimento, eventos estressantes contribuem com o
aparecimento de vulnerabilidades e psicopatologias como j& descrito anteriormente.
Os cuidados maternos séao direcionados para a protecdo do organismo do seu

dependente, e a privacdo desses cuidados podem resultar no rompimento dessa
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protecdo tdo essencial (DE BELLIS et al., 1999; HEIM e NEMEROFF, 2001,
NEWPORT et al., 2002; GLUCKMAN et al., 2005; MEIJER, 2006).

Diversos fatores interagem com o objetivo de promoverem o comportamento
materno, como fatores psicologicos, ambientais, neurais e biolégicos. Assim como as
respostas fisioldgicas e comportamentais compensatérias sao geradas por mudancas
internas, mudancas ambientais levam a alteracbes hormonais (SCHULKIN, 1999;
TEODOROV; FELICIO; BERNARDI, 2010). Os hormdnios gestacionais s&o
essenciais no direcionamento do animal para o comportamento materno com 0s
filhotes, e o0s neurotransmissores com a regulacdo e manutencdo desses
comportamentos no periodo de lactacdo (NUMAN, 1988; KINSLEY; AMORY-MEYER,
2011; ROBINSON; ZITZMAN; WILLIAMS, 2011; TEODOROV; FELICIO; BERNARDI,
2010).

Esse cuidado, oferece a prole que é exclusivamente dependente dessa
relacdo, estimulos vitais, durante o seu desenvolvimento. Proporciona necessidades
nutricionais, estimulos térmicos, olfatorios, visuais, auditivos e somatossensorios,
porém, essa relacao intensa entre mae e prole ndo se resume apenas ao suprimento
dessas necessidades. O ambiente € responsavel por produzir impactos que trardo
efeitos em animais e seres humanos neurobiologicamente e psicologicamente em
todos os periodos da vida (DE BELLIS et al.,, 1999; TEICHER, 2000; PRYCE;
FELDON, 2003). As mées dos animais, antes do nascimento dos filhotes, constroem
ninhos para prover a termorregulacédo dos seus filhotes, ja que eles sdo incapazes, ao
nascerem, de regularem sozinhos a sua temperatura corpérea (HENNESSY et al.,
1980). Além de regular a temperatura corporal, as mées lactantes de roedores adotam
uma postura conhecida como "crouching" ou cifose fisiolégica, na qual sua coluna se
arqueia para oferecer amamentacao e também para limpar os filhotes, lambendo-os.
Esse comportamento ndo apenas limpa a area ano-genital dos filhotes, estimulando a
defecacdo e a miccdo, mas também favorece a diferenciagdo sexual no cérebro da
prole masculina (TEODOROV; FELICIO; BERNARDI, 2010).

Em roedores, as acfes maternas sdo observadas e documentadas quando a
rata exibe comportamentos diretamente associados aos filhotes, como a construcéo
do ninho, a estimulagédo da micgcéo por meio de lambidas na regido ano-genital, o
agrupamento dos filhotes no ninho e o posicionamento sobre eles para fornecer
nutricdo e calor. Além disso, comportamentos maternos indiretos, como

comportamento agressivo, também séo registrados (MANN, 2006) Figura 2.
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Figura 2 - Desenho de um subconjunto de comportamentos maternais
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Fonte: Adaptado de GRAMMIE (2005).

Variagbes nesses e em outros comportamentos maternos, resultantes de
diversas condi¢cdes, seja com a mée ou em seu ambiente, sdo associadas a disturbios
neurocomportamentais tardios apresentados no decorrer da vida. Estudos com
modelos de estresse e separacdo materna mostraram que divergéncias na primeira
infancia aumentam o risco para distirbios comportamentais e neuroldgicos (KINSLEY
etal., 1999; OLAZABAL et al., 2013). Portanto, possiveis prejuizos séo causados aos
filhotes que tiveram o ambiente pds-natal alterado (DEL CERRO et al.,2010; DE
SOUZA et al., 2011).

Nessa mesma perspectiva, Chagas e colaboradores (2020), avaliaram o
estresse gestacional crénico e a influéncia do transtorno de estresse pos-traumatico
(TEPT) durante a gestacédo, e as respostas neuroenddcrinas na mée e nos filhotes,
utilizando ratas Wistar, e o choque como inducdo ao estresse gestacional, no dia
gestacional 10 (DG) e reexpondo as ratas ao choque no dia pés-natal 01,
demonstrando que os filhotes provindos de ratas com TEPT, apresentaram niveis

plasmaticos aumentados de corticosterona quando comparados a filhotes provindos
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de ratas sem TEPT, além de um aumento de receptores de glicocorticoides (GR) no
hipocampo.

Utilizando esse mesmo modelo de TEPT, S& e colaboradores (2021),
investigaram os possiveis déficits na memoéria e as alteracdes neurogénicas em
filhotes de ratas Wistar, de ambos os sexos, em idade pré-pubere, verificando-se
déficits de memoria e a reducéo do fator neurotroéfico derivado do cérebro (BDNF) e
Doublecortin (DCX). Além do estudo ter considerado que o prejuizo de memdéria nos
filhotes machos foi consequéncia da reducao das proteinas citadas.

Corroborando com tais resultados, Brunson, et al., (2005), avaliaram o
estresse no inicio da vida e os mecanismos de declinio cognitivo tardio, utilizando um
modelo de restricdo de material de nidificacdo, com ratos Sprague-Dawley, machos e
fémeas. Demonstram, que esse periodo curto de estresse no inicio da vida, foi muito
significativo, levando a prole a prejuizos atrasados e progressivos das medidas
sinapticas e comportamentais da funcdo hipocampal, com implicacdes potenciais na
base de disturbios cognitivos relacionados a idade em humanos.

Portanto, quando identificamos déficits que surgem precocemente devido ao
estresse no periodo poés-natal, eles podem servir como indicadores precoce de
anormalidades comportamentais que podem se manifestar mais tarde na vida. Além
disso, esses déficits podem ser associados a um maior risco de transtornos do
neurodesenvolvimento (MESQUITA, et al., 2007).

2.3 LIMITACAO NA CONSTRUCAO NINHO E SEUS IMPACTOS NO
DESENVOLVIMENTO DA PROLE

Sao utilizados diversos modelos animais de estresse perinatal que mimetizam
ou tentam demonstrar os comportamentos consequentes de eventos estressores
impostos pela natureza a espécies comumente utilizados para pesquisas basicas em
laboratorios. Nessa perspectiva, alguns modelos de estresse, se apresentam de forma
mais “natural”, ou seja, sao utilizados estressores que interferem sobre o ambiente e,
consequentemente, no preparo tipico da fémea com a chegada e a criacdo de seus
filhotes (APFELBACH, et al., 2005; MESQUITA, et al., 2007; GLYNN e BARAM, 2019).

O método anteriormente mencionado, LCN é empregado para influenciar e
diminuir esse zelo, consiste na restricdo de maravalha na gaiola, conforme delineado

no protocolo de Yan et al., (2017). Com a diminuicdo da quantidade de maravalha, ha
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uma possivel reducéo na habilidade das maes em construir ninhos, o que pode levar
a construcbes mais frequentes, manipulacdo brusca e pisoteamento dos filhotes,
resultando em menor tempo dedicado ao cuidado parental. Esse paradigma se
configura como um modelo Util para induzir estresse nos animais, contribuindo para a
compreensao do desenvolvimento da prole sob a influéncia do cuidado materno,
notadamente caracterizado pela diminuicdo do cuidado maternal.

A imprevisibilidade e a caréncia de recursos para a construcéo do ninho € um
meio de produzir um tipo de estresse psicossocial. Portanto, modelos de estresse que
impedem a construcdo de um ninho razoavel ou de uma maneira adequada,
caracteriza um modelo que representa situa¢des estressoras encontrado na natureza.
Dessa forma, o0 ninho passa a ser fundamental na relagdo da mae-filhote, ja que esses
animais produzem comportamentos de presa, e naturalmente precisam deste ninho
como fonte de protecao frente ao predador, institivamente (APFELBACH, et al., 2005;
ALDAO; NOLEN-HOEKSEMA; SCHWEIZER, 2010).

Estudos mostraram, que a limitagdo na constru¢do do ninho induziu ao
comportamento social disfuncional j& na infancia, no periodo pré-desmame e persistiu
na adolescéncia. Embora ndo seja completamente compreendido, como 0s maus-
tratos altera a trajetdria do desenvolvimento do cérebro para a producao de patologias,
o comportamento semelhante a depressédo encontrado no periodo da adolescéncia,
foi correspondido a um aumento na atividade neural da amigdala e do aumento da
expressao de proteina de c-Fos nos nucleos lateral, basal e central na amigdala, uma
vez que essa estrutura cerebral esta relacionada a regulacdo emocional e que requer
a interconexo dinamica do hipocampo e cortéx-frotal (MACRI et al., 2011; GLYNN e
BARAM, 2019).

Em outro estudo sobre a disfuncdo hipocampal e deficiéncias cognitivas
provocadas por estresse cronico na infancia, que também utilizou o modelo de
estresse de limitacdo na construcao do ninho, sugeriu, que além do estresse cronico
prejudicar o aprendizado, os seus efeitos se mantém constantes e pioram durante a
idade adulta. Esses resultados estdo associados a mudancas estruturais nos
neurénios do hipocampo, incluindo a reducdo da arborizacdo dendritica (IVY et al.,
2010). Ainda nesse estudo, a expressao do hormdnio promovido pelo estresse,
corticotrofina (CRH), localizada nos dendritos das células piramidais, teve a sua
expressdo aumentada no hipocampo em animais estressados precocemente. Um

bloqueador seletivo do receptor CRH tipo 1, administrado durante a semana apés o
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estresse crbnico no inicio da vida, eliminou os déficits da funcdo cognitiva
dependentes do hipocampo, provocados por esse estresse, em ratos de meia-idade
(LINCOLN; SCHULZE; RENNEBERG, 2022).

Gaudin e colaboradores (1996), também encontraram prejuizos nos filhotes.
A avaliacao foi realizada em filhotes, machos e fémeas, Sprague-Dawley, limitando o
material de aninhamento na gaiola no PND 02-09, influenciando na qualidade e na
guantidade das atividades de nutricdo e de cuidados maternais das méaes com os seus
filhotes, incorporando um elemento importante da negligéncia e do abuso na infancia.
Especificamente, no 9° dia pos-natal, filhotes que tiveram o ninho limitado, foram
submetidos a estresse agudo de separacéao a frio junto com os controles. O grupo néo
tratado e com cama limitada, manifestou aumento da producdo de corticosterona
plasmatica, mesmo sem exposicdo ao frio, e um aumento sustentado da
corticosterona plasméatica ap0s estresse de separacdo a frio. Os prejuizos
encontrados foram, pesos das glandulas suprarrenais aumentados, peso corporal
menor, niveis basais de corticosterona plasmatica mais elevados, e maior
responsividade do eixo HPA a estressores agudos em comparagao aos controles.

Segundo a hipotese da mediacdo maternal, o relacionamento entre o
individuo e o seu ambiente, desenvolve uma relacao linear, jA que boas experiéncias
resultariam em adaptagfes funcionais, e experiéncias negativas, levariam a mas
condicdes e patologias futuras. Através dessa visao, o organismo é considerado uma
instituicdo passiva pelas mudancas ambientais. Em uma visdo mais flexivel, essa
influéncia ambiental é considerada como uma capacidade constantemente adaptativa
de plasticidade fenotipica, pois, as respostas geradas nos filhotes, vinda desse
ambiente oferecido pela mée, os informaria sobre as caracteristicas do seu ambiente
futuro (MACRI et al., 2011; VAN DEN BERGH et al., 2020).

Por ultimo, no contexto da literatura fundamental, a utilizacdo desse modelo
de estresse animal ainda se encontra restrita, especialmente no que concerne aos
aspectos cognitivos, como a exploracdo de eventuais déficits na memoéria e no
aprendizado dos filhotes. Contudo, ao diminuir a capacidade da mée em construir o
ninho e proporcionar um ambiente saudavel para os filhotes, ocorre um repertério
distorcido e fragmentado dos cuidados maternos apropriados, possivelmente
resultando em estresse cronico. Isso se apresenta como uma ferramenta valiosa para
a investigacao das consequéncias dessa experiéncia de estresse durante os estagios
iniciais da vida (IVY et al., 2008).
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2.4 MEMORIA E COGNICAO

Como destacado anteriormente, a restricAdo do material de nidificacdo
mimetiza a negligéncia materna em relacdo a prole, proporcionando um cuidado
fragmentado, pois os filhotes ndo recebem os cuidados adequados. Um estudo
conduzido por Ivy (2008) revelou que os parametros de comportamentos maternos
adequados se tornam notavelmente evidentes quando o material de nidificagdo &
devolvido a gaiola. Esse retorno permite a reversdo do comportamento negligente,
com as atividades de cuidado materno normalizando e tornando-se indistinguiveis do
grupo controle. Os resultados da pesquisa de Ivy (2008), foram claros ao avaliar os
comportamentos maternos, incluindo a tendéncia de deixar os filhotes/abandonar o
ninho, a duracdo da lambida e da limpeza.

Sugere-se que, embora a limitacdo na construcdo do ninho altere
intensamente 0s comportamentos maternos, essa consequéncia pode ser revertida
apos a restauracdo de um ambiente "normal”. Quando proporcionado um ambiente
favoravel a criacdo dos filhotes, € muito provavel que a mae realize os cuidados de
maneira adequada, prevenindo assim possiveis consequéncias no desenvolvimento
da prole (CROMWELL; PANKSEPP, 2011).

As intervencbes na relacdo entre mée e filhote, influenciam no
desenvolvimento e no amadurecimento de todo o sistema neuronal (BENETTI et al.,
2007). Essas intervencdes também influenciam no desenvolvimento da cognicéo, que
€ uma importante parte do funcionamento cerebral e que representa a recepcéo e
percepcao dos estimulos percebidos e interpretados, sendo um conjunto formado pela
aprendizagem, tomada de decisdo, atencao e julgamento.

Esse conjunto é diretamente influenciado pelo estresse, gerando muitos
efeitos sobre a cognicéo e que vao depender de sua intensidade, duragéo, origem e
magnitude. Assim como foi citado, o estresse nao possui um significado conclusivo e
por sua vez, a cogni¢do, € também um conceito complexo e que envolve uma
diversidade de processos, que lidam com informacdes e manipulam representacées
no cérebro, com o objetivo de produzir uma resposta adequada (CROMWELL,;
PANKSEPP, 2011; SANDI, 2013).

Contudo, alguns autores apontam que a cognicdo se refere a tudo o que esta
relacionado ao conhecimento. Envolve a aquisicdo de informacdes por meio da

aprendizagem ou experiéncias e 0 processamento dessas informacdes por meio da
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percepcao dos diferentes sentidos, permitindo a integracéo de todos esses dados para
avaliar e interpretar (CROMWELL; PANKSEPP, 2011; GONCALVES; TOMAZ;
SANGOI, 2006). A cognicdo abrange diversos processos cognitivos, como
aprendizagem, atencdo, memoria, linguagem, raciocinio, tomada de decisdes, entre
outros, que desempenham um papel fundamental no desenvolvimento intelectual e
nas experiéncias individuais. O processamento dessas informacfes influencia o
comportamento e as emocfes e trabalha em conjunto para incorporar novos
conhecimentos e criar uma compreensdo do mundo. Esses processos cognitivos
podem ocorrer de maneira natural ou artificial, consciente ou inconsciente, mas
geralmente ocorrem de forma rapida e constante (CROMWELL; PANKSEPP, 2011).

O conceito de memoaria, baseia-se em aquisi¢do, consolidacédo e a evocacao
das informacdes, entretanto, assim como o estresse e cogni¢cdo, ainda é muito
complexa a discricdo dos processos que a definem, além de poder ser alterada e
influenciada pela emocéo, estado de animo e alerta (IZQUIERDO, 2007). Esse estado
de alerta, € necessério para a producdo de memoria, mesmo que minimo, por isso,
areas presentes no cérebro, responsaveis por manter a vigilia, devem estar ativadas
quando algo novo é aprendido, dessa forma, esses estados de animo e os estados
emocionais, influenciam, em menor proporcao, redes neuro-humorais especificas
interferindo nesse processo (IZQUIERDO, 2007; OMMATI, 2024)

O processo de formacdo da memoria envolve vérias etapas distintas.
Inicialmente, ocorre a aquisi¢cao da informacao, que é recebida pelo individuo por meio
dos sentidos, incluindo audicéo, olfato, visdo, gustacdo e tato. Essa informacao é
entdo processada pelos sistemas sensoriais e armazenada temporariamente no
sistema de memoria de curto prazo. A medida que o tempo passa, essas informacgdes
sdo gradualmente consolidadas para serem posteriormente recuperadas. A
recuperacao ocorre por meio do processo de evocacéo, que representa a Ultima etapa
no ciclo de formagédo da memoria (TOMAZ, 1993).

A memodéria pode ser categorizada com base em sua duracdo, que inclui a
memoria de curto prazo (retida por minutos) e a memoria de longo prazo (persistente
por meses até uma vida inteira), bem como em seu conteudo, distinguindo-se entre
memodéria ndo declarativa e declarativa (KANDEL; SCHWARTZ; JESSEL, 2000).

A memoéria ndo declarativa esta associada a aprendizagem de habilidades e
habitos e esta relacionada a experiéncias cognitivas e sensorio-motoras, além de

envolver algumas formas de condicionamento associativo simples (SQUIRE, 1992).
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Ela é adquirida gradualmente e melhora com a préatica ao longo do tempo. O
processamento da memoria nao declarativa é principalmente conduzido por estruturas
como o0 nucleo caudado e o cerebelo, embora também envolva circuitos no lobo
temporal (LENT, 2001; OMMATI, 2024).

As memodrias explicitas ou declarativas sdo aquelas que retém informacdes
factuais e sua aquisicao requer a plena intervencado da consciéncia. Por meio delas,
somos capazes de recordar eventos cotidianos, como conversas do dia anterior, ou
relembrar acontecimentos histéricos (LOMBROSO, 2004).

As principais estruturas envolvidas na formag¢do da memaria declarativa sao
o hipocampo e o cortex entorrinal, que sé&o duas areas interconectadas localizadas no
lobo temporal. O hipocampo e o cortex entorrinal colaboram ao se comunicar com
outras regides do cortex, como o cértex cingulado e o cortex parietal. Além disso, eles
estabelecem conexfes com os ndcleos basal e lateral da amigdala, os quais também
desempenham um papel importante na regulacdo da formacdo e evocacdo da
memoéria (IZQUIERDO, 2002).

Um substrato biolégico envolvido na formacdo da memoria inclui o fator
neurotroéfico derivado do cérebro (BDNF), uma molécula que desempenha um papel
crucial ao aumentar a sobrevivéncia neuronal, melhorar o processo de aprendizado e
oferecer protecdo contra o declinio cognitivo (COTMAN; BERCHTOLD, 2002).
Qualquer fator que reduza a disponibilidade de BDNF, como a exposi¢ao cronica ao
estresse, pode ser prejudicial para a sobrevivéncia dos neurdnios. Essa reducao
resulta em um déficit na Potenciacdo de Longo Prazo (LTP), o que tem um impacto
negativo na consolidacdo da memoria (GONCALVES; TOMAZ; SANGOI, 2006).

Consequentemente, sdo muitas as possibilidades combinatérias e que podem
ser utilizadas como abordagens em experimentos, pois, a capacidade modulatoria do
estresse nas funcdes cognitivas, resultam em experiéncias que podem variar desde a
exposicdo a estressores breves e brandos, até ao impacto de experiéncias
traumaticas, influenciando no processamento continuo de informagBes e no

estabelecimento de memoarias duradouras e devastadoras (SANDI, 2013).

2.5 MODELOS ANIMAIS PARA O ESTUDO DE MEMORIA E APRENDIZAGEM
EM ROEDORES
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Através de experimentos e intensas pesquisas, desenvolvem-se diferentes
modelos animais com o objetivo de contribuir e identificar novos processos
terapéuticos. A fidedignidade de um construto é determinada pela precisdo com que
0 modelo se propde a medir. O modelo deve ser capaz de estar presente no animal,
assim como 0s processos etioldgicos estdo presentes na doenca, ou seja, ele deve
ser capaz de reproduzir seus sintomas. No entanto, essa definicdo pode ser discutida
e interpretada de diversas maneiras (WILLNER, 1984; POWELL et al., 2012).

Dentre os modelos animais encontrados na literatura para avaliagdo da
memoéria e aprendizado, podemos citar o reconhecimento de objetos, o labirinto
aguatico de Morris e 0 medo condicionado ao contexto, os quais foram utilizados no
presente estudo para avaliar impacto da limitacdo da construcdo do ninho sobre a

memoria e cognigdo da prole macho e fémeas, nos estagios inicias da vida na idade.
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3 JUSTIFICATIVA

Estudos indicam que o estresse perinatal aumenta o risco de problemas
emocionais e neuroldgicos na descendéncia (CERRO et al., 2010; DE SOUZA et al.,
2011; OLAZABAL et al., 2013). No entanto, persistem lacunas, especialmente em
relacdo a déficits cognitivos, como aprendizado e memoaria, nos estagios iniciais da
vida, com implicacdes significativas para a qualidade de vida a longo prazo e
associacao frequente a transtornos do neurodesenvolvimento.

Os cuidados maternos desempenham um papel fundamental nesse cenario,
podendo mitigar os impactos negativos do estresse perinatal. Por outro lado, a
negligéncia materna, uma das formas mais frequentes de maus-tratos infligidos a
criancas e adolescentes — representando cerca de 50% de todos os casos de
violéncia infantii —, pode agravar esses efeitos, resultando em consequéncias
adversas para o desenvolvimento cognitivo e comportamental da prole (NUNES e
SALES, 2016; YAN et al., 2017; RATES et al., 2015).

Diante disso, compreender como 0 estresse perinatal precoce influencia o
neurodesenvolvimento é fundamental para identificar estratégias de intervencéo e
apoio que possam mitigar esses efeitos prejudiciais. Nesse contexto, o modelo de
estresse LCN, utilizado neste estudo, proporciona uma abordagem essencial para
investigar o impacto do estresse perinatal em animais machos e fémeas. Ele simula
situacBes de negligéncia materna, uma preocupacao séria e comum na sociedade
atual. Replicando de forma translacional os efeitos dos maus-tratos e da negligéncia
materna durante o periodo pdés-natal, oferece uma perspectiva promissora para
entender os desafios enfrentados durante a fase inicial do desenvolvimento.

Portanto, a investigacdo e os resultados deste estudo podem contribuir para
uma compreensao mais profunda dos prejuizos cognitivos causados na prole quando
exposta ao estresse nos estagios iniciais da vida e a susceptibilidade as alteracfes
neurogénicas, que podem influenciar o surgimento desses prejuizos. Além disso,
ressalta-se a necessidade de futuras intervencdes precoces adequadas, visando
mitigar tais efeitos adversos e promover um desenvolvimento cognitivo saudavel

desde cedo.
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4 OBJETIVOS

O presente trabalho tem os seguintes objetivos:

4.1.1 Objetivo geral

Investigar os impactos na cognicao da prole durante os estgios iniciais da

vida, decorrentes do modelo de estresse de limitacdo na constru¢cdo do ninho (LCN)

no periodo pos-natal e lactacéo.

4.1.2 Objetivos especificos

Parametros das progenitoras:

a)
b)

C)

investigar o ganho de peso (lactante);

investigar a atividade locomotora/exploratéria das ratas submetidas a
limitag&o na construcdo do ninho;

investigar os parametros de cuidados maternais e ndo maternais no

periodo de lactagéo.

Parametros da prole (fémea e macho):

a)

b)
c)

d)

investigar o ganho de peso da ninhada (antes do desmame), e (dos filhotes
no pés - desmame);

investigar a atividade locomotora e exploratéria,;

investigar os possiveis déficits de memoria reconhecimento de Objetos
(memodria de curto prazo e memoria de longo prazo);

investigar os possiveis déficits de aprendizado e de memoria espacial;

investigar os possiveis déficits de memoaria aversiva.
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5 MATERIAL E METODOS

5.1 ANIMAIS

Os animais experimentais foram obtidos do Biotério Central da Universidade
Federal de Alfenas — UNIFAL. Utilizou-se ratas fémeas da linhagens Wistar com oito
semanas de vida e pesando entre 200 e 250 gramas e ratos machos da mesma raca,
tendo oito semanas de vida e pesando entre 250 e 300 gramas para o acasalamento.

Os animais passaram por um periodo de ambientacdo de sete dias em que
foram agrupados em caixas de polipropileno adequadas a sua manutencgéao, abrigando
um total de quatro animais por caixa. Estes animais permaneceram em ambiente com
temperatura controlada (22 + 2 °C), bem como a iluminacgé&o, que seguiu um ciclo claro-
escuro de 12h, sendo as luzes acesas as 7h e desligadas as 19h. Os procedimentos
experimentais também foram realizados a uma temperatura controlada (22 + 2°C). Os
animais receberam agua e racao comercial “ad libitum” durante todo periodo
experimental.

Todos os procedimentos com os animais foram aprovados pelo comité de ética
em experimentacao animal da Unifal-MG (CEUA — protocolo n°0006/2022).

5.2 GRUPOS EXPERIMENTAIS

O estudo foi conduzido com a participacao de dois grupos experimentais:

a) grupo Controle (C): Incluiu um total de 10 ratas;

b) grupo Submetido a Limitagdo na Constru¢cédo do Ninho (LCN): Incluiu um total de
10 ratas.

Assim, o estudo envolveu um total de 20 ratas mées. Cada uma destas ratas foi

padroniza com 4 machos e 4 fémeas, totalizando 8 filhotes por mae. Portanto, o

namero total de filhotes utilizados foi de 160 (20 ratas mées x 8 filhotes por mée).

Sendo 20 filhotes para cada teste comportamental (Tabela 1).



Tabela 1 - Referéncia do Delineamento do grupo experimental dos testes comportamentais.
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MAE | MAE | MAE | MAE | MAE | MAE | MAE | MAE | MAE | MAE
TESTES 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Campo Aberto FIM1 F1M1 FIM1 F1M1 FIM1 F1M1 FIM1 F1M1 FiM1 FiM1
Reconhecimento de
Objetos F2M2 F2M2 F2M2 F2M2 F2M2 F2M2 F2M2 F2M2 F2M2 F2M2
Labirinto Aquético de Morris F3M3 F3M3 F3M3 F3M3 F3M3 F3M3 F3M3 F3M3 F3M3 F3M3
Medo Condicionado FAM4 FAM4 FAM4 FAM4 FAM4 FAM4 FAMA  FAM4  FAM4  FAMA4

Fonte: Elaborada pela Autora (2023).
Legenda: F (Fémea), M (Macho).

5.3 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Os animais que foram enviados do biotério central da Universidade Federal
de Alfenas — UNIFAL, passaram por um periodo de sete dias de ambientacdo no
laboratorio de fisiologia translacional. Apds a ambientacdo, os animais foram
colocados para acasalar na proporcéao de 3 fémeas para cada 1 macho. Na manha do
dia seguinte, foi realizado o procedimento de lavado vaginal para identificar a
presenca de espermatozoides em fase estral do ciclo do animal (Figura 3 e 4).

Quando identificado espermatozoides nesta fase, foi considerado como sendo
o dia de gestacédo 0 (GDO). Neste mesmo dia, as ratas prenhes foram transferidas
para caixas de polipropileno individuais, onde mais tarde, ficaram também alocados
os seus filhotes. As ratas de ambos o0s grupos, foram pesadas a cada 3 dias do PND1
até o PND22, quando foram entdo, eutanasiadas com excesso de anestésico
inalatoério isoflurano (mL/mL).

O nascimento dos filhotes foi considerado e chamado de PNDO. No dia
seguinte, no PNDO1, as ninhadas foram padronizadas em 8 filhotes para cada mae,
sendo 4 fémeas e 4 machos. Assim como as maes, os filhotes foram pesados em um
intervalo de trés dias desde o PND1 até o PND22 em que ocorreu o desmame dos
filhotes, no qual passaram a ser pesados individualmente, também em intervalos de 3
dias até a finalizacdo dos teste. A partir do PND2 os grupos LCN foram mantidos em
caixas de polipropileno individuais com a maravalha reduzida (1000 ml) até o PNDO9,
e 0s grupos controles foram mantidos em caixas de polipropileno individuais com a
maravalha em abundéancia (4500 ml). Do PND2 até o PND9 foi iniciado em ambos os
grupos, controle e LCN, a observacdo quanto aos comportamentos maternos
apresentados. Em paralelo, no PNDO6, as mées passaram ainda, pelo teste de campo

aberto, para a avaliagcdo da atividade locomotora. Os testes nos filhotes foram
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realizados entre PND27 a PND33. Apds a conclusdo de todos os testes
comportamentais, a prole foi eutanasiadas com excesso de anestésico inalatorio

isoflurano (mL/mL). (Figura 3 e 4)

Figura 3 - Representacdo temporal dos testes realizados na prole de ratas submetidas
ao modelo de estresse LCN.

PND1
e Qg
GDO -
Dia 1 Dia 8 PNDO
L
Q 3 (o
-~
| | | >
| | |
Ambientacio Acasalamento Presenca de Nascimento Padronizagdo 4F ~ 4M
espermatozoides no ciclo +Pesagens maes e
estro no lavado vaginal prole até PND22
PND2 PND4 PND6 PND9 PND14 PND22
] ]
]
Inicio LCN Comportamento Campo aberto Finalizagdo do LCN e Finalizagdo da Desmame
N continuidade da observagdo do . .
materno (Maes) observagdo do Comportamento e Eutanasia
Comportamento Materno das Maes
Materno

Fonte: Elaborada pela autora (2023)
Legenda: GDO (Dia de Gestacdo 0), PND1 (Dia p6s-natal 1) F (Fémea), M (Macho), LCN (Limitacdo da
Construgéo do Ninho).
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Figura 4- Testes realizados na Prole
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Teste de LEM Testede RO Teste de Campo Aberto Teste MCC

PND 27-33
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Fonte: Elaborada pela autora (2023)
Legenda: F1 (Fémea 1) M1 (Macho 1); Labirinto Aquatico de Morris-(LBM); Reconhecimentos de
Objetos-(RO); Medo Condicionado ao Contexto-(MCC).

5.4  LIMITACAO DA CONSTRUCAO DO NINHO (LCN)

Para o modelo de LCN, mae e filhotes foram alojados com maravalhas em
guantidade reduzidas (1000 ml; 1,2 cm de camada) e o controle com maravalha
abundante (4500 ml; 5 cm de camada) do PND2-9. Esse ambiente limitado de
maravalha diminui a capacidade das mées de construir o ninho e resulta em
construcdo frequente de ninhos, mais tempo longe dos filhotes, manuseio brusco e

pisadas nos filhotes e menos cuidados maternos (IVY et al., 2008; YAN et al., 2017).
5.5 ANALISE ESTATISTICAS

Os resultados obtidos foram analisados com o software GraphPad versao 8.0 e
expressos como media + erro padrédo da meédia (EPM). Foi utilizada a analise de
variancia de dois fatores (two-way ANOVA) com medidas repetidas, considerando os
fatores "Dia" e "LCN" para a andlise do peso da prole e o treinamento no teste de

LAM, seguido pelo pds-teste de Tukey. Como ndo houve efeito no fator "Sexo", foi
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realizada a andlise por teste ‘t” de Student separadamente para cada sexo. Os

resultados com p < 0,05 foram considerados estatisticamente significativos.

56 ACOMPANHAMENTO DO GANHO DE PESO (MAES E FILHOTES)

O peso das maes de ambos os grupos foi acompanhado durante todo o
periodo experimental. As ratas foram pesadas individualmente a cada 3 dias desde o
PND1 até o PND22. O mesmo ocorreu com os filhotes que, inicialmente, foram
pesados em ninhada a cada 3 dias até o PND22, a partir de entéo, os filhotes foram

pesados individualmente até o PND 33, também a cada 3 dias.
5.7 AVALIACAO DO COMPORTAMENTO MATERNO

Os cuidados maternos foram registrados do DPP2 ao DPP9 durante aplicacéo
do modelo LCN e do PND9 ao PND14 apés o retorno da maravalha. O comportamento
materno foi observado de 3 em 3 minutos no periodo da manha das 7:30 até as 9:00
e no periodo da tarde, das 15:30 as 17:00 somando 30 observacfes por periodo e um
total final de 60 observacdes por dia (Vilela et al., 2017). Foram observados e

registrados a cada momento 0s seguintes parametros:

Comportamento materno:

a) porcentagem de tempo em que a rata fica sobre a ninhada em posicao de
cifose ou “crouching”, apropriada a amamentacédo (posicdo arqueada ou
cifose);

b) porcentagem de tempo em que a lactante lambe os filhotes (licking pups)

c) porcentagem de tempo sobre a ninhada;

d) porcentagem de tempo forrageando (Construido o ninho)

e) carregando os filhotes;

f) porcentagem de tempo em posicao passiva (Passive-nursing).

Comportamento ndo-materno:

a) tempo de self-grooming (auto-limpeza) - Maternal;
b) tempo de self-grooming (auto-limpeza) - Nao-Maternal;
c) porcentagem de tempo fora do ninho explorando;
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d) porcentagem de tempo fora do ninho ndo explorando;

e) porcentagem de tempo fora do ninho se alimentando.

Na figura 5 e 6 sdo apresentados 0s parametros maternos e nao maternos, que foram

observados durante a analise do comportamento materno.

Figura 5 - Representacao esquematica dos parametros analisados no comportamento
materno.

Fonte: Criacdo da autora (2023), desenho software Biorender.

Legenda: A) posicdo arqueada ou cifose; B) Lambendo os filhotes (licking pups); C) Sobre os filhotes;
D) Forrageando; E) Pegando os filhotes pela boca; F) Posicéo passiva (mée de barriga para
cima ou de lado com os filhotes).
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Figura 6 - Representacao esquematica dos parametros analisados no
comportamento ndo-materno.

O,

Fonte: Criag&o da autora (2023), desenho software Biorender.
Legenda: A) Self-grooming-Maternal; B) Self-grooming N&do-Maternal (lambendo as méos);
C) Se alimentando; D) Fora do ninho explorando; E) Fora do ninho ndo-explorando.

5.7.1 Campo Aberto

O teste do campo aberto, também conhecido como Open Field € um modelo
preditivo de parametros de ansiedade e € utilizado para a analise da atividade
locomotora do animal (VALLE, 1970). Dessa maneira, a investigagao da atividade
locomotora faz parte dos objetivos de investigacéo desse estudo. O aparato de campo
aberto consiste em uma arena circular de acrilico, com diametro de 60 cm e paredes
com 50 cm de altura, com o piso dividido em quadrantes (Figura 7).

O teste foi realizado com as ratas dos grupos controle e LCN no PND6 e com
seus filhotes do PND27-33. Cada animal foi colocado no centro da arena e a sua
atividade locomotora foi filmada por 10 minutos. Os parametros avaliados foram
distancia total percorrida, distancia percorrida no centro, distancia percorrida na
periferia e tempo de imobilidade dos animais. Apos o teste de cada animal, o aparato
foi limpo com alcool 5%. O software Ethovision XT verséo 9.0 seré utilizado para

andlise automética dos parametros anteriormente determinados.
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Figura 7- Representacao do aparato de campo aberto

Fonte: Autora (2022).

5.7.2 Teste de Reconhecimento de Objetos

No teste de reconhecimento de objetos, o objetivo é avaliar a habilidade do
roedor em reconhecer um objeto previamente explorado na presenca de um novo
objeto ndo conhecido (REGER; HOVDA; GIZA, 2009). Um dia antes do teste, os
animais foram expostos ao aparato por 10 minutos para a ambientacdo afim de
garantir que estes passem tempo suficiente explorando os objetos e ndo o ambiente
(ANDERSEN et al., 2004). O aparato é constituido de uma arena quadrada (60 cm x
60 cm).

No dia do teste, PND 27-33, os animais foram colocados frente a 2 objetos
idénticos (A e B) por 10 minutos (treinamento), para ser analisado a memoria de curta
duracéo, logo apds 2 horas, um dos objetos de treinamento foi substituido por um
novo objeto (C) e os animais foram resposto a esses objetos por 10 minutos e filmado
para avaliacdo posteriormente. 24h horas ap0s a exposicdo aos objetos os animais
foram expostos novamente no aparato, onde o objeto (C) foi trocado por outro objeto
(D), e filmando durante 10 minutos para anélise da memoaria de longa duracgéo figura
8.
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Figura 8 - Representacao do aparato de Reconhecimento de Objeto

Fonte: MARCIEL, (2022).

Legenda: O aparato utilizado no teste de reconhecimento de objetos. Em (A), o aparato montado para
a ambientacdo dos animais para o teste. Em (B), temos o0 aparato com os objetos (A) e (B),
ambos em formato de bola, utilizados antes da avaliacdo da meméria de curta duragdo. Em
(C), para a avaliacdo de memdria de curta duragéo, temos o aparato com os objetos (A) e
(C), onde o objeto familiar (A) em formato de bola e o objeto novo (C) em formato de cubo.
Em (D), temos o aparato adaptado para o teste de memoéria de longa duragéo, onde o objeto
familiar (A) em formato de bola e (D) o objeto novo em formato de piramide.

Todos o0s objetos apresentaram texturas e tamanhos semelhantes, mas
formas distintas. Os filhotes foram colocados individualmente na arena e seu
comportamento foi filmado por 10 minutos. Os parametros avaliados foram:
exploracdo (quando o animal cheira ou toca o objeto com o nariz) e o tempo gasto
pelo animal explorando os dois objetos (objeto familiar ou novo). Entre o teste de cada
animal, os objetos e a arena foram limpos com alcool 5%. Para analise do teste, sera
realizado o célculo do indice de reconhecimento de objetos, cuja formula é: Objeto

novo/ (objeto novo + objeto familiar) (BATISTA, 2015).

IR= TEC Para a memoria de curta duragéo
TEA + TEC
IR= TED Para a memaria de longa duracéo

TEA + TED
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Onde:

IR= indice de reconhecimento;

TEA= Tempo de exploracédo ao objeto familiar;

TEC = Tempo de exploracao ao objeto novo (2 horas);

TED= Tempo de exploragdo ao objeto novo (24 horas);

5.7.3 Labirinto Aquatico de Morris

Este teste foi utilizado para avaliar a aquisicdo de memdria e cognicao espacial.
Para a realizagdo do teste, foi utiizado um tanque circular, de cor azul, com as
dimensbes 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 agua
até que a plataforma se encontrasse submersa dois centimetros abaixo da linha
d’agua, para evitar a natacdo na agua e encontrar a plataforma de fuga, o animal
precisa recordar a localizacdo dessa plataforma com base em pistas visuais nha area
de teste. Esse processo envolve o uso da memoaria de referéncia espacial, a qual é
dependente do hipocampo, Figura 9.

Para ndo permitir a visibilizacdo da plataforma, foram utilizados 2 gramas de
corante alimenticio azul e 200 gramas de amido de milho, de maneira que a agua
adquira a mesma coloragcdo do tanque. O animal passou por uma etapa de
treinamento durante 5 dias. O treinamento consistiU 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 for atingido, sem que o0 animal encontre a
plataforma, ele foi 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 ap6s o ultimo treino e consistiu em um Unico
ensaio, com duracdo de 60 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 o0s seguintes

parametros: distancia percorrida pelo animal, laténcia para alcancar o local onde se
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encontrava a plataforma durante os treinos e tempo de permanéncia no quadrante em

que estava a plataforma durante a etapa de treinamento (BATINIC et al., 2017).

Figura 9 - Filhote em treinamento no LAM

-~

Fonte: Autora (2022).

5.7.4 Medo Condicionado ao Contexto

O Teste de condicionamento contextual ao medo é um paradigma de estudo
comportamental das memorias recentes e remotas (MANNS et al., 2003; KIM et al.,
1997) no qual é realizado em uma caixa de condicionamento com dimensfes
35x35x35,5 cm?, com paredes de aluminio e tampa de vidro transparente. O piso da
camara consiste em grades paralelas de aco inoxidavel, espacadas 0,8 mm entre elas.
A grade foi conectada a um dispositivo para fazer as apresentacdes dos choques nos
pés. A camara de condicionamento foi colocada dentro de uma caixa de atenuacgéo
de som, a mesma foi limpa com etanol 70% antes e apds cada uso. Sendo avaliado o
tempo gue os animais passaram freezing no aparelho (nenhum movimento visivel,
exceto a respiracdo) sendo pontuado e convertido em porcentagem, figura 10.

Os animais foram submetidos a um treinamento, onde foram colocados na

camara de condicionamento e ap6s 2 min dois choques elétricos nos pés (0,5 mA, 2
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s) foram aplicados em um intervalo de 30 s. Logo ap0s os animais foram retirados da
camara de condicionamento 30 s apds o ultimo choque nas patas e colocados de volta
em suas gaiolas. O teste foi conduzido 24 horas apds o ultimo treino contudo, 0s
animais foram colocados no mesmo aparato para um teste de retencédo de 3 minutos
sem choques nas patas (DE CARVALHO MYSKIW et al., 2013; FIORENZA et al.,
2012; SCHMID et al., 2015).

FiguralO - Camara de condicionamento

Fonte: Autora (2022).
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6 RESULTADOS
A seguir estdo apresentados os resultados obtidos neste estudo.

6.1 AVALIACAO DAS PROGENITORAS

6.1.1 Ganho de peso das progenitoras

Avaliou-se 0 ganho de peso de progenitoras nos grupos LCN e controle
durante o periodo de lactacdo, do PND1 ao PND19, em intervalos de 3 dias, Figura
11. A andlise ANOVA two-way, com medidas repetidas indicou que houve efeito
relacionado ao fator LCN [F(1,9) = 12,30 p=0,0067], ocorreu efeito no fator dia [F (e, 54)
= 22,22; p= <0,0001] e nédo houve interacdo entre os fatores [F (s, 54) = 0,6949;
p=0,6547]. Contudo, em uma andlise subsequente através do pds-teste Tukey nédo se

observou nenhuma diferencas nas multiplas comparagdes entre 0s grupos.

Figura 11- Ganho de peso das progenitoras durante a lactagao
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Fonte: Autora (2022). PNDs

Nota: Acompanhamento do peso das progenitoras em gramas do grupo LCN e controle. Os pontos
do gréfico representam os dias que foram aferidos os pesos e expressos como média * erro
padrdo da média (EPM) para os grupos experimentais (n = 10 animais por grupo). Os dados
foram submetidos a analise por two way (ANOVA) com medidas repetidas, seguido pelo pos
teste de Tukey.

Na figura 12 apresenta-se a avaliagdo do ganho de peso das progenitoras do
grupo LCN e do grupo controle no PND1 e PND19, durante a lactacdo e apdés o

desmame no PND22. Observa-se que nao houve diferenca do peso das progenitoras
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no PND1 (fig. 12. A) porém, verificou-se uma diminuicdo no peso das maes do grupo
LCN no PND19 quando comparadas ao Controle (*p<0,05; fig. 12. A).

Observa-se ainda que no desmame no PND22 as méaes do grupo LCN
apresentam uma diminui¢ao do peso (**p<0,01; fig. 12. B), quando comparado com o

grupo Controle.

Figura 12 — Peso das Progenitoras no PND1, PN19 e no desmame.
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Fonte:  Autora (2022).

Nota: Peso das ratas progenitoras dos grupos LCN e controle no PND1, PND19 e desamame.(A)
temos o peso em gramas das mées durante o PND1 e PND19 e (B) temos 0 peso em gramas
das mées no desmame no PND22. Os dados foram submetidos a analise de Teste “t” student
(p<0,05). As barras representam valores médios (+ EPM) para o grupo experimental (n = 10
animais por grupo). *p<0,05; **p<0,01 em comparacdo com o grupo Controle.

6.1.2 Avaliagcdo do comportamento materno

A sequir, a figura 13 corresponde a porcentagem do CM das progenitoras do
grupo controle e LCN do PND4 a PND9, onde ocorreu o periodo de limitagdo da
construcdo do ninho nos animais do grupo LCN. A analise do CM mostrou uma
diminuicdo na porcentagem de permanéncia na posicao de cifose, assim como na
porcentagem de permanéncia sobre os filhotes além disso, houver um aumento do
tempo forrageando nas progenitoras do grupo LCN em relacdo as progenitora do
grupo controle (**p<0,01; **p < 0,001, fig. 13).

Com relacdo aos parametros ndo maternais, foi possivel notar que as

progenitoras submetidas a LCN apresentaram um aumento na porcentagem do tempo
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de autolimpeza, exploracéo, ndo exploracao (***p < 0,001; fig. 13) e na porcentagem

do tempo se alimentando em relagé&o ao grupo controle ( *p < 0,05; fig.13).

Figura 13 - Parametros avaliados no comportamento materno e ndo materno no

PND4-PND9
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Fonte: Autora (2022).
Nota:  Avaliacdo do comportamento materno e ndo materno das ratas dos grupos controle e LCN no
PND4 a PND9. Temos a porcentagem do tempo de permanecia lambendo os filhotes, cifose,
sobre os filhotes, posicdo passiva, forrageando e a porcentagem dos comportamentos nao
materno: autolimpeza, explorando, ndo explorando e se alimentando. Os dados foram
submetidos a analise de Teste ‘t” student (p<0.05 As barras representam valores médios (+
EPM) para o grupo experimental (n = 10 animais por grupo). *p<0,05; **p<0,01; ***p < 0,001
em comparagdo com o grupo controle.
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Na figura 14 observa-se a avaliacdo do comportamento materno no PND10 ao

PND14 nas méaes do grupo controle e grupo LCN. Observa-se que nao houve

diferenca entre 0os grupos experimentais nos parametros avaliados.
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Figura 14 - Parametros avaliados no comportamento materno e ndo materno no
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Fonte: Autora (2022).

Nota: Avaliacdo do comportamento materno e ndo materno das ratas dos grupos controle e LCN
no PND10 a PND14. Em (A) temos os pardmetros maternos com as porcentagem do tempo
de permanecia lambendo os filhotes, cifose, sobre os filhotes, posicdo passiva, forrageando
e a porcentagem dos comportamentos ndo materno: autolimpeza (self-grooming),
explorando, ndo explorando e se alimentando. Os dados foram submetidos a andlise de Teste
“t” student (p<0,05). As barras representam valores médios (+ EPM) para o grupo
experimental (n = 10 animais por grupo).

A figura 15 mostra a porcentagem total do CM das progenitoras durante a
limitacdo do material de construcdo do ninho. Observa-se que as progenitoras do
grupo LCN apresentam uma diminui¢do na porcentagem do comportamento materno
(***p < 0,001; fig. 15.A) e um aumento no comportamento ndo materno (***p < 0,001;
fig. 15.B) quando comparadas com as maes do grupo Controle. Contudo, com a volta
da maravalha no PND10-PND14, nédo foram observadas diferencas entre o CM total
das progenitoras (fig. 15.C) e CM total ndo materno (fig. 15D) quando comparadas as

progenitoras do grupo controle.
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Figura 15 - Avaliacdo da porcentagem total do CM e ndo materno das progenitoras
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Fonte:  Autora (2022).

Nota: Avaliacdo da porcentagem total do comportamento materno e ndo materno das ratas dos
grupos controle e LCN. Em (A) temos a porcentagem do CM total com LCN do PND2-9, em
(B) porcentagem do comportamento ndo materno total com LCN do PND2-9, em (C)
porcentagem do CM total sem LCN do PND10-14 e em (D) a porcentagem do comportamento
n&o materno total sem LCN do PND10-14. Os dados foram submetidos & analise de teste “t™-
Student com valores expressos como média + EPM, para o grupo experimental (n = 10
animais por grupo). ***p < 0,001 em comparagao com 0 grupo controle.

6.1.3 Avaliacdo do Campo Aberto das Progenitoras

Podemos observar na figura 16 os parametros avaliados no campo aberto das
progenitoras do grupo controle e LCN. Pode-se verificar que ndo houve diferenca na
distancia percorrida (fig. 16.A) e no tempo de imobilidade dos animais (fig. 16.B),

demostrando que o LCN nao afetou esses parametros avaliados.
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Figura 16 - Parametros avaliados no teste de campo aberto das progenitoras
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Fonte:  Autora (2022).

Nota: Progenitoras do grupo controle e LCN submetidas ao teste de campo aberto no PND6. Em
(A) distancia percorrida (cm) e em (B), o tempo de imobilidade (s). Os dados foram submetidos
a anadlise de Teste “t” student (p<0,05). As barras representam valores médios (+ EPM) para
0 grupo experimental (n = 10 animais por grupo).

6.2 AVALIACAO DA PROLE

6.2.1 Acompanhamento do peso da ninhada

A figura 17 corresponde a avaliacdo do ganho de peso da ninhada do grupo
LCN e controle durante a lactacdo no (PND1 ao PND19). A analise ANOVA two-
way,com medidas repetidas indicou que néo houve efeito relacionado ao fator LCN [F
(19) = 4,576; p=0,0611], ocorreu efeito no fator dia [F (s54) = 406,3; p< p= <0,001] e
ndo houve interacéo entre os fatores [F(s54) = 1,4876; p=0,2034]. Contudo, em uma
analise subsequente atraveés do pés-teste Tukey observou-se que houve uma reducéo
do peso da ninhada do grupo LCN no PND19 em comparacdo ao grupo Controle
p<0,05.
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Figura 17 - Acompanhamento do peso da ninhada durante a lactagéo
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Fonte: Autora (2022).

Nota: Acompanhamento do peso da ninhada em gramas do grupo LCN e controle. Os pontos do
grafico representam os dias que foram aferidos os pesos (n = 20 animais por grupo). Os dados
foram submetidos a andlise por two way (ANOVA) com medidas repetidas, seguido pelo pés
teste de Tukey com valores expressos como média =+ EPM. Os asteriscos denotam os niveis
de significAncia quando comparados com o grupo controle: *p < 0,05.

Os animais do grupo LCN e controle foram pesados individualmente apés o
desmame no (PND22) e em momentos antes a cada teste comportamental no
(PND27) como mostra a figura 18. No desmame os animais submetido a LCN
apresentaram uma reducdo do peso quando comparados com o controle, tanto
fémeas (p < 0,05, fig. 18.A) quanto machos (p < 0,05, fig. 18.A) respectivamente.
Todavia, avaliagdo do peso dos animais antes de cada teste comportamental n&o

apresentou diferencas (fig. 18.B) entre os grupos.
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Figura 18 - Peso dos filhotes no dia do desmame (PND22) e no dia dos testes
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Fonte: Autora (2022).

Nota: Em (A) peso dos filhotes machos e fémeas em gramas no PND22, em (B) peso dos filhotes
machos e fémeas em gramas no PND27 do dia dos testes. Os dados foram submetidos a

analise de Teste “t” student (p<0,05. As barras representam valores médios (x EPM) para o

grupo experimental (n = 20 animais por grupo). *p<0,05 em compara¢do com 0 grupo
controle.

6.2.2 Teste Labirinto Aquéatico de Morris

Para avaliar a memoria espacial, a prole do grupo controle e LCN foram
testados na tarefa de labirinto aquatico de Morris mostrado na figura 19. Para (A)
fémeas, a analise, através da ANOVA two-way, revelou que houve efeito nos fatores
LCN [ F (1, 90) = 80,69; p<0,0001], dia [F (4, 90) = 106,3; p<0,0001] e ocorreu
interacao entre os fatores [F (4, 90) = 8,506; p<0,0001]. Para (B) machos, através da
ANOVA two-way, também apontou que houve efeito nos fatores LCN [F (1, 89) =
47,78; p<0,0001], dia [F (4, 89) = 85,29; p<0,0001] e também ocorreu interacao entre
os fatores [F (4, 89) = 4,035; p=0,0047].

A andlise poOs-teste Tukey revelou que houve um aumento da média da
laténcia para localizar a plataforma durante os dias de treinamento, tanto nos machos
como nas fémeas, sendo mais evidente nos dias 1 (***p< 0,001 fig. 19. A, B), 2 (***p<
0,001 fig. 19. A, B) e 3 (*p< 0,05 fig. 19. A, B) de treinamento.
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Na figura 19. C, é apresentada uma representacdo do teste LBM, em que a
area em cinza representa o quadrante onde a plataforma estava localizada durante os
dias de treinamento. Isso permite a visualizagdo do percurso dos animais para
encontrar a plataforma. Observou-se que os animais do grupo LCN passavam mais
tempo fora do quadrante onde a plataforma estava localizada em comparagdo aos

animais do grupo controle.

Figura 19 - Tempo de laténcia para alcancar plataforma nos dias de treinamento
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Fonte: Autora (2022).

Nota: A média do tempo da laténcias para os animais do grupo controle e LCN alcancar a plataforma
durante o teste LAM. Em (A) temos o tempo dos machos em segundo para alcancar a
plataforma, em (B) temos o tempo das fémeas em segundo para alcancar a plataforma e em
(C) temos uma sonda de memoria da localizagcao da plataforma, comparando a permeancia
no quadrante da plataforma nos animais do grupo LCN e controle, onde o triangulo cinza
representa o local onde estava a plataforma e as linhas prestas o percurso do animal no aparato
. Os dados foram submetidos a analise por two way (ANOVA) com medidas repetidas, seguido
pelo pés teste de Tukey com valores expressos como média + EPM, para 0s grupos
experimentais (n = 20 animais por grupo). Os asteriscos denotam os niveis de significancia
guando comparados com o grupo controle: *p < 0,05; ***p < 0,001.

A seguir a figura 20 mostra avaliacdo dos animais do grupo LCN e grupo
controle no dia do teste LBM. Observa-se que houve uma diminuicdo no tempo de

permanecia no quadrante onde estava a plataforma oculta no animais do grupo LCN,
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tanto machos (**p <0,01; fig. 20.B), como fémeas (*p < 0,05; fig. 20.B) em comparagéo
aos animais do grupo controle. E ndo houver diferencas entre os grupo em relacéo a

distancia percorrida ( fig. 20.C).

Figura 20 - Parametros avaliados no dia do teste LBM realizado na prole
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Fonte:  Autores (2022).

Nota: Os parametros avaliados durante o teste de LBM realizado na prole do grupo LCN e Controle.
Em (A) o tempo em segundos para alcancgar o quadrante onde estava a plataforma oculta, em
(B) o tempo em segundos para a permanéncia no quadrante onde estava a plataforma oculta,
em (C) temos a distancia total em centimetros percorrida pelos animais no aparato. Os dados
foram submetidos a analise de Teste “t” student (p<0,05. As barras representam valores médios
(+ EPM) para o grupo experimental (n = 20 animais por grupo). *p < 0,05; *p < 0,01 em
comparac¢ao com o grupo Controle.

6.2.3 Teste Reconhecimento de Objetos

A figura 21 apresenta o desempenho dos animais submetido ao teste de
reconhecimento de objetos. Observa-se uma diminui¢cdo no tempo de exploracédo nos
animais submetidos a LCN nos testes de 2h em machos (**p < 0,01; fig. 21.B) como
nas fémeas (*p < 0,05; fig. 21.B), assim como no teste de 24h (*p < 0,05; fig. 21.B; **p
< 0,01; fig. 21.E), em comparacdo com o grupo controle. Consequentemente, 0s
animais submetidos a LCN apresentaram uma diminuicdo no indice de
reconhecimento de objetos nos testes de 2h em machos (**p < 0,01, fig. 21.C) como
em fémeas (*p < 0,05; fig. 21.C), bem como em 24h (*p < 0,05; fig. 21.F).
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Figura 21 - Desempenho comportamental da prole no teste de Reconhecimento de
Objetos
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Fonte: Autores (2022).

Nota: Os animais do grupo controle e LCN submetidos ao teste de reconhecimento de objetos de 2 e
24 horas. Em (A) e (D) temos o parametro de tempo de exploracdo ao objeto novo, em (B) e
(E) temos o parametro de tempo de exploracédo ao objeto familiar e em (C) e (F) temos o indice
de reconhecimento de objetos. Os dados foram submetidos a andlise de Teste ‘t” student
(p<0,05. As barras representam valores médios (+ EPM) para o grupo experimental (n = 20
animais por grupo). *p < 0,05; **p < 0,01, em comparag&o com o grupo controle.

6.2.4 Teste de Medo Condicionado ao Contexto

A seguir a figura 22 Observa-se que andlise do comportamento de freezing
durante o teste de memdria contextual ao medo, onde revelou-se que machos e
fémeas submetidas a LCN apresentaram menor tempo de freezing em resposta a
exposicao ao contexto aversivo (***p < 0,001; fig. 22) em comparagao ao animais do

grupo controle.
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Figura 22 - Expressao do Condicionamento Contextual do medo
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Fonte: Autores (2022).

Nota: O tempo de freezing em segundos em machos e fémeas Os dados foram submetidos a analise
de Teste “‘t” student (p<0,001). As barras representam valores médios (+S.E.M.) para os grupos
experimentais (n = 20 animais por grupo). ***p<0,001 em compara¢cdo com o grupo controle.

6.2.5 Teste Campo Aberto na prole

A figura 23 mostra avaliacao da distancia percorrida (fig. 23. A) e o do tempo
de imobilidade (fig. 23. B) do animais no teste de campo aberto. Observa-se que ndo
houve diferenca significativas entre os grupos analisados, demostrando que o LCN

nao afetou na atividade locomotora exploratoria da prole.
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Figura 23 - Parametros avaliados no teste de campo aberto da prole
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Fonte: Autores (2022).

Nota:  Os parédmetros avaliacdo da prole do grupo Controle e LCN submetidas ao teste de campo
aberto. Em (A) a distancia percorrida (cm) e em (B), o tempo de imobilidade (s). Os dados
foram submetidos a analise de Teste ‘t” student (p<0,05). As barras representam valores
médios (xS.E.M.) para os grupos experimentais (n = 20 animais por grupo). *p<0,05 em
comparacao com o grupo controle.



56

7 DISCUSSAO

Inicialmente, € relevante frisar que este estudo adotou a padronizacdo da
reducdo da maravalha para o grupo LCN em quantidade reduzida (1000 ml; 1,2 cm
de camada) e para o grupo controle com maravalha abundante (4500 ml; 5 cm de
camada), nos dias pos-parto 2 a 9, padronizacdo realizada exclusivamente neste
estudo. Dessa forma, é importante considerar que a metodologia de Limitagdo da
Construcdo do Ninho, padronizada e empregada nesta pesquisa, € inovadora. Ela
afeta o comportamento materno. Além disso, proporciona um ambiente mais natural
para os roedores ao usar a maravalha, em vez da grade de arame, e abrange a janela
temporal com o momento mais critico para o neurodesenvolvimento da prole, o

periodo pos-natal.

7.1 DISCUSSAO SOBRE GANHO DE PESO E TESTES REALIZADOS NAS
PROGENITORAS
7.1.1 Ganho de peso durante a lactacdo e no desmame

Estudos indicam que maes expostas a ambientes adversos tém uma
recuperacdo metabdlica provavelmente mais lenta, uma vez que 0S processos
fisiologicos durante a gestacdo e lactacdo demandam profundas mudancas no
metabolismo materno e no equilibrio energético (ABRAMS et al., 2017; AIKEN et al.,
2019).

Além disso, é relevante observar que muitos estudos em modelos animais
avaliam a interacdo entre o periodo gestacional e o estresse. Esses estudos indicam
uma reducdo no peso dos animais submetidos a um protocolo de estresse em
comparagcao com o grupo controle (AMUGONGO; HLUSKO, 2014; GOVINDARAJ et
al., 2017; YAO et al., 2014). Contudo, outros estudos nao identificaram diferencas
significativas entre os grupos (VERSTRAETEN et al., 2019; SA et al., 2021).

Embora em menor numero, foi encontrado um estudo que evidenciou
diferencas significativas no peso corporal de ratas durante o periodo de lactagao,
corroborando assim os resultados deste trabalho (NEPHEW,; BRIDGES, 2011). Nesse
estudo, as ratas progenitoras foram pesadas a cada 3 dias durante todo o periodo de
lactacdo e desmame, a fim de avaliar a influéncia da limitacdo do ninho no ganho de

peso. Os resultados indicaram uma diminui¢cdo no peso das méaes do grupo LCN em
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relacdo ao grupo controle, tanto no final da lactagdo no PN19 quanto no desmame no
PND22. Isso demonstra que o modelo de estresse utilizado interferiu no ganho de
peso das progenitoras e possivelmente influenciou o peso da prole, que também
apresentou uma diminuicdo no mesmo periodo. No entanto, € importante mencionar
gue o estudo avaliou apenas o peso, sem considerar a ingestdo alimentar, o que
poderia agregar informacdes relevantes.

Diante do exposto, Nephew e colaboradores (2011) conduziram um estudo
para investigar os disturbios do humor materno, como depresséo e ansiedade crénica,
utilizando ratas fémeas Sprague Dawley. O objetivo era avaliar os efeitos do estresse
social cronico durante a lactagcdo. Os pesquisadores adotaram como protocolo de
estresse social a introducdo de machos na gaiola por 1 hora nos dias 2 a 16 de
lactacdo, observando uma diminuicao significativa no peso das ratas no nono dia de
lactacéo.

No entanto, destaca-se que a atenuacéo do ganho de peso das ratas pode ser
atribuida a dois possiveis motivos: a alimentacao suprimida devido as interagdes com
0 macho intruso ou um aumento na taxa metabdlica das mées submetidas ao
protocolo de estresse. Dessa forma, consideramos que varios fatores podem
influenciar resultados diversos na literatura, incluindo protocolos diferentes, modelos

de estresse, a linhagem dos animais e a duragao da exposicao ao estresse.
7.1.2 Comportamento Materno

Os comportamentos maternos em ratos englobam atividades como lamber,
amamentar, proteger, limpar e cuidar da prole. Essas acfes sdo fundamentais para o
desenvolvimento saudavel da prole e para o estabelecimento de vinculos afetivos
entre mae e filhote (POPOOLA; CAMERON, 2017). Ademais, no que se diz respeito
a sobrevivéncia, o comportamento materno é essencial, pois os ratos recém-nascidos
necessitam da capacidade materna para se manter vivos. Na realidade, os filhotes
sdo muito imaturos e ndo conseguem regular sua temperatura por processos
fisiol6égicos, dependendo assim da temperatura ambiente fornecida durante a
amamentacao. Além disso, outros padrBes comportamentais como cavar a serragem
e construcdo do ninho sdo essenciais para manter a temperatura corporal da prole
(PATIN et al., 2002). Segundo o estudo de Stern (1996), os parametros de lamber e
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cheirar sdo importantes para o reconhecimento dos filhotes e sdo cruciais para que os
filhotes possam urinar e defecar.

Estudos tanto em humanos como em animais demonstram que o afeto e
carinho da mée sao alguns dos principais reguladores dos niveis de estresse do
neonato. Em adicdo, o estresse emocional em humanos esta associado a
negligéncia/abuso no inicio da vida e nessas situacdes, embora a mae esteja
presente, o comportamento € anormal (BALE et al., 2010; CHAMPAGNE et al., 2003;
HEIM et al., 2004; FENOGLIO et al., 2006). Além disso, sabe-se que o cuidado
materno pode "programar" de forma constante o desenvolvimento neuronal e
comportamental dos filhotes (KAFFMAN, MEANEY, 2007; ENES, GIUSTI PAIVA,
2018).

O presente estudo revela uma diminuicdo do comportamento materno das
progenitoras do grupo LCN (Fig. 15) ao serem submetidas a um protocolo de limitacao
da construcéo do ninho, sendo possivel observar uma diminui¢cdo no parametro cifose,
uma postura na qual a coluna da méae fica arqueada, favorecendo assim a
amamentacdo e a regulacdo da temperatura corporal da prole (GUBERNICK;
ALBERTS, 1983). Esses resultados vao de acordo com trabalhos anteriores, como o
de Brunson e colaboradores (2005) que descrevem o uso de um modelo animal de
estresse perinatal em ratos machos Sprague Dawley. Segundo os autores, a mée e
os filhotes foram acomodados em uma gaiola com fundo de malha plastica durante o
periodo que compreendeu do PND2 ao PND9. O material utilizado na construcéo do
ninho consistiu em toalhas de papel. Os resultados indicaram um comportamento
anormal por parte das progenitoras, caracterizado por cuidados maternos
fragmentados e redugdo na amamentacao.

O comportamento materno fragmentado e imprevisivel € um dos principais
indicadores de negligéncia materna (GAUDIN et al., 1996). Neste estudo, utilizamos
o paradigma de limitacdo da constru¢cdo do ninho para reproduzir esse padrdo de
negligéncia materna. Observamos um aumento nos comportamentos ndo maternos,
nos quais a progenitora passou mais tempo fora do ninho, resultando na falta de
cuidados maternos para os filhotes. Nephew e colaboradores (2011) conduziram um
estudo avaliando os impactos do estresse social crénico durante o periodo da
lactacdo. Eles observaram prejuizos nos cuidados maternos, evidenciados pelo
aumento do tempo que as maes passaram explorando a gaiola e pela diminuicdo nos

cuidados com a prole, conforme também constatado nesta pesquisa.



59

Adicionalmente, Ivy et al. (2008) empregaram o modelo de limitac&o do ninho;
no entanto, as ratas foram alojadas em gaiolas com fundo de arame, utilizando
algodao na construcao do ninho, no periodo compreendido entre o DPP2 e o DPP9.
Essa abordagem resultou em uma diminuicdo significativa no parametro de
lamber/limpar por parte das mées.

Com base nisso, € possivel concluir que o modelo animal de estresse perinatal
LCN teve um efeito significativo de estresse nas maes do grupo LCN durante o periodo
pés-natal, em comparacdo com as mdaes do grupo controle. Esses resultados
corroboram a hip6tese de que maes expostas a estimulos estressores durante o
periodo perinatal desenvolvem adapta¢des anormais no comportamento materno (IVY
et al. (2008). Essas alteracdes podem trazer consequéncias negativas para o0
desenvolvimento da prole, como distdrbios cognitivos, emocionais e

comportamentais.
7.1.3 Teste de Campo Aberto Progenitoras

O teste de campo aberto representa um instrumento preditivo amplamente
utilizado para avaliacdo da atividade locomotora em animais, permitindo uma anélise
minuciosa da locomocé&o por meio da quantificacdo da distancia percorrida e do tempo
de imobilidade no ambiente experimental. Adicionalmente, este teste oferece a
oportunidade de investigar comportamentos associados a ansiedade, conforme
descrito por Toumi et al. (2016).

O presente estudo concentrou-se na andlise dos efeitos do modelo de LCN
durante o periodo perinatal em ratas progenitoras. O escopo da avaliacdo se
restringiu, especificamente, a analise da locomocéo e do tempo de imobilidade dos
animais, a partir de uma abordagem empregando o teste de campo aberto. Contudo,
os resultados obtidos néo evidenciaram diferengas entre os grupos de estudo em
relacdo a esses parametros comportamentais.

Corroboram com esses achados S& et al. (2021), investigaram o0s
mecanismos neurogénicos subjacentes a modificacbes na aprendizagem e na
memoria da prole, derivadas do Transtorno de Estresse Pés-Trauméatico (TEPT)
gestacional e nao identificaram diferencas na locomocao e no tempo de imobilidade
entre 0s grupos analisados. Chargas (2020), que também utilizou o modelo de inducao

do TEPT durante o periodo gestacional para investigar o comportamento ansioso e a
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regulacdo do eixo hipotalamo-pituitaria-adrenal (HPA) na prole, ndo reportou
distingcdes estatisticamente significativas na locomocéo e no tempo de imobilidade
entre 0S grupos.

Com base nesses resultados, conclui-se que as alteracdes comportamentais

observadas nas progenitoras ndao sédo decorrentes de alteracdes na locomocéo.

7.2 ANALISE DO GANHO DE PESO E PROCEDIMENTOS REALIZADOS NA
PROLE (FEMEA E MACHO)
7.2.1 Ganho de peso da ninhada (DNP1-19) e dos filhotes (p6s-desmame)

7z

O papel fundamental no desenvolvimento pds-natal é indubitavelmente
desempenhado pela alimentacdo materna. As potenciais repercussdes de uma
nutricdo inadequada pré-desmame, durante o desmame e ap0s o periodo de
desmame tém sido abordadas em estudos (ANGEL; BACK, 1985; HUYNH et al., 2008;
PATEL; SRINIVASAN, 2011; SMITH; SPENCER, 2012). Como mencionado
anteriormente, a prole é totalmente dependente da mae para garantir sua
sobrevivéncia. O aumento de peso da prole é garantido pelo processo de
amamentacao, até que, mais tarde, esses filhotes possam se alimentar de forma
independente.

Em humanos, o organismo ndo esta plenamente desenvolvido no momento
do nascimento, e o processo de maturacdo continua durante o periodo pds-natal
imediato. Nesse estagio de imaturidade, observa-se uma notavel plasticidade, com
janelas criticas em que qualquer forma de agressao ou intervencao inadequada pode
ter influéncias tanto positivas quanto negativas sobre o crescimento e
desenvolvimento pdés-natal (PATEL; SRINIVASAN, 2010). De acordo com Galler e
seus colaboradores (2001), a inadequacéo nutricional desempenha um papel
fundamental no desenvolvimento do cérebro, sendo um dos principais fatores nao
genéticos envolvidos nesse processo. Os efeitos da desnutricdo e subnutricdo sao
amplamente estudados devido a alta incidéncia de deficiéncias nutricionais em fetos
e criancas, e ao crescente corpo de evidéncias que demonstra que os efeitos do
insulto nutricional durante o desenvolvimento cerebral sdo de longa duracgao,
resultando em déficits permanentes no aprendizado e comportamento (STUPP et al.,
1995; LISTER et al., 2005).



61

A presente pesquisa avaliou o peso da ninhada durante o PND1 ao PND19 e
dos filhotes ap6s desmame no PND22, onde os mesmos foram submetidos ao
protocolo LCN durante os PNDs 2-9. Os resultados indicaram uma diminuicéo
significativa no peso tanto da ninhada quanto dos filhotes pos-desmame, sendo
observada essa diminuicdo em machos e fémeas.

Os achados estdo em consonancia com estudos anteriores, exemplificado
pelo trabalho de Goodwill et al. (2019), que empregou um protocolo de estresse
perinatal semelhante em camundongos. No referido estudo, os animais foram alojados
em gaiolas com fundo de arame e fornecidos com algodéo para a constru¢ao do ninho
do PND4 ao PND11. Os resultados indicaram que machos e fémeas submetidos ao
protocolo de estresse apresentaram uma reducao de 17,4% no peso em comparacao
com o grupo controle. Em outra investigacédo conduzida por Brunson et al. (2005) com
ratos machos Sprague Dawley, que foram colocados em gaiolas com fundo de malha
plastica e utilizaram toalhas de papel para a construcdo do ninho do PND2-9,
observou-se que o0s animais submetidos ao periodo de restricdo da cama
apresentaram uma diminuicdo moderada no peso em comparagdo com 0 grupo
controle.

Além disso, foi possivel notar essa diminuicdo do peso corporal, em outros
modelos de estresse, como 0 de separacdo materna. Nesse modelo, a prole é
simultaneamente separada da progenitora por 3 horas. Orso e colaboradores (2020)
empregaram esse modelo para examinar os efeitos de uma abordagem combinada,
incorporando estresse precoce, n0S comportamentos ansiosos associados ao eixo
hipotadlamo-hipéfise-adrenal (HPA). Ao longo do periodo de PND2 ao PND15 em
camundongos, os resultados revelaram que, ao término do modelo no PN16, os
animais submetidos ao estresse exibiram uma reducado significativa no peso em
comparacao com o0s animais do grupo controle.

Em suma, podemos concluir que os resultados encontrados nesta pesquisa
sugerem que o modelo de estresse LCN durante o periodo perinatal pode ter um
impacto negativo no crescimento e desenvolvimento dos filhotes, levando a uma
reducdo dos comportamentos maternos, inferindo assim na amamentacdo, o que

consequentemente levou a impactos significativos no peso corporal da prole.
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7.2.2 Aprendizagem e memodria espacial no teste de Labirinto de Aquético

Morris

Um dos objetivos deste estudo foi avaliar o efeito da exposi¢cdo ao modelo de
estresse LCN pos-natal nas fungbes cognitivas da prole. Estudos indicam que a
exposicao ao estresse durante o periodo pds-natal pode impactar no desenvolvimento
neurolégico e cognitivo da prole. Esses efeitos podem ser observados em testes
comportamentais que avaliam o aprendizado e a memoria, como o Labirinto Aquatico
de Morris (LAM) (THEICHER et al., 2016).

O LAM foi estabelecido pela primeira vez pelo neurocientista Richard G.
Morris em 1981 como uma forma de testar o aprendizado, incluindo a aquisicéo de
memodéria espacial e memaria espacial de longo prazo. Atualmente, ele fornece um
meio de avaliar a memoéria e o desempenho de aprendizado em animais (e em
humanos pode ser utilizado um labirinto virtual), proporcionando uma compreensao
da fungéo cognitiva e do processamento espacial (BROMLEY-BRITS; DENG; SONG,
2011).

Os animais submetidos a LCN levaram mais tempo para encontrar a
plataforma do que o grupo controle durante os dias 1 a 3. No dia do teste de sonda,
foi possivel observar que os animais do grupo LCN, tanto machos quanto fémeas,
passaram menos tempo no quadrante onde estava a plataforma oculta, em
comparacgao ao grupo controle. Os machos do grupo LCN apresentaram um tempo
significativamente menor de permanéncia na plataforma oculta. Recentes pesquisas
pré-clinicas apoiam esses resultados em relacao a ratos machos (HEIM; NEMEROFF,
2001; PLOTSKY et al., 2005; AISA et al., 2007).

Halubova e colaboradores (2018) investigaram os efeitos de estressores
perinatais associados a exposicdo de drogas na funcdo cognitiva, utilizando ratos
machos e fémeas da linhagem Wistar. A ninhada foi dividida em dois grupos: o grupo
controle e o grupo exposto ao modelo de estresse por separacdo materna durante o
periodo PND1-21. Assim como no presente estudo, 0s pesquisadores utilizaram o
Labirinto Aquatico de Morris (LAM) para avaliacdo do aprendizado e memoéria. No
entanto, ao realizar testes com a progénie masculina adulta, os pesquisadores
observaram que os ratos machos submetidos ao estresse passaram mais tempo

procurando a plataforma oculta em comparagéo ao grupo controle.
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O estudo de Brunson e colaboradores (2005), citado anteriormente,
evidenciou resultados semelhantes a esta pesquisa, tanto na fase de aquisicao
(aprendizagem), que apresentou diferencas entre os grupos, quanto na fase de teste,
gue demonstrou uma reducéo no tempo de permanéncia no quadrante onde estava
localizada a plataforma para o grupo LCN. Esses achados demonstram que o estresse
precoce na vida pés-natal pode ter consequéncias negativas duradouras nas funcfes
cognitivas de ratos machos e fémeas, que se estendem até a idade adulta. Isso implica
que estagios criticos de desenvolvimento sdo vulneraveis a estressores ambientais, e
que o estresse durante esses periodos iniciais pode ter implicacdes importantes para
a saude cognitiva ao longo da vida (HOLLUP et al., 2001; YAU et al., 2002).

Aisa e colegas (2009) descobriram que o0 estresse precoce poOs-natal teve
efeitos duradouros na estrutura e fungéo do hipocampo. O hipocampo é fundamental
para a formacdo de memorias de longo prazo e aprendizado espacial (MORRIS et al.,
2003; MIRESCU et al., 2004) e é altamente suscetivel a hormonios relacionados ao
estresse durante os estagios iniciais de desenvolvimento (DE KLOET et al., 1999). A
formacao de células granulares no giro dentado do hipocampo de ratos comeca
durante a fase final da embriogénese e continua nas primeiras semanas ap0s 0
nascimento (ALTMAN; BAYER, 1990). Portanto, estudo anteriores sugere que que o
modelo de estresse por restricdo do ninho nos primeiros dias pos-natais pode afetar
o desenvolvimento normal das estruturas do hipocampo (MIRESCU et al., 2004,
ORELAND et al., 2010).

Diante disso, pesquisas, conduzidas por meio do LAM, confirmam de maneira
consistente o impacto prejudicial do estresse pds-natal precoce, em particular, na
funcado cognitiva da prole. (HOLLUP et al., 2001; YAU et al., 2002). E relevante notar
que, através dos resultados obtidos no LAM, esta pesquisa destaca uma descoberta
significativa: tanto animais machos quanto fémeas apresentaram déficits de memaoria
espacial, contribuindo assim para a crescente compreensao do impacto do estresse
pds-natal precoce na cognigéo.

Dessa forma, destaca-se a importancia critica dos estagios iniciais de
desenvolvimento, onde o hipocampo é particularmente sensivel a estressores
ambientais, afetando potencialmente a saude cognitiva ao longo da vida. Além disso,
tem implicacdes importantes para a compreensao do impacto do estresse precoce no

neurodesenvolvimento e no aprendizado da prole.
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7.2.3 Memoria de Reconhecimento de objetos

A exposicdo a novidade, como um objeto ou ambiente, pode desencadear o
comportamento de aproximagdo em ratos e camundongos. Este teste tem como
objetivo aferir a capacidade dos ratos em reconhecer e discriminar objetos,
fornecendo informacfes sobre a funcdo cognitiva desses animais. Além disso, ele
permite investigar 0S mecanismos neurais e 0S circuitos relacionados no
processamento visual e memdria de reconhecimento. Diante disso, o teste foi
realizado para avaliar a capacidade dos ratos de reconhecer objetos novos e
familiares e determinar se 0 modelo de estresse LCN na infancia afetou essa
capacidade, uma vez que estudos indicam que o estresse cronico na infancia tem
grande influéncia em déficits cognitivos e problemas de memaria a longo prazo (IVY
etal., 2010; LANGER et al., 2013).

Durante o teste de RO em ratos, 0 hipocampo é ativado e desempenha um
papel central na codificacdo e armazenamento dessas memorias. Deste modo,
provaveis prejuizos de memoria estardo relacionados a um comprometimento das
funcdes hipocampais (ADERSEN et al., 2004; COHEN; STACKMAN, 2015). No
presente estudo, o LCN prejudicou a memoéria de reconhecimento de curto e longo
prazo em ratos pré-puberes (ou seja, 0os animais do grupo LCN apresentaram uma
diminuicdo do indice de discriminacdo no teste RO. Pode-se notar que, no teste de
2h, os machos do grupo LCN exploraram menos tempo que as fémeas o objeto novo.
J& no teste apds 24h, o inverso aconteceu, as fémeas do grupo LCN exploraram
menos que 0s machos o objeto novo.

Os resultados encontrados neste estudo estdo de acordo com a literatura,
onde pesquisas apontam que a exposicdo ao estresse na adolescéncia tem um
impacto negativo na aprendizagem e na memoria (LEMAIRE et al.,, 2000;
MCCORMICK et al., 2010; MARKHAM, KOENIG, 2011; MORDIR et al., 2014). O
estudo de Ivy e colaboradores (2010) investigou os efeitos do estresse crénico na
primeira infancia sobre a funcédo do hipocampo e a cogni¢do. A pesquisa focalizou a
interacdo entre 0 hormonio liberador de corticotropina (CRH) e seu receptor, CRF1,
no hipocampo, sugerindo que esses mecanismos podem contribuir de maneira
significativa para os déficits estruturais e cognitivos associados ao estresse precoce.
Utilizando um modelo de estresse por limitacdo do material de nidificacdo em ratos

Sprague Dawley machos e fémeas durante o periodo PND2-9, as gaiolas foram
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restritas com uma tela de aluminio plastificada (2,5 cm acima do piso), e toalhas de
papel foram empregadas na construcdo do ninho. No teste de reconhecimento de
objetos, observou-se que os ratos submetidos ao estresse ndo conseguiam distinguir
um objeto novo de um previamente encontrado.

Outro estudo realizado por Rice e cooperadores (2008) caracteriza um modelo
de estresse crénico em camundongos machos e fémeas, em que a interacdo méae-
filhote foi interrompida pela limitacdo do material de nidificacdo do PND2-9, usando
pedacos de feltro e as camas das gaiolas com malha de aluminio. Sendo possivel
observar no teste de RO que a fungcdo cognitiva dependente do hipocampo foi
prejudicada em camundongos submetidos ao modelo até 7 meses apds o periodo
inicial de estresse provocado (RAONY; GERALDO; PANDOLFO, 2021).

Dessa forma, é possivel concluir que o modelo de estresse LCN teve um
impacto significativo na memoria de reconhecimento de curto e longo prazo em ratos
pré-puberes, apontando assim para os efeitos negativos do estresse na aprendizagem
e memoria, especialmente durante a adolescéncia. Além disso, ao transcrever isso
para humanos, esses prejuizos de memoria e cognicdo sao extremamente prejudiciais
para criancas e adolescentes, ja que eles estdo em uma fase de desenvolvimento e

aprendizado escolar.
7.2.4 Medo Condicionado ao contexto

Os circuitos neurais que regulam as respostas ao medo e a formacdo da
memoéria do medo sdo conservados evolutivamente, permitindo o estudo bem-
sucedido desses mecanismos em humanos e animais de laboratério por meio de
paradigmas comportamentais (MAHAN e RESSLER, 2012).

Uma abordagem para compreender os mecanismos envolvidos nas sessdes
de aprendizagem é investigar a aprendizagem associativa, um processo adaptativo
que capacita o organismo a antecipar eventos. O condicionamento do medo ao
contexto (MCC) é uma forma de aprendizagem associativa amplamente utilizada,
estudada em varias espécies. Em modelos animais, a aprendizagem do medo é
frequentemente explorada através do condicionamento classico, um sistema modelo
para entender os mecanismos neurobiologicos de aprendizagem e memoéria em

mamiferos, além de elucidar as origens de disturbios relacionados ao medo em
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humanos (BERNAERTS; LAMBERTY; TIRELLI 2004; GOLCALEZ, 2023; KERSHAW
et al., 2023).

A aprendizagem sobre o medo resulta em algumas das memdérias mais
intensas, elaboradas e precisas, devido a forte emocao presente durante a aquisicdo
e as conexdes pos-treinamento, que melhoram a consolidacéo e, em certa medida, a
reconsolidacdo da memoéria (MCGAUGH, 2004; 1IZQUIERDO; FURINI; MYSKIW,
2016; CAMMAROTA et al., 1998).

Este estudo visa investigar a influéncia do modelo LCN na memoria do medo,
utilizando o teste MCC, um procedimento fundamental de condicionamento. Neste
paradigma, 0s animais associam um novo contexto a entrega de um estimulo
aversivo, como um leve choque nas patas. A formacado da memoria € avaliada pelo
comportamento de freezing quando 0s animais S80 reexpostos ao contexto sem o
choque. Dado que os roedores podem adquirir o condicionamento do medo em uma
Gnica sessao, esse paradigma permite investigar mudancas dependentes do tempo
na formacdo da memoria de curta e longa duracdo (KIM; JUNG 2006; AKIRAV;
MAROUN 2013; DE CARVALHO MYSKIW, 2015).

A memoria emocional capacita 0s animais a evitar situacdes potencialmente
aversivas com base em experiéncias passadas. Neste estudo, o nivel de freezing foi
usado como medida da taxa de retencdo de memodria, indicando que maior freezing
esta associado a uma maior retencdo de memoaria. Observou-se que 0s animais do
grupo LCN, tanto machos quanto fémeas, exibiram menor tempo de freezing em
resposta a exposicdo ao contexto em comparagcdo com 0S animais grupo controle.
Esses resultados sdo congruentes com pesquisas anteriores (PRYCE et al., 2003;
KOSTEN et al., 2005).

O estudo de Chocyk e seus cooperadores (2014) investigaram como 0
estresse precoce na vida pode influenciar a formacao e a retencdo de memorias de
medo em ratos machos e fémeas adolescentes e se essas memorias persistem na
idade adulta. Eles usaram o protocolo de separacdo materna em ratos wistar por 3
horas, durante os PNDs 1 a 14. Assim como esta pesquisa, foi realizado o teste de
MCC na adolescéncia e na fase adulta. Os autores observaram reducdes no tempo
de freezing nos animais submetido a separacdo materna, independente do sexo.
Outro estudo de Gresack e seus colaboradores (2010) demostraram que criagéo de
camundongos em um ambiente isolado pode interferir com a capacidade de aprender

0 medo contextual. Adicionalmente Krosten e pesquisadores (2007) observaram que
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a manipulacao do isolamento neonatal no inicio da vida leva a efeitos duradouros na
funcdo do hipocampo, resultando em comprometimento do desempenho da memdéria
e alteracGes no hipocampo.

Pesquisas recentes aprontam que os adolescentes apresentam maior
sensibilidade afetiva e social, bem como diferencas na aprendizagem associativa de
estimulos apetitivos e aversivos, em comparag¢ao com crian¢as e adultos. Durante a
aprendizagem, a sensibilidade afetiva e social do adolescente contribui para uma forte
aquisicao, maior generalizacdo, reducdo da extincdo e aumento da exploracdo. I1sso
significa que os adolescentes tém uma capacidade Unica de aprender através de suas
emocdes (TOWNER; CHIERCHIA; BLAKEMORE, 2023)

Dessa forma, embora exista poucas analises experimentais de MCC na
adolescéncia em animais, podemos concluir que a influéncia do modelo LCN na
memoéria do medo, € uma ferramenta importante para avaliar a formacao e a retencéo
dessa memdéria em roedores. Sendo possivel observar nesta pesquisa que, 0S
animais do grupo LCN exibiram menor tempo de freezing em resposta a exposi¢céo ao
contexto quando comparado com o grupo controle, impedindo uma alteracéo na taxa
de retencdo de memoaria.

Em resumo, este estudo destaca que o modelo LCN tem um impacto
significativo na memoria do medo em roedores pré-puberes. Além disso, destaca a
necessidade de uma compreenséo mais aprofundada dos mecanismos subjacentes a
essas mudancas na formacédo e manutencdo da memdria emocional. Ao contribuir
para o entendimento dos processos de aprendizagem associativa e emocional, este
estudo abre caminho para pesquisas futuras com implicagcdes importantes na
compreensdo e tratamento de distarbios neurobioldgicos relacionados a

aprendizagem e memoria.
7.2.5 Avaliagcdo do Campo Aberto Prole (Machos e FEmeas)

Assim como nhas progenitoras, foi realizado o teste de campo aberto na prole.
Como citado anteriormente, o teste de campo aberto (CA) é uma medida comum do
comportamento exploratorio e da atividade geral em camundongos e ratos, onde tanto
a qualidade quanto a quantidade da atividade podem ser medidas. Isso significa que

o teste pode fornecer informacdes sobre como 0s animais exploram seu ambiente e
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quao ativos eles sdo em geral (GOULD; DAO; KOVACSICS, 2009; WALSH,;
CUMMINS, 1976).

Nesta pesquisa, o teste foi realizado na prole nos PNDs 27 a 33, assim como
suas progenitoras foram avaliadas para verificar a influéncia do modelo LCN na
atividade locomotora e exploratéria. Os resultados nao revelaram diferencas
significativas nos parametros avaliados entre os grupos. Diante disso, sugere-se que
o modelo LCN, aplicado no periodo perinatal, ndo teve um impacto distintivo sobre os
niveis de atividade locomotora e exploratéria da prole. Essa descoberta é consistente
com a literatura existente (ORSO et al., 2020; RESHETNIKOV et al., 2020).

O estudo de Benneti e colegas (2009) avaliou o possivel papel dos déficits
colinérgicos no comprometimento cognitivo causado pela privacdo materna em ratos
Wistar machos. No PND11, os animais foram submetidos a 3 horas de privagéo diaria
da mae durante os primeiros 10 dias de vida; logo apdés, na idade adulta, foram
realizados testes para verificar o impacto dessa privacdo em seu desenvolvimento
cognitivo. Assim como neste trabalho, eles avaliaram a atividade locomotora dos
animais, todavia ndo observaram diferencas entre os grupos estudados.

Goodwill et al. (2019) utilizando um modelo de restricdo de material de
nidificacdo com camundongos adolescentes ndo encontrou diferencas significativas
nos parametros de locomogdo dos animais. Isso demonstra que a alteracdo nas
condi¢bes do ninho ndo afetou a locomogdo dos animais, reforcando a consisténcia
dos resultados desses estudos. Adicionalmente, Gallo et al.(2019), também utilizando
o modelo analogo ao LCN em camundongos machos e fémeas, observou que 0 uso
de uma gaiola com piso de arame e algodéo para constru¢édo do ninho durante o

PND4-11 ndo afetou a atividade locomotora dos animais estudados.
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8 CONCLUSAO

Diante dos resultados encontrados neste trabalho, concluimos que o estresse
perinatal induzido pelo modelo LCN impactou o comportamento materno o que pode
ter contribuido para os déficits de memoaria espacial, de memaoria de reconhecimento
de objetos e de memdria aversiva.

Nesse contexto, a detecgéo precoce de alteragdes no neurodesenvolvimento
emerge como uma ferramenta fundamental para mitigar os impactos negativos nas
esferas social, emocional e na infancia, no qual podem persistir na vida adulta.
Identificar precocemente desafios cognitivos resultantes do estresse perinatal, como
os observados no modelo LCN deste estudo, proporciona oportunidades cruciais para
implementar estratégias de intervencdo e apoio. Essas medidas ndo apenas visam
melhorar a qualidade de vida dos individuos afetados, mas também contribuem para
a construcdo de uma sociedade mais consciente e inclusiva, destacando a
importancia de abordagens preventivas e terapéuticas no cuidado com o

neurodesenvolvimento desde as fases iniciais da vida.
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