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RESUMO

O estresse é uma condi¢do de desordem fisioldgica e/ou psicolégica que altera a
gualidade de vida, gerando respostas imediatas e/ou tardias. No periodo pds-natal,
eventos estressantes contribuem com o aparecimento de vulnerabilidades e
psicopatologias. Entre os transtornos psiquiatricos do pés-parto, a depressao pos-
parto € um transtorno psiquiatrico grave com consequéncias devastadoras nao so
para a mde como também para a prole. A Limitacdo na Construcao do Ninho (LCN) é
um modelo de estresse animal que mimetiza os comportamentos consequentes do
estresse perinatal, caracterizado principalmente na reducdo do cuidado maternal.
Sendo assim o0 objetivo deste trabalho foi estudar os efeitos da LCN sobre o
desenvolvimento de parametros tipo-depressivos maternos e sua influéncia sobre o
comportamento materno e desenvolvimento inicial da prole. Para isto entre os Dias
Pos-Natal (PND) 2 a 9 as maes do grupo LCN foram mantidas em caixas com a
maravalha reduzida (1000 ml) e o grupo de mées Controle foram mantidas em caixas
com a maravalha em abundancia (4500 ml). As ratas passaram por avaliacdo do
comportamento materno e ganho de peso (PND 2 a 9), atividade locomotora no campo
aberto (PND 5) e teste do nado forcado (PND 8 e 9). Posteriormente as ratas foram
eutanasiadas para retiradas das estruturas encefélicas hipocampo e coértex para
guantificacdo da expressao da proteina GFAP por Western Blotting. Os filhotes foram
submetidos a analise de desenvolvimento fisico e reflexolégico e acompanhamento
do ganho de peso (PND 2 a 9). Observou-se que a LCN diminuiu o parametro maternal
de lamber o filhote, aumentou a laténcia para a rata pegar o primeiro filhote e leva-lo
ao ninho, aumentou o tempo de constru¢céo do ninho e aumentou o tempo de sefl
grooming nao maternal comparadas ao grupo Controle. No teste de nado forcado as
maes LCN apresentaram maior frequéncia de imobilidade e maior tempo de
imobilidade comparadas ao Controle. Nao houve alteragdo na atividade locomotora
exploratdria no teste de campo aberto. Observou-se ainda aumento da expressao da
proteina GFAP no cortex pré-frontal das mées LCN quando comparadas as do grupo
controle. Houve uma reducéo no ganho de peso nos filhotes machos LCN (PND 7 a
9) quando comparados aos do grupo Controle. Verificou-se que a prole do grupo LCN
apresentou atraso para apresentar o reflexo geotaxia negativa nos filhotes machos e
atraso no dia de apresentar o endireitamento da postura nos filhotes fémeas quando
comparados aos do grupo controle. Conclui-se, portanto que a limitacdo na construcao
do ninho (LCN) foi capaz de induzir efeitos sobre o desenvolvimento de parametros
tipo-depressivos maternos e na redugao nos cuidados maternais, acompanhados por
astrogliose no coértex pré-frontal, assim como impactos no desenvolvimento inicial
reflexolégico da prole.

Palavras chaves: Limitacdo na construc¢édo do ninho; Comportamento materno;

Depressao pos parto; Astrogliose no cortex pré-frontal.



ABSTRACT

Stress is a condition of physiological and/or psychological disorder that alters the
quality of life, generating immediate and/or delayed responses. In the postnatal period,
stressful events contribute to the appearance of vulnerabilities and psychopathologies.
Among postpartum psychiatric disorders, postpartum depression is a serious
psychiatric disorder with devastating consequences not only for the mother but also for
the offspring. Nest Building Limitation (LCN) is an animal stress model that mimics the
behaviors resulting from perinatal stress, mainly characterized by reduced maternal
care. Therefore, the objective of this work was to study the effects of NCL on the
development of maternal depressive-like parameters and their influence on maternal
behavior and the initial development of the offspring. For this, between Postpartum
Days (PND) 2 to 9, the mothers of the LCN group were kept in boxes with reduced
shavings (1000 ml) and the Control group of mothers were kept in boxes with an
abundance of shavings (4500 ml). The rats underwent evaluation of maternal behavior
and weight gain (PND 2 to 9), locomotor activity in the open field (PND 5) and forced
swimming test (PND 8 and 9). Subsequently, the rats were decapitated to remove the
brain structures, hippocampus and cortex for quantification of GFAP protein
expression by Western Blotting. The puppies were submitted to analysis of physical
and reflexological development and monitoring of weight gain (PND 2 to 9). It was
observed that LCN decreased the maternal parameter of licking the pup, increased the
latency for the rat to catch the first pup and take it to the nest, increased the nest
building time and increased the time of non-maternal sefl grooming compared to the
group control. In the forced swimming test, the LCN mothers showed a higher
frequency of immobility and a longer time of immobility compared to the Control. There
was no change in exploratory locomotor activity in the open field test. There was also
an increase in GFAP protein expression in the prefrontal cortex of LCN mothers when
compared to the control group. There was a reduction in weight gain in male LCN pups
(PND 7 to 9) when compared to the Control group. It was verified that the offspring of
the LCN group presented a delay in presenting the negative geotaxis reflex in the male
offspring and a delay in the day of presenting the posture straightening in the female
offspring when compared to the control group. It is concluded, therefore, that the
limitation in nest building (LCN) was able to induce effects on the development of
maternal depressive-like parameters and in the reduction in maternal care,
accompanied by astrogliosis in the prefrontal cortex, as well as impacts on the
development initial reflexology of the offspring.

Key words: Limitation in nest building; Maternal behavior; Baby blues; Astrogliosis

in the prefrontal cortex.
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1 INTRODUCAO

O cuidado materno envolve um conjunto de fatores neurais, moleculare
enddcrinos, que vem se mantendo ao longo da evolucdo, garantindo assim as
condi¢cdes adequadas para a sobrevivéncia e perpetuacdo da espécie. Sob o ponto
de vista da prole, o cuidado materno abrange também o ensinamento de aspectos
ligados ao ambiente que permite ao filhote garantir sua sobrevivéncia (Teodorov, et
al., 2016). Em mamiferos, os filhotes sdo totalmente dependentes dos cuidados
maternos até a fase que possam buscar alimento, manter a temperatura corporal e
abrigo, bem como dependem do aprendizado dos ensinamentos basicos para
sobrevivéncia oriundos da mae durante a amamentacdo (kinsley, et al., 2008).

Portanto a experiéncia reprodutiva (gravidez, parto e lactagdo) induz profundas
mudancas fisiologicas, neuroenddcrinas e comportamentais em todas as espécies de
mamiferos. Essas mudancas preparam a mae para garantir a sobrevivéncia de sua
prole e de si mesma diante das novas exigéncias ambientais da maternidade.
Também promove mudang¢as nos circuitos nervosos e no comportamento que nao
estao diretamente relacionados ao cuidado da prole (mas, indiretamente, contribuem
para isso) e envolvem respostas cognitivas, afetivas e de estresse (Barba-Muller et
al., 2019; Bridges, 2016; Hillerer et al., 2014, 2012).

O pébs-parto € um periodo de vulnerabilidade para o desenvolvimento de
transtornos do humor, principalmente quando estdo presentes fatores de risco que
aumentam a suscetibilidade. Mesmo que a etiologia dos transtornos afetivos pos-parto
ndo é totalmente conhecida, fatores de risco genéticos, psicossociais, ambientais e
biolégicos tém sido propostos (Payne e Maguire, 2019). Entre os transtornos
psiquiatricos do pés-parto, a depressao pos-parto (DPP) é um transtorno psiquiatrico
grave com consequéncias devastadoras ndo sO para 0 bem-estar da méae, mas
também para a prole (Nguyen et al., 2019). A DPP é uma doenca mentalmente
incapacitante que afeta uma em cada sete mulheres pelo mundo (Friedman; Resnick,
2009; Xia, 2016). Estima-se que de 10 a 15% das mulheres em paises em
desenvolvimento sofrem dessa doenca e em paises em desenvolvimento cerca de
60% das mulheres (Fleming; Lonstein; Pawluski, 2017).

Diante do exposto, € importante ser considerado, que diferentes modelos
animais sao utilizados para a inducdo de estresse perinatal, pois, mimetizam e

demonstram os comportamentos consequentes de situacdes estressoras. Assim, 0



16

modelo de estresse Limitagcdo na Construcdo do Ninho (LCN) que serd utilizado neste
estudo, é considerado um modelo mais “natural”’, pois consiste em limitar o material
de construcao do ninho. Essa interferéncia sobre o ambiente produz consequéncias
no preparo tipico da fémea com a chegada e a criacdo de seus filhotes (Apfelbach, et
al., 2005; Yan et al., 2017).

Com a reducdo da maravalha, a capacidade das mées em construir o ninho
também é reduzida, além da necessidade de constru¢cées mais frequentes de ninhos,
manuseio brusco, pisoteamento dos filhotes, e menor tempo de cuidado. Esse
paradigma €é um modelo de estresse animal (til para a compreensdo do
desenvolvimento da prole sob a influéncia do cuidado frente aos maus tratos materno.
Em humanos a negligéncia materna € a forma mais frequente de maus-tratos contra
criancas e adolescentes, sendo que dentre os diferentes tipos de violéncia contra
criancas, a negligéncia € responsavel por 50% dos casos (Nunes, 2016; Rates et al.,
2015; Yan et al., 2017).

Neste contexto, considerando os possiveis riscos que o estresse pos-natal
pode levar a saude psicossocial de méaes e as possiveis consequéncias no
desenvolvimento inicial da prole, o objetivo deste trabalho foi estudar os efeitos da
limitacdo na constru¢ao do ninho (LCN) sobre o desenvolvimento de parametros tipo-
depressivos maternos e sua influéncia sobre o comportamento materno e

desenvolvimento inicial da prole.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 ESTRESSE

O termo estresse, foi utilizado pela primeira vez, pelo cientista canadense Hans
Selye (1956), e atualmente, apesar de ser muito utilizado socialmente, ndo possui uma
definicdo absoluta (Mcewen, 2000). Os seus estudos experimentais foram pioneiros
na relagcdo do estresse e a capacidade do organismo em emergir respostas e a
adaptar-se aos agentes estressores. Selye, com 0 objeto de facilitar a compreensao
e a definicao de estresse, o descreveu como uma “resposta nao especifica do corpo
a qualquer desafio” (Tan; Yip, 2018).

Entende-se por estressores, qualquer demanda ou desafio que podem ser reais
ou percebidos, e apresentam dinamicas temporais distintas, podendo ter a sua forma
leve, inofensiva ou resultar em situacdes maiores e com efeitos imediatos, ou de curto
a longo prazo na qualidade de vida do sujeito (Sousa, 2016). Essa emersao de
respostas e adaptacao aos estressores, foi denominada por Selye como a “sindrome
de adaptagdo geral” e desde entdo, as pesquisas passaram a evoluir
significativamente, expandindo o conhecimento sobre as alteracées de mecanismos
neuroenddcrinos autondmicos que se relacionam ao estresse (Mcewen, 2000).

Embora o estresse seja considerado prejudicial e negativo, é importante
ressaltar que ele tem participagao crucial para a sobrevivéncia por meio da adaptacao
enquanto espécie e a sua evolugdo. Animais e outros organismos, como por exemplo,
as plantas, respondem diretamente ao estresse. Deste modo, embora o0 estresse
tenha um importante papel, quando ndo moderado e controlado, pode causar
diferentes danos ao longo do desenvolvimento (Souza, 2016).

Segundo Selye (1956), respostas diferentes podem ser providas de
determinados tipos de estresse, se referindo a “euestresse”, que consiste em
respostas que sdo consideradas positivas e que preparam um individuo para o
enfrentamento de novos desafios, e ao conceito de “distresse”, que é considerado
como o estresse negativo, excessivo e com consequéncias de debilidade fisica,
comportamental e mental.

Portanto, o estresse pode ser entendido como uma condicdo de desordem
fisiologica e/ou psicologica que altera a qualidade de vida, gerando respostas

imediatas e/ou tardias (Mcewen, 2000). A condicdo do estresse pode surgir de
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maneira aguda e cronica, sendo que a primeira acontece em curtos periodos e com
alta intensidade, além de respostas imediatas. J4 a condicdo de estresse crénico
ocorre por um periodo constante, prolongado, com menor intensidade e com resposta
mais tardia (Mcewen, 2000).

O estresse vem sendo frequentemente relacionado como respostas a eventos
gue sdo considerados como o acima citado, estressores buscando uma adaptacédo do
organismo, desenvolvendo uma perturbacdo na homeostase, resultando em
respostas importantes com o objetivo de adaptagéo, e do retorno da estabilidade
homeostética ideal (Levine, 2005). A homeostase se refere & manutencdo de uma
zona estreita de parametros fisioldgicos vitais e necessarios para a sobrevivéncia,
como a temperatura corporal, sistemas como pH, e tensdo de oxigénio, componentes
internos e essenciais para a vida (Bruce, 2000). Quando essa zona estreita de
equilibrio biolégico e os limites sdo alterados, 0 organismo recorre ao um processo de
alostase, objetivando recuperar novamente a sua estabilidade e avalizando a
sobrevivéncia. Este processo de alostase refere-se ao ajuste organico sobre os
eventos previsiveis e imprevisiveis em busca de equilibrio (Mcewen; Wingfield, 2003).

Nesse contexto, a alostase € um termo mais bem empregado para mecanismos
de confrontacgdo fisiologica do que homeostase, que € importante ser mantida para os
parametros que sdo essencialmente reservados para a sobrevivéncia. Desse modo,
a alostase € 0 mecanismo que mantém o organismo vivo e funcionando, ou seja,
mantendo a homeostase ou 'mantendo a estabilidade por meio da mudanca' e
promovendo adaptacao e enfrentamento, pelo menos em curto prazo (Bruce, 2000).

Portanto, objetivando a sobrevivéncia, o organismo desenvolve a capacidade
de enfrentamento em lidar com mudancas e desafios ambientais com resiliéncia
(Karatsoreos; Mcewen, 2013). Quando néo alcancada, ele pode afetar cada pessoa
de maneira diferente e ser considerado como um risco para o surgimento de diversas
doencgas (Schmidt; Sterlemann; Muller, 2008).

As respostas derivadas do estresse envolvem trés elementos principais que
representam uma cascata neuroendocrina: O hipotalamo, a hipofise (ou pituitaria) e a
glandula adrenal. Esta conexao de estruturas representa o principal sistema fisiol6gico
de resposta do estresse, sendo conhecido como eixo HPA (Mcewen, 2000).

Inicialmente, a resposta comeca no hipotalamo, produzindo a liberagdo de

corticotrofina (CRH) e liberando-a na circulacdo porta-hipofisaria. O CRH, estimula o
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hormdnio adrenocorticotréfico (ACTH), sendo liberado na circulagdo sanguinea
sistémica, agindo no cortex da glandula adrenal através de suas células com o objetivo
de estimular a sintese do hormdonio glicocorticoide, o cortisol em humanos, e em outras
espécies, como roedores, a corticosterona. Os glicocorticoides por sua vez, sao
responsaveis por promoverem a quebra de proteinas e gorduras, facilitando e
aumentando a disponibilidade de energia, principalmente nos musculos, na resposta
de luta ou fuga, com a metabolizacdo da glicose no figado (Munck; Guyre et al. 1984).

Assim, quando o estresse gera respostas exacerbadas, ultrapassando a
capacidade de enfrentamento natural, alteracbes neuroenddécrinas sao induzidas,
mesmo que precocemente, e estdo diretamente associadas a problemas
comportamentais e a doencas na idade adulta, como memodria e aprendizado
prejudicado, além de sintomas semelhantes a depressdo e ansiedade, resultando
entdo, em alteracBes cronicas e a processos fisiopatoldgicos significativos (Mcewen,
2000; Souza, 2016).

2.2 COMPORTAMENTO MATERNO

O conjunto de cuidados que a mae de mamiferos oferece aos filhotes &
denominado comportamento materno (CM). O cuidado maternal € um comportamento
complexo, espontaneo, instintivo e com caracteristicas determinadas por
modifica¢cdes fisioldgicas que ocorrem pouco antes ou logo apés o parto (Mattson et
al., 2001; Numan, 1994). Durante este importante periodo, a fémea tem por objetivo
garantir sua propria sobrevivéncia e de seus filhotes.

O comportamento materno em ratas consiste de varios elementos integrados
que estéo relacionados com a nutricdo e o cuidado dos filhotes. Eles podem envolver
diretamente os filhotes (amamentacéo, lambida, busca de filhotes) ou n&o (construcéo
de ninhos, agressao maternal). Este padrao complexo aparece espontaneamente em
maes primiparas. Perto da data do parto, a mae inicia uma sequéncia de mudancas
comportamentais que visam receber adequadamente os filhotes (Numan e Insel,
2003). Ela muda seus padrdes de limpeza corporal, levando mais tempo na limpeza
da regido mamaria e, alguns dias antes do parto, ela constréi um ninho com o
substrato disponivel (Numan, 1994).

O cuidado materno em ratos € de extrema importancia para a sobrevivéncia,



20

para o desenvolvimento reprodutivo e para a funcdo endocrina da prole (Popoola e
Cameron, 2018). No que diz respeito a sobrevivéncia, sabe-se que os filhotes ainda
sao imaturos e necessitam dos cuidados da mée para se manterem vivos. Na verdade,
sua temperatura corporal ainda ndo pode ser regulada por mecanismos fisiol6gicos,
desta forma, ela é regulada através da temperatura do meio em que vivem. Sendo
assim, a construcdo do ninho (manter todos os filhotes juntos) e estar sobre eles é
essencial para manutencdo da temperatura corporal da ninhada, garantindo sua
sobrevivéncia. O comportamento de lamber e cheirar, fazem parte do reconhecimento
dos filhotes, além disso, essa acao é crucial para que os filhotes possam urinar e
defecar; e falta de estimulacdo tétil, pode estar relacionada a uma menor
sobrevivéncia dos filhotes (Patin et al., 2002).

Em ratas, as acOes maternais sdo observadas e registradas quando a rata
apresenta comportamentos diretamente relacionados aos filhotes como construgao do
ninho, estimulacdo a miccdo através da lambida ano-genital, agrupamento dos filhotes
no ninho e posicionamento sobre eles para prove-los de nutricdo e calor, além do

comportamento indireto agressivo (Mann, 2006) (Figura 1).
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Figura 1 - Desenho de um subconjunto de comportamentos maternais incluindo recolher filhotes,
construir ninho, amamentar, lamber e agressdo maternal (contra um intruso) adaptado
de GRAMMIE 2005.
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Fonte: adaptado de GRAMMIE 2005.

A rata lactante geralmente fica no ninho sobre os filhotes em uma postura
denominada de cifose fisioldgica, na qual sua coluna fica arqueada, facilitando assim
a amamentacao. As lactantes passam um tempo significativo lambendo a cria para
limpa-la, sendo que a limpeza da area ano-genital estimula a defecacao e mic¢do dos
filhotes (Gubernick; Alberts, 1983) bem como a diferenciacéo sexual do SNC (sistema
nervoso central) da prole masculina (Dohler, 1991).

Diversos fatores ambientais, psicoldgicos, biologicos e neurais interagem para
promover e manter o CM. Assim como mudancas hormonais geram respostas
fisiologicas e comportamentais compensatorias, mudancas ambientais também levam

alteracdes hormonais (Schulkin, 1999).
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A ansiolise maternal certamente € resultado de uma adaptagdo do SNC que é
necessaria para a sobrevivéncia da prole. A responsividade reduzida a ansiedade
observada durante a lactacdo pode ser explicada, pelo menos em parte, por um
aumento da secrec¢ao de ocitocina e prolactina j& que ambos possuem propriedades
ansioliticas. Estudos anteriores demonstraram que altos niveis de ocitocina e
prolactina diminuiram a responsividade emocional observada na lactacdo (Fleming,
Walsh, 1994; Numam, 1994; Rosemblatt, 1974).

O estabelecimento de uma interacdo normal entre a mae e o filhote é critico
para o crescimento e o desenvolvimento comportamental na maioria das espécies de
mamiferos (Moriceau; Sullivan 2005; Sullivan 2003). A realizacdo de comportamentos
reciprocos entre a mae e o filhote aumenta a chance de o filhote sobreviver, e vindo a
sobreviver, ele ird se reproduzir e criar, com sucesso, seus proprios filhos (Anand e
Scalzo 2000; Fleming et al., 1999; Insel e Young 2001).

Portanto interacdes na relagcdo méae-filhote s&o importantes para o crescimento
e desenvolvimento adequados dos mamiferos. A interrupcédo de estimulos sensoriais
providos pela mée tem efeitos negativos no desenvolvimento da ninhada em muitas

espécies (Pauk et al., 2017).

2.3 ESTRESSE POS-NATAL E ALTERACOES NA PROLE

E sabido ent&o, que os agentes estressores influenciam diretamente ao longo
de todo o desenvolvimento, e no que diz respeito ao periodo pds-natal, ou seja,
durante as primeiras fases do desenvolvimento, eventos estressantes contribuem com
0 aparecimento de vulnerabilidades e psicopatologias como ja descrito anteriormente.
Os cuidados maternos sédo direcionados para a protecdo do organismo do seu
dependente, e a privacdo desses cuidados podem resultar no rompimento dessa
protecao tdo essencial (De Bellis et al., 1999; Gluckman et al., 2005; Heim e Nemeroff,
2001; Meijer, 2006; Newport et al., 2002).

Diversos fatores interagem com o objetivo de promoverem o comportamento
materno, como fatores psicologicos, ambientais, neurais e biol6gicos. Assim como as
respostas fisioldgicas e comportamentais compensatorias sao geradas por mudancas
internas, mudancas ambientais levam a alteracdes hormonais (Schulkin, 1999;

Teodorov; Felicio; Bernardi, 2010).
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Os horménios gestacionais sao essenciais no direcionamento do animal para o
comportamento materno com os filhotes, e 0s neurotransmissores com a regulacéo e
manutencdo desses comportamentos no periodo de lactacao (Kinsley; Amory-Meyer,
2011; Kinsley; Robinson; Zitzman; Numan, 1988; Teodorov; Felicio; Bernardi, 2010;
Williams, 2011).

Esse cuidado, oferece a prole que é exclusivamente dependente dessa relacéo,
estimulos vitais para e durante o seu desenvolvimento. Proporciona necessidades
nutricionais, estimulos térmicos, olfatérios, visuais, auditivos e somatossensorios,
porém, essa relacdo 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; Pryce e Feldon, 2003).

Além da regulacé@o da temperatura corpérea, as maes lactantes dos roedores,
apresentam uma postura chamada de crouching ou cifose fisiol6gica, que consiste em
sua coluna arqueada, oferecendo a amamentacédo, também com o objetivo de limpar
a cria, as lambem, ja que esse comportamento limpa a area anogenital e estimula a
defecagdo e micgao dos filhotes, assim como favorece a prole masculina a respeito
da diferenciacé@o sexual no cérebro (Do6hler, 1991).

Variagbes nesses e em outros comportamentos maternos, resultantes de
diversas condigdes, seja com a méae ou em seu ambiente, sdo associadas a distarbios
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 disturbios comportamentais e neuroldgicos (Kinsley et
al., 1999; Olazéabal et al., 2013). Portanto, possiveis prejuizos sdo causados aos
filhotes que tiveram o ambiente pds-natal alterado (Del Cerro et al.,2010; De Souza et
al., 2011).

O estresse poOs-natal ndo so afeta a prole, mas, também, o comportamento da
mae resultando em alteracdes na interacdo mae-filhote. A analise do relacionamento
entre mae e filhotes durante as primeiras semanas de desenvolvimento pds-natal é
constantemente empregada como preditor de diferencas na prole em periodos mais
tardios da vida. Para tanto € necessaria a analise de comportamentos maternos
bésicos, como a frequéncia da amamentacao, de lamber os filhotes e do tempo junto
a prole. (Numan M. 1988; Weaver Icg, et al, 2004)
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Orso R. et al, 2019, em sua reviséo, descreveram o impacto da exposi¢cao em
periodo precoce da vida na interacdo mae-filhote. Relataram, entdo, que, em muitos
casos, ocorria aumento no lamber/grooming dos filhotes, enquanto em outros modelos
de estresse maternal ndo foram observadas alteragbes no parametro. Quanto ao
comportamento arqueado de amamentar, o mais importante componente do cuidado
maternal, este ndo estava presente na maior parte dos trabalhos, bem como a busca
dos filhotes.

Dessa maneira, quando déficits sdo encontrados precocemente, induzidos pelo
estresse no periodo pés-natal, podem contribuir para anormalidades comportamentais
mais tardias na vida, além de serem considerados marcadores de transtornos do

neurodesenvolvimento (Mesquita, et al., 2007).

2.4 LIMITAQAQ NA CONSTRUCAO DO NINHO (LCN) E POSSIVEIS
CONSEQUENCIAS NA 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
laboratoérios. Nessa perspectiva, alguns modelos de estresse, se apresentam de forma
mais “natural’, ou seja, sao utilizados estressores que interferem sobre o ambiente e,
conseguentemente, no preparo tipico da fémea com a chegada e a criacdo de seus
filhotes (Apfelbach, et al., 2005; Yan et al., 2017).

O modelo citado anteriormente e utilizado para influenciar e reduzir esse
cuidado € a limitacdo da maravalha na gaiola, como descrito pelo protocolo de Yan et
al. (2017). Com a reducao da maravalha, a reducdo da capacidade das maes em
construir o ninho pode ocorrer, além da necessidade de constru¢cées mais frequentes
de ninhos, manuseio brusco e pisoteamento dos filhotes, e menor tempo de cuidado.
Esse paradigma é um modelo de estresse animal Util para a compreensdo do
desenvolvimento da prole sob a influéncia do cuidado materno, caracterizado na
reducdo do cuidado maternal (Yan et al., 2017).

A imprevisibilidade e a caréncia de recursos para a constru¢cdo do ninho séo
um meio de produzir um tipo de estresse psicossocial. Portanto, modelos de estresse
gue impedem a construgdo de um ninho razoavel ou de uma maneira adequada,

caracteriza um modelo que representa situacdes estressoras encontrado na natureza.
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Dessa forma, o ninho passa a ser fundamental na relacdo da méae-filhote, j4 que esses
animais produzem comportamentos de presa, e naturalmente precisam deste ninho
como fonte de protecéo frente ao predador, institivamente (Apfelbach, et al., 2005).

Ivy et al. (2008) reduziram as condi¢Bes do ninho entre os dias 2-9 pés-natais.
Esses autores verificaram reducao no grooming dos filhotes, redugcéo da presenca da
mae no ninho ou em contato com sua prole, além de aumento nas maes dos niveis
plasméaticos de corticosterona e do peso das adrenais, concomitantemente com
aumento da liberacao hipofisaria do hormonio adrenocorticotréfico.

Rincon-Cortés e Sullivan (2016) reduziram as condi¢gdes do ninho entre os dias
pbs-natais 8 —12 e verificaram que o comportamento social da prole ao desmame néao
foi modificado, porém entre os dias 20-22 e na adolescéncia (dias 42-48) houve
reducao na sociabilidade dos animais. Observaram reducéo na atividade da amigdala,
no coértex medial pré-frontal e no nudcleo accumbens, areas importantes no
comportamento emocional. Ainda, esses autores verificaram a presenca de
comportamento tipo- depressivo na idade adulta.

Moussaoui et al (2016) reduziram as condi¢cdes do ninho entre os dias pos
natais 2-10 da lactacao e verificaram prejuizos no comportamento maternal e, na prole
masculina, aumento na permeabilidade da barreira intestinal.

Segundo a Hipétese da Mediacao Maternal, o relacionamento entre o individuo
e 0 seu ambiente, desenvolve uma relacdo linear, jA& que boas experiéncias
resultariam em adaptacfes funcionais, e experiéncias negativas, levariam a mas
condicdes e patologias futuras. Através dessa visdo, 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., 2006).

Por fim, na literatura, ainda é limitado a utilizacdo desse modelo de estresse animal,
principalmente no que diz respeito aos efeitos da limitacdo na construcdo do ninho
(LCN) sobre o desenvolvimento de parametros tipo-depressivos maternos e sua
influéncia sobre o comportamento materno e desenvolvimento inicial da prole.
Entretanto, reduzir a capacidade da mae de construir o ninho e oferecer aos filhotes

um ambiente saudavel, leva ao repertério anormal e fragmentado dos cuidados
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maternos adequados, e possivelmente, como resultado, o estresse crénico, fornece
uma ferramenta Gtil para o estudo das consequéncias dessa experiéncia de estresse

no inicio da vida (lvy, et al., 2008).

2.5 DEPRESSAO POS PARTO

A experiéncia reprodutiva (gravidez, parto e lactacdo) induz profundas
mudancas fisioldgicas, neuroenddcrinas e comportamentais em todas as espécies de
mamiferos. Essas mudangas preparam a mulher para garantir a sobrevivéncia de
seus filhos e de si mesma diante das novas exigéncias ambientais da maternidade.
Também promove mudangas nos circuitos nervosos e no comportamento que néo
estao diretamente relacionados ao cuidado da prole (mas, indiretamente, contribuem
para isso) e envolvem respostas cognitivas, afetivas e de estresse (Barba-Mduller et
al., 2019; Bridges, 2016; Hillerer et al., 2014, 2012).

Tradicionalmente, os transtornos mentais que podem acometer a mulher apés
0 parto sao divididos em: disforia pos-parto (blues), Depresséo Pds Parto (DPP)] e
psicose puerperal. Entre os agravos citados, a DPP é comum e pode se apresentar
associada a outras condicbes como ansiedade e transtorno do estresse pos-
traumatico (TEPT) (Brunner, et al, 2011).

A depressdo poés-parto € uma doenca mentalmente incapacitante que afeta
uma em cada sete mulheres pelo mundo (Friedman; Resnick, 2009; Xia, 2016).
Estima-se que de 10 a 15% das mulheres em paises em desenvolvimento sofrem
dessa doenca e em paises em desenvolvimento cerca de 60% das mulheres
(Pawluski; Lonstein; Fleming, 2017).

Apesar de a depressao pos-parto ser considerada a complicacdo mais comum
do parto, devido ao impacto negativo na mae e as alteracdes importantes provocados
no desenvolvimento comportamental, emocional e cognitivo da crianca, ainda é uma
doenca pouco estudada e pouco diagnosticada no mundo; cerca de 50% das
mulheres com depressdo pés-parto ndo sdo diagnosticadas e nao recebem o
tratamento adequado (Friedman; Resnick, 2009; Payne; Maguire, 2019). A etiologia
da DPP ainda permanece incerta. Sabe-se que as lesdes teciduais, a involucéo
uterina, a dor e o estresse emocional gerados pelo parto fazem com que o corpo

feminino inicie uma busca de reequilibrio de sua condicao fisica. Nesse processo, uma



27

série de reacdes envolvendo o sistema imunoldgico e o eixo hipotalamo-pituitéria-
adrenal sdo desencadeadas. Algumas pesquisas tentam explicar como a influéncia
dessa desregulacao poderia estar ligada a apresentacéo de sintomas depressivos em
algumas mulheres (Bloch et al., 2000; Corwin & Pajer, 2008). Outros estudos tentam
explicar a DPP através de modelos animais e da epigenética, no entanto, ainda é
necessario que mais evidéncias sejam descobertas (Meltzer-Brody, 2011).

Ainda que nado exista uma etiologia definida, estudos vém conseguindo
identificar fatores de risco para o desenvolvimento de DPP. Essa medida possibilita a
elaboracédo de acdes de prevencao e tratamento a serem oferecidos em prol da saude
materna. De acordo com o Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders —
Fourth Edition (DSM-V), publicado pela Associacdo Psiquiatrica Americana, a DPP
deve iniciar-se em até quatro semanas ap6s o parto. A Classificacdo Estatistica
Internacional de Doencas e Problemas Relacionados a Saude — 102 Revisao (CID-10)
classifica como transtornos mentais associados ao puerpério aqueles iniciados nas
primeiras seis semanas pos-parto. Contudo, os participantes de um workshop na
Suécia realizado em 1999 concluiram que o termo depressao pos-parto € util para
descrever qualquer transtorno depressivo sem caracteristicas psicéticas presente
durante o primeiro ano pds-natal (Cox J, Holden J, 2003).

O diagnostico e tratamento da DPP é de extrema importancia, uma vez que
depressdes nao tratadas ou sub-tratadas séo fatores de risco para futuras sequelas,
na mae e no recém-nascido. Na mae, estas sequelas incluem descuido na prépria
nutricdo, com consequente ganho ou perda excessivos de peso, subutilizagdo dos
cuidados de saude pdés-natais, aumento do abuso de substancias, incluindo alcool ou
drogas (Marcus, 2009), e, segundo alguns investigadores, perda de potencial fértil
(Burt Vivien K, 2009).

Em paises como o Reino Unido e a Austrdlia, o suicidio é a principal causa de
morte materna (Cliffe S, et al., 2008; Oates M., 2003). Algumas mulheres preocupam-
se excessivamente com a saude e a alimentacdo do filho e se retratam como pessoas
mas, incapazes de amar seu filho (Almond P, 2009). O sentimento de culpa surge num
momento em que todos a sua volta esperam satisfacdo e alegria e as maes sentem-
se deprimidas. Para caracterizar-se como DPP, esses sintomas devem persistir por
duas semanas (Remick RA, 2002). Esse critério de duas semanas serve para

diferenciar a DPP dos casos de disforia pos-parto, quando os sintomas depressivos
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surgem mais precocemente, bem como leva em consideracao o periodo necessario a
adaptacdo da mulher as noites mal dormidas e aos problemas com a amamentacao
(Gavin N, et al., 2005).

Para Dayan (2007), tanto a depressdo quanto a ansiedade sao os principais
fatores de risco pré-natais para a DPP, com uma correlacdo aparente entre as
intensidades das manifestacdes ansiosas durante a gestacao e a intensidade da DPP.
Sao citados ainda por esse autor 0os antecedentes de violéncia e abusos sexuais na
infancia como fatores de risco, relacionando o estresse pds-traumatico a DPP.

A depressao e ansiedade sdo comorbidades que ocorrem em 25% de pacientes
com depresséao (Tiller, 2013). Em ratos também séo observadas estas comorbidades.
E bastante frequente que, em modelos animais de depressdo, ocorram também
ansiedade e aumento dos niveis de corticosterona (Lam, et al, 2019; Marais, et al,
2008; Naert, et al, 2011; Wilcoxon, et al, 2007;).

O estudo realizado por Maniam et al. (2010), examinou 0s impactos iniciais e
de longo prazo da separacdo materna no perfil comportamental das méaes, e os efeitos
da dieta rica em gordura (HFD) de cafeteria saborosa. Apds o nascimento da prole,
as ratas Sprague-Dawley foram submetidas a separac¢édo prolongada, S180 (180 min)
ou breve separacgdo, S15 (15 min / dia) dos dias pos-natal (PND) 2-14. Ansiedade e
comportamentos semelhantes a depressao foram avaliados antes e depois da dieta.
Apés a separacdo prolongada, o estudo concluiu que as mées pareciam ansiosas,
apresentavam comportamento semelhante ao da depressdo, eram aneddnicas e
nestas houve aumento da corticosterona plasmatica em comparagdo com as maes
S15.

Como visto a Depressédo Pos-Parto (DPP) € uma doenca mental grave de
grande importancia para a saude publica mundial. Apesar disso, ainda é uma doenga
pouco estudada e pouco diagnosticada no mundo. Embora existam diversos
tratamentos disponiveis, estes ainda sao incertos. Portanto estudos utilizando
modelos animais possuem um papel importante no desenvolvimento de pesquisas
sobre a DPP, pois ilustram os efeitos bioldgicos e comportamentais que podem ser
desenvolvidos na DPP e traz a existéncia as provaveis hipéteses de quais
interferéncia podem ocasionar a DPP, trazendo a tona a urgente reflexao e iniciativas

sobre a necessidade de maiores cuidados com as maes no periodo perinatal.
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2.6 PARTICIPACAO DO HIPOCAMPO E CORTEX PRE FRONTAL NA ETIOLOGIA
DA DEPRESSAO E ATIVACAO DAS CELULAS DA GLIA

Diferentes regides cerebrais e seus circuitos estdo envolvidos na diversidade
dos sintomas relacionados a depresséo pos parto, sendo as areas frontais e temporais
as mais estudadas. As alteracdes no cortex pré-frontal em quadros depressivos estdo
relacionadas a atencéo, a psicomotricidade, capacidade executiva e de tomada de
decisdo, além de alteracbes na anatomia como a reducdo dessa regido também
estaria implicada na fisiopatologia da depressao (Lorenzetti, et al., 2009; Maletic, et
al.,, 2009; Zandio, et al.,2002). Ja o hipocampo, esta relacionado a processos
cognitivos como aprendizado e memoria, além de alteraces como perda de interesse,
apatia e déficit de memoria, podem estar presentes e serem alterados pela exposi¢cao
a diversos estressores significativos. Ressaltando a importancia do hipocampo, nele
estao presentes receptores de glicocorticoides que regulam o eixo HPA, tornando-o
mais vulneravel ao estresse e a depressao (Duman, et al., 2016; Liu, et al., 2017).

As células gliais podem ser classificadas no SNC em dois grupos que se
diferem de acordo com sua morfologia e funcionalidade: a microglia, de origem
mesodermal, e a macroglia, de origem ectodermal (Gomes; Tortelli; Diniz, 2013;
Ransom; Kettenmann, 1990). Elas contribuem de diversas formas para a sustentacao
da homeostase tecidual e para a neuroinflamacéo, como, na monitoracdo do ambiente
externo, respondendo aos sinais de desequilibrio na homeostase (microglias) e
participam de todas as fungfes essenciais do SNC, como metabolismo energético,
defesa imunolégica e neurotransmissao (astrécitos) (Kreutzberg, 1996; Oberheim et
al., 2012).

Os astrdcitos compreendem a populacdo mais abundante da glia no cérebro de
mamiferos e sdo fundamentais para a boa funcionalidade do SNC, uma vez que
participam de eventos como migracao neuronal, protecdo contra o estresse oxidativo,
composicao da barreira hematoencefélica, transmissdes sinépticas e resposta imune
com secrec¢ao de citocinas pro-inflamatorias (Volterra; Meldolesi, 2005).

A ativacdo dos astrocitos esta associada a expressdo de uma proteina,
chamada de Proteina Glial Fibrilar Acida (GFAP). A GFAP é a principal subunidade
proteica dos filamentos intermediarios gliais, sendo a principal estrutura dos astrécitos
maduros (Li et.al., 2019; Menard, Hodes e Russo, 2016). A GFAP constitui o principal

biomarcador de astrocitos, e € um tipo de filamento intermediario que compde o
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citoesqueleto da célula astrocitaria (Rodnight et al.,1997).

A GFAP se altera devido a interferéncias no desenvolvimento ou no sistema
nervoso central. A expressdo de GFAP é regulada sob a influéncia de fatores
neuronais e expressdo de citocinas e/ou mediadores inflamatorios (Li et.al., 2019;
Menard, Hodes e Russo, 2016).

A capacidade de respostas dos astrocitos ao sistema nervoso comprometido
(leséo, inflamacéo, drogas de abuso, doenca neuropsiquiatrica) varia de astrocitopatia
a astrogliose, incluindo expressao génica e tamanho celular reduzidos, aumento da
expressdo de GFAP, tamanho celular e liberacdo moléculas pro- inflamatoérias. Um
grande numero de pesquisas na literatura indica adaptacdes e alterac6es de células
gliais, como, os astrécitos quando relacionadas as doencas e transtornos
neuropsiquiatricos (Kim et al., 2017; Pekny et al., 2016; Sofroniew; Vinters, 2010;).

Portanto, diante do exposto, ao final do nosso estudo foi feita a retiradas das
estruturas encefalicas cortex pré-frontal e hipocampo das progenitoras de ambos os
grupos, com o objetivo de investigar e quantificar a expressao da proteina GFAP nas
estruturas citadas através da técnica de Western Blotting. O intuito desta investigacéo
foi para avaliar a possivel correlacdo de desenvolvimento nas progenitoras de
parametros tipo depressivos maternos, assim como uma possivel astrogliose no

cértex pré-frontal e hipocampo.
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3 JUSTIFICATIVA

O pébs-parto € um periodo de vulnerabilidade para o desenvolvimento de
transtornos do humor, principalmente quando estdo presentes fatores de risco que
aumentam a suscetibilidade. Mesmo que a etiologia dos transtornos afetivos pos-parto
nao é totalmente conhecida, fatores de risco genéticos, psicossociais, ambientais e
biolégicos tém sido propostos. Entre os transtornos psiquiatricos do pos-parto, a
depressao pos-parto (DPP) € um transtorno psiquiatrico grave com consequéncias
devastadoras ndo s para o bem-estar da mée, mas também para o filho e a familia.

E a limitacdo na construgdo do ninho (LCN), metodologia utilizada neste
trabalho, € um modelo de estresse durante a lactacdo que mimetiza um tipo de
estresse psicossocial, e que através da sua abordagem translacional, traz a tona, os
desafios semelhantes vivenciados no periodo pos-natal.

Na literatura, ainda € limitado a utilizacdo desse modelo de estresse animal,
principalmente no que diz respeito aos efeitos da LCN sobre o desenvolvimento de
parametros tipo-depressivos maternos e sua influéncia sobre o comportamento
materno e desenvolvimento inicial da prole. Entretanto, reduzir a capacidade da mae
de construir o ninho e oferecer aos filhotes um ambiente saudavel, leva ao repertorio
anormal e fragmentado dos cuidados maternos adequados, e possivelmente, como
resultado, o estresse croénico, fornece uma ferramenta Gtil para o estudo das
consequéncias dessa experiéncia de estresse no inicio da vida, assim como o
desenvolvimento da DPP, que é uma doenca mental grave de grande importancia
para a saude publica mundial.

Portanto, a investigacdo e os resultados deste estudo, traz a existéncia as
provaveis hipoteses de quais interferéncias o estresse no periodo perinatal e o
desenvolvimento da DPP podem ocasionar as maes, podendo entao contribuir para a
maior compreensao dos prejuizos oriundos do estresse pés natal e sua influéncia
sobre o comportamento materno e o desenvolvimento inicial da prole, assim como
trazer a tona a urgente reflexao e iniciativas sobre a necessidade de maiores cuidados

com as méaes no periodo perinatal.
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4 OBJETIVOS
4.1 Objetivo geral

Estudar os efeitos da limitacdo na construcdo do ninho (LCN) sobre o
desenvolvimento de parametros tipo-depressivos maternos e sua influéncia sobre o

comportamento materno e desenvolvimento inicial da prole.

4.2 Objetivos especificos

Parametros das progenitoras:
a) Avaliar se existe variagdes nos comportamentos relacionados a depressdo em
ratas utilizando o teste do nado for¢ado;
b) Investigar a atividade locomotora/exploratoria no teste de Campo Aberto;
c) Investigar e quantificar a expressédo da proteina GFAP através da técnica de
Western Blotting;
d) Investigar o ganho de peso das ratas;

e) Investigar os parametros de cuidados maternais motivacionais;

Parametros da prole (fémea e macho)

a) Investigar o ganho de peso da ninhada;

b) Investigar o desenvolvimento fisico e reflexo.
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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. Foram utilizadas ratas fémeas Wistar com oito semanas
de vida pesando entre 200 e 250 gramas e ratos machos da mesma linhagem, tendo
oito semanas de vida pesando entre 250 e 300 gramas para o0 acasalamento.

Os animais passaram por um periodo de ambientacdo de sete dias em que
foram agrupados em caixas de polipropileno adequadas a sua manutencéo, abrigando
um total de quatro animais por caixa. Estes animais permaneceram em ambiente com
temperatura controlada (22 + 2 °C), bem como a iluminacao, 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 £ 1°C). Os
animais receberam &agua e racdo comercial ad libitum durante todo periodo

experimental.

5.2 GRUPOS EXPERIMENTAIS

O estudo contou com 2 grupos experimentais:
a) Controle (C): n=10
b) Submetidos a Limitacdo na Construcdo do Ninho (LCN): n=10.

Total: 20 ratas.

Das ratas Wistar, foram originados:
a) 80 machos: 40 animais machos para mées Controle (C) e 40 animais machos
para maes submetidas a limitacdo na construcéo do ninho (LCN);
b) 80 fémeas: 40 animais fémeas para maes Controle (C) e 40 animais fémeas

para maes submetidas a limitagdo na construgéo do ninho (LCN);

Para a avaliacdo do desenvolvimento fisico e reflexologico dos filhotes, foram

utilizados um macho e uma fémea de cada ninhada.
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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
laboratério de Fisiologia Translacional. Apos a ambientacdo, os animais foram
colocados para acasalar na proporc¢éo 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. Quando identificado
espermatozoides nesta fase, foi considerado como sendo o dia de gestacao 0 (GDO).
Neste mesmo dia, as ratas prenhes foram transferidas para caixas de polipropileno,
onde mais tarde, também ficaram alocados os seus filhotes.

As ratas prenhas de ambos os grupos, sendo, as maes Controle e as maes do
Modelo de estresse de limitacdo na constru¢do do ninho (LCN), foram pesadas em
um intervalo de dois dias até o PND9.

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 méaes, os filhotes foram igualmente
pesados em um intervalo de dois dias desde o PND1 até o PND9 em que ocorreu a
finalizagdo de todos os testes. A partir do PND2 o grupo LCN foram mantidos em
caixas de polipropileno individuais com a maravalha reduzida (1000 ml) e o grupo
Controle foram mantidos em caixas de polipropileno individuais com a maravalha em
abundancia (4500 ml). No PNDO03 até o PNDOQ9 foi iniciado em ambos os grupos,
Controle e LCN, a observacdo quanto aos comportamentos maternos apresentados,
assim como os testes de desenvolvimento fisico e reflexolégico na prole de ambos os
grupos. Em paralelo, no PNDO5, as maes passaram ainda, pelo teste de campo
aberto, para a avaliacdo da atividade locomotora. No PND8 as maes de ambos os
grupos passaram por treino para o teste do nado forgcado. No PND9 ambos 0s grupos
passaram pelo teste do nado forgcado para avaliar se existia variagdes nos
comportamentos relacionados a depresséao.

Ainda no PND?9, imediatamente apos o teste do nado forgcado, as maes foram
eutanasiadas para coleta dos encéfalos cortex pré-frontal e hipocampo,
posteriormente foram manualmente dissecados para analises de Western Blotting. Os

filhotes foram sacrificados por excesso de anestésico inalatério Isoflurano.
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Todos os procedimentos experimentais foram submetidos a Comisséo de Etica
no Uso de Animais (CEUA) da UNIFAL-MG (Anexo 1).

Figura 2 - Representacdo esquematica do delineamento experimental
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5.4 ACASALAMENTO

Os animais vieram do biotério central da universidade e passaram por um
periodo de 7 dias de adaptacdo ao laboratorio de Fisiologia Translacional. Apés este
periodo, foram colocados em uma caixa para acasalamento em uma proporcao de 3
fémeas para 1 macho. No dia seguinte, para verificar a prenhez destes animais, foi
realizado o procedimento de lavado vaginal e quando verificada a presenca de
espermatozoides na fase estral do ciclo do animal, foi considerado como dia
gestacional 0 (GDO).

5.5 LIMITACAO DA CONSTRUGAO DO NINHO (LCN)

Para o modelo de LCN, mée e filhotes foram alojados com maravalhas em
guantidade reduzidas (1000 ml; 1,2 cm de camada) ou com maravalha abundante
(4500 ml; 5 cm de camada) do PND2 ao 9. Esse ambiente limitado de maravalha
diminui a capacidade das maes de construir o ninho e resulta em construcéo 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).

5.6 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 2 dias desde o PND1
até o PND9. O mesmo ocorreu com os filhotes que, foram pesados em ninhada a cada
2 dias até o PND9.

5.7 AVALIACAO DO COMPORTAMENTO MATERNO

O comportamento materno foi avaliado nos dias pés-parto 5 e 7 no periodo da
manha entre 7 e 12 horas. Inicialmente foi anotada a posi¢do do ninho na gaiola
moradia. A ninhada foi retirada da gaiola e colocada em caixa aquecida. Apés 2 horas,

os filhotes foram recolocados na gaiola moradia no lado oposto ao ninho inicial e
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distribuidos de forma ndo homogénea (Vilela, 2011). Foram entéo filmados por 30
minutos e, de acordo com descricdes encontradas em estudos prévios (Caldji et al.,
1998; Champagne et al., 2003; Myers et al., 1989; Slamberova et al., 2001) foram

analisados os seguintes parametros:

Comportamento Materno:

Posicédo de cifose

Tempo de permanéncia sobre os filhotes
Laténcia para pegar o primeiro filhote
Laténcia para construir o ninho

Tempo de lambida (Vilela, 2011)

o~ w N oE

Comportamento Nao-Materno:

1. Tempo de self-grooming

2. Tempo de permanéncia fora do ninho (Vilela, 2011)

5.8 CAMPO ABERTO

O aparato de campo aberto consiste em uma caixa quadrada de acrilico (60 cm
X 60 cm x 60 cm), onde os ratos foram colocados no centro da arena e filmados por
cinco minutos.

O teste foi realizado com as ratas dos grupos Controle e LCN no PND5. Cada
animal foi colocado no centro da arena e a sua atividade locomotora foi filmada por 5
minutos. Os parametros avaliados foram distancia percorrida no centro do aparato,
distancia percorrida na periferia, distancia total percorrida, relacdo entre a distancia
percorrida no centro e total e tempo total de imobilidade. Apos o teste de cada animal,
o aparato foi limpo com alcool 5%. O software Ethovision XT versao 9.0 foi utilizado
para analise automatica dos parametros anteriormente determinados (Noldus; Spink;
Tegelenbosch, 2001).

5.9 TESTE DO NADO FORCADO (TNF)
Este teste € utilizado para verificar sintomas semelhantes a depressdo em

roedores. Para a realizagdo do teste, utilizamos um aparato cilindrico transparente de

24 cm de diametro por 60 cm de altura, contendo 50 cm de agua a 24 + 1°C (Padovan
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e Guimarédes, 2004). O volume de agua permite ao animal nadar ou boiar sem
encostar as patas ou a cauda no fundo do aparato. O animal foi colocado para nadar
por um periodo de 15 minutos no dia anterior ao teste (pré-teste), e no dia do teste,
foi filmado por 5 minutos. Foram observados os comportamentos de frequéncia de
imobilidade e tempo de imobilidade. Para confirmacéo dos dados coletados, os testes
foram filmados. Foi considerada Imobilidade a movimentacdo do animal para se
manter apenas com a cabeca fora da agua, com o objetivo de respirar; para este

parametro, foi mensurado o tempo de imobilidade.

5.10 DESENVOLVIMENTO FiSICO E REFLEXOLOGICO

Para a avaliacdo do desenvolvimento fisico dos animais foram observados os
dias de ocorréncia dos seguintes parametros: desdobramento das orelhas, abertura
dos olhos, erupcao dos dentes incisivos e nascimento de pelos. Essas observacoes
foram realizadas, diretamente, em cada filhote, um macho e uma fémea de cada
ninhada, durante a lactacdo. Para avaliacdo do desenvolvimento dos reflexos, os
animais foram observados durante a lactacdo quanto ao dia de ocorréncia: do reflexo
de preensao palmar, do reflexo de endireitamento de postura, do reflexo de geotaxia

negativa e do dia de andar adulto (Veronesi et al., 2017).

5.11 EXPRESSAO DA PROTEINA GFAP NO CORTEX E HIPOCAMPO PELA
TECNICA DE WESTERN BLOTTING

Apobs o término dos experimentos no PND9, os animais foram eutanasiados e
0 hipocampo e o cortex pré-frontal dissecados e armazenados em -80°C até o
momento da realizagéo do teste de Bradford. Para a realizagdo do teste de Bradford
as amostras foram homogeneizadas em tampao de lise com um coquetel de inibidores
de protease (Sigma-Aldrich, St Louis, MO). Em seguida as amostras foram
centrifugadas (9200 rpm, 15 minutos, 4°C) e a concentracdo de proteinas no
sobrenadante quantificada pelo teste de Bradford. As amostras contendo o tampéao de
lise juntamente com Laemmli foram fervidas e submetidas a analise de Western
bloting. As proteinas separadas por SDS-PAGE a 10% ou 12% dependendo do peso

das proteinas (electroforese em gel de poliacrilamida com dodecilsulfato de sédio) e
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em seguida transferidas para membranas de nitrocelulose com um sistema
electroforético semi-seco (Bio-Rad, Hercules, CA). A membrana foi lavada 3 vezes em
PBS contendo 0,05% de Tween 20, bloqueada com 5% de leite desnatado e albumina
em PBS durante 3 horas a temperatura ambiente e depois incubada overnight, a 4 °C
com 28 determinado anticorpo primario (anti-GFAP). No dia seguinte, apds 3 lavagens
em PBS contendo 0,05% de Tween 20, as membranas foram incubadas durante 1
hora a temperatura ambiente com anticorpo secundario correspondente. Apds o
periodo de incubacgéo, a membrana foi lavada 3 vezes em PBS 0,1 M contendo Tween
20 a 0,05% e depois utilizado um kit de deteccao comercial durante aproximadamente
1 a 2 minutos (kit de deteccdo ECL, Bio-Rad, Hercules, CA). As imagens de analise
foram capturadas por analisador de imagem por quimioluminescéncia (Chemidoc, Bio-
Rad, Hercules, CA). Posteriormente as membranas passaram pelo processo de
stripping seguido do bloqueio em 5% de leite desnatado em PBS durante 2 horas.
Apbs o bloqueio as membranas foram lavadas 3 vezes em PBS 0,1 M contendo Tween
20 a 0,05%, seguida da incubacéo overnight, a 4 ° C com anticorpo anti-actina (1:5000,
Sigma Aldrich 4700). No dia seguinte, as membranas foram lavadas 3 vezes em PBS
0,1 M contendo Tween 20 a 0,05%, e incubadas por 1 hora com o anticorpo
secundario (1:2000, Abcam-ab 6789). ApoOs incubacdo, as membranas foram
novamente lavadas 3 vezes em PBS 0,1 M contendo Tween 20 a 0,05%, em seguida
foi utilizado o mesmo kit de deteccao durante aproximadamente 1 a 2 minutos (kit de
deteco ECL, Bio-Rad, Hercules, CA). As imagens de andlise foram capturadas por
analisador de imagem por quimioluminescéncia (Chemidoc, Bio-Rad, Hercules, CA) e
as intensidades das bandas quantificadas utilizando um software especifico da Bio-
Rad. A intensidade de cada banda foi expressa em relacédo a da 3-actina e os dados

expressos normalizados para o controle (Ribeiro et al., 2020).
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6 ANALISES ESTATISTICAS

Os resultados obtidos foram analisados pelo software GraphPad versdo 8.0 e
expressos como média + desvio padrdo da média. Foi aplicado o teste t de Student
para comparacdo de duas médias. No teste para comparacdo de dois fatores foi
utilizado a andlise de variancia two way ANOVA, seguida pelo pos-teste de Bonferroni.

Os resultados com p < 0.05 foram considerados estatisticamente significativos.
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7 RESULTADOS

7.1 RESULTADOS DOS TESTES COMPORTAMENTAIS E GANHO DE PESO
CORPORAL DAS PROGENITORAS

7.1.1 Avaliacdo do ganho de peso das progenitoras

A figura 3 mostra o ganho de peso das progenitoras durante o periodo pés-
natal (PND 1, 3,5, 7 e 9).

Como pode-se observar no grafico da figura abaixo, ndo houveram diferencas
estatisticas no ganho de peso entre os grupos controle e LCN durante o periodo pés-
natal.

Figura 3 - Acompanhamento do ganho de peso das progenitoras.
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Fonte: Da autora
Legenda: Na figura 3 temos o acompanhamento do peso das progenitoras de acordo com o PND. As

barras representam valores médios (= S.E.M.) para os grupos experimentais (n = 8 animais
por grupo).

7.1.2 Avaliagdo do Comportamento materno motivacional

A Figura 4 mostra a avaliacdo do comportamento materno motivacional das

ratas do grupo controle e LCN no PND 5. Observa-se uma diminuicdo no parametro
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maternal de lamber o filhote (p<0.05; Fig.2.D) das ratas LCN quando comparadas ao

grupo Controle.

Figura 4 - Parametros avaliados no comportamento materno no PND 5
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Legenda: A figura 4 mostra o tempo de comportamento materno das ratas dos grupos controle e LCN
no PND 5. a) Em A temos a laténcia para pegar o 1° filhote. b) Em B a laténcia para construir
o ninho. ¢) Em C o tempo de permanéncia sobre os filhotes. d) Em D o tempo de lambidas.
e) Em E o tempo de self-grooming f) Em F o tempo de permanéncia fora do ninho. As barras
representam valores médios (x S.E.M.) para os grupos experimentais (n = 8 animais por
grupo). O asterisco denota o nivel de significancia do grupo LCN quando comparados ao
grupo controle.

A Figura 5 mostra a avaliacdo do comportamento materno motivacional das
progenitoras do grupo controle e LCN no PND 7. Onde pode se observar um aumento
no tempo de laténcia para pegar o 1° filhote (p<0.05; Fig.5.A), uma tendéncia ao
aumento no tempo de laténcia para construir o ninho (p=0.07; Fig.5.B), uma
diminuicdo no tempo de lambida (p<0.05; Fig.5.D) e um aumento no tempo de self-

grooming (p<0.05; Fig.5.E) das ratas grupo LCN em comparacao ao grupo controle.
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Figura 5 - Parametros avaliados no comportamento materno no PND 7
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Legenda: A figura 5 mostra o tempo de comportamento materno das ratas dos grupos controle e LCN
no PND 7. a) Em A temos a laténcia para pegar o 1° filhote. b) Em B a laténcia para construir
0 ninho. ¢) Em C o tempo de permanéncia sobre os filhotes. d) Em D o tempo de lambidas.
e) Em E o tempo de self-grooming f) Em F o tempo de permanéncia fora do ninho. As barras
representam valores médios (= S.E.M.) para os grupos experimentais (n = 8 animais por
grupo). O asterisco denota o nivel de significancia do grupo LCN quando comparados ao
grupo controle *p<0.05 (test “t” student).

7.1.3 Avaliacdo do Campo aberto

A figura 6 mostra os parametros avaliados no teste de campo aberto. Observa-
se que ndo houve diferenga nos parametros avaliados no grupo de méaes LCN quando
comparadas ao grupo Controle, demonstrando que a LCN ndo afetou a atividade

locomotora das progenitoras.
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Figura 6 - Parametros avaliados no teste de campo aberto das progenitoras.
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Legenda: Par&metros avaliados no teste de campo aberto: Distancia percorrida no centro do aparato
pelas progenitoras do grupo Controle e LCN (A), distancia percorrida na periferia (B), distancia
total percorrida (C), relacé@o entre a distancia percorrida no centro e total (D) e tempo total de
imobilidade (E) pelas progenitoras do grupo Controle e LCN. Os dados foram submetidos a
analise de Teste “t” student (p<0.05). As barras representam valores médios (+ S.E.M.) para
0S grupos experimentais (n = 8 animais por grupo).

7.1.4 Avaliacdo do nado forcado

A avaliacao do teste de nado forcado nas progenitoras dos grupos Controle e
LCN estdo demonstrados na Figura 7. Onde pode se observar que as progenitoras
LCN apresentaram maior frequéncia de imobilidade e maior tempo de imobilidade

guando compradas as progenitoras do grupo Controle (p<0.05; Fig.7.A).
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Figura 7 - Parametros avaliados no teste de nado forgado.
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Legenda: Parametros avaliados no teste de nado for¢ado: tempo de imobilidade (A) e frequéncia de
imobilidade (B) das progenitoras do grupo LCN e Controle. As barras representam valores
médios (+ S.E.M.) para os grupos experimentais (n = 8 animais por grupo). Os asteriscos
denotam os niveis de significancia quando comparado com ao grupo controle *p<0.05 (test
“t” student).

7.1.5 Expressédo da proteina GFAP no cortex e hipocampo pela técnica de
Western Blotting

A figura 8 mostra a quantificacdo da expressao da proteina GFAP na estrutura
encefélica cortex pré-frontal (A) e Hipocampal (B) das progenitoras do grupo Controle
e LCN. Observa-se que nado houve diferenca na quantificacdo da expressédo da
proteina GFAP no hipocampo das progenitoras LCN em relacdo ao grupo Controle.
Porém, houve um aumento na quantidade de expresséo da proteina GFAP no cortex
pré-frontal das progenitoras do grupo LCN (p<0.05) quando comparadas ao grupo

Controle.
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Figura 8 - Quantificacdo de GFAP no hipocampo e cortex das progenitoras.
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Legenda: Quantificagdo da expressao da proteina GFAP e perfil da expressao de GFAP e actina cortex
pré-frontal (A) e Hipocampo (B) das progenitoras do grupo Controle e LCN. As barras
representam valores médios (+ S.E.M.) para os grupos experimentais (n = 8 animais por
grupo). Os asteriscos denotam os niveis de significancia quando comparado com 0 grupo

controle *p<0.05.

7.2 RESULTADOS DO GANHO DE PESO CORPORAL E TESTE DE
DESENVOLVIMENTO INICIAL E REFLEXOLOGICO DA PROLE

7.2.1 Avaliagéo do ganho de peso corporal da prole

A Figura 9 mostra o ganho de peso das proles dos grupos Controle e LCN. A
analise, através da ANOVA two-way, indicou que houve uma reducdo no ganho de
peso nos filhotes machos LCN (PND 7 a 9) (13.17£2.19 para 12.10+1.87g; p<0.001)
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guando comparados aos filhotes machos do grupo Controle. Para os filhotes fémeas
observa-se que ndo houve diferenca nos parametros avaliados no grupo LCN quando
comparadas ao grupo Controle, demonstrando que a LCN né&o afetou o ganho de peso

de filhotes fémeas.

Figura 9 — Avaliacdo do ganho de peso corporal da prole
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Legenda: Na figura 9 temos o acompanhamento do peso das ninhadas dos grupos controle e LCN de
acordo com o PND. Média do peso dos filhotes machos (A) e Média do peso dos filhotes
fémeas (B). Os valores foram expressos como média £ SEM (teste ANOVA two-way seguidos
do pos-teste Bonferroni).

7.2.2 Avaliacédo do teste de Desenvolvimento Inicial e reflexolégico da prole

A Figura 10 mostra o desenvolvimento fisico (desdobramento das orelhas;
erupcado dos incisivos inferiores e superiores; abertura dos olhos; aparecimento de
pelos) e o desenvolvimento do reflexo (preenséo palmar; endireitamento de postura;
geotaxia negativa; andar adulto) dos filhotes machos e fémeas de maes Controle e
LCN. A analise, através do teste “t” de Student, indicou que os filhotes machos do
grupo LCN apresentou atraso para apresentar o reflexo geotaxia negativa (4.20+0.20
para 6.22+0.54pnd; p<0.001) e atraso no dia de apresentar o endireitamento da
postura nos filhotes fémeas do grupo LCN (3.00£0.00 para 3.33+0.16pnd; p<0.001)
guando comparados a prole do grupo controle. Para os demais parametros, 0s grupos

nao diferiram entre si (p>0,05).
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Figura 10 - Parametros avaliados no teste de Desenvolvimento Inicial e reflexolégico
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Legenda: Efeitos da LCN no desenvolvimento fisico e reflexo dos filhotes machos e fémeas de mées
LCN e Controle. As barras representam valores médios (+ S.E.M.) para 0s grupos
experimentais (n = 8 animais por grupo). Os asteriscos denotam os niveis de significancia
quando comparado com o grupo controle *p<0.05 (teste “t” Student).
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8 DISCUSSAO

Inicialmente, é importante destacar que, na literatura cientifica, se encontra
resultados que corroboram, ou ndo, com os apresentados neste estudo. Porém, essas
pesquisas, ndo utilizaram um modelo animal de estresse perinatal onde a
padronizacao da reducao da maravalha para o grupo LCN tenha sido em quantidade
reduzidas (1000 ml; 1,2 cm de camada) e para o grupo controle maravalha abundante
(4500 ml; 5 cm de camada) mas realizadas somente entre os dias pos-parto 2 a 9.
Portanto a metodologia de Limitacdo da Construcédo do Ninho padronizada e utilizada

neste estudo pode ser considerada inovadora.

8.1 DISCUSSAO SOBRE O GANHO DE PESO CORPORAL E TESTES
COMPORTAMENTAIS DAS PROGENITORAS

8.1.1 Avaliac&do do ganho de peso das progenitoras

O peso das progenitoras de ambos os grupos foi acompanhado durante todo o
periodo experimental. As ratas foram pesadas individualmente a cada 2 dias desde o
PND1 até o PNDO9.

O ganho de peso € um parametro importante a ser avaliado ja que a gestacao
€ um periodo onde ha naturalmente um aumento do consumo alimentar, tendo em
vista que é preciso suprir as necessidades energéticas da mae e dos fetos
(Amugongo; Hlusko, 2014). O corpo da gestante sofre diversas modificacoes,
incluindo o ganho de peso. Quando ocorre justaposicdo entre gestagcao e estresse, a
maioria dos estudos com modelos animais, indicam uma reducdo no peso corporal
em relacdo ao grupo controle (Govindaraj et al., 2017; Yao et al., 2014).

Porém, os resultados deste trabalho demonstram que a limitagdo na construcao
do ninho (LCN) n&o foi capaz de alterar o ganho de peso das progenitoras.
Corroborando com nossos estudos, Sa et al. (2021), que investigou 0s possiveis
prejuizos na cognicao da prole decorrentes do Transtorno de Estresse Pos-traumatico
(TEPT) gestacional, utilizando-se ratas Wistar prenhas, as quais foram induzidas ao
TEPT por choque na pata, seguido de isolamento social, também verificou que o
modelo de estresse animal ndo foi capaz de interferir no ganho de peso das

progenitoras.
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8.1.2 Avaliagdo do Comportamento materno motivacional

A avaliacdo do comportamento materno se faz fundamental uma vez que,
alteracbes no comportamento da méae podem refletir diretamente sobre a saude de
seus filhotes. Sabe-se que o cuidado da mae é importante para manter a temperatura
adequada dos filhotes que sédo ainda imaturos e ndo possuem pelos, dessa maneira,
0 ato de construir o ninho mantendo todos os filhotes préximos uns dos outros e o fato
da mae posicionar-se sobre eles contribui para a estabilizacdo da temperatura
corporal da ninhada. Ainda neste sentido, 0 comportamento apresentado pela mée de
lamber o filhote auxilia na realiza¢@o das necessidades fisioldgicas dos mesmos (Patin
et al., 2002).

No presente estudo pode-se observar que a limitacdo da constru¢do do ninho
(LCN) reduziu alguns parametros do comportamento materno (Fig.2 e 3). Sendo
possivel observar entdo que a LCN diminuiu o parametro maternal de lamber o filhote
(Fig.2 D e 3.D).

Este parametro maternal tem o objetivo de limpar a cria, as progenitoras
lambem a sua prole com o intuito de limpar a area anogenital e estimular a defecacéo
e miccao dos filhotes, assim como favorecer a prole masculina a respeito da
diferenciacdo sexual no cérebro (Doéhler, 1991). Corroborando com este resultado
encontrado em nosso estudo, estudos realizados por Ivy et al (2008), o qual utilizou
um modelo animal semelhante de estresse perinatal em ratas colocadas em gaiolas
com o fundo de arame com material para construcdo do ninho de algodédo e que
também expos a LCN do PND 2 ao DPP 9, observaram que a exposi¢cdo a LCN
reduziu significantemente o parametro de lamber/limpar os filhotes pelas maes.

Ainda sobre a reducéo dos parametros maternos, também foi possivel verificar
em nosso estudo que houve um aumento na laténcia para as progenitoras do grupo
LCN pegar o primeiro filhote e leva-lo ao ninho em relacdo as progenitoras do grupo
controle, assim como ocorreu um aumento no tempo de construgéo do ninho pelas
progenitoras do grupo LCN quando comparadas ao grupo controle.

Durante o periodo da lactagcéo, as maes apresentam comportamento de cuidar
dos filhotes e manifestam-no pela busca dos mesmos quando estes se afastam do
ninho, pela estimulagdo da miccdo por meio da lambida anogenital, pelo

posicionamento sobre os filhotes para prové-los de nutricdo e calor, pela construgéo
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do ninho e por defesa contra intrusos (Albert; Walsh, 1995; Grota; Ader, 1969; Stern;
Johnson, 1990).

No estudo de Vilela (2011) avaliou-se a influéncia da dexametasona (DEXA),
gue é um glicocorticoide exdgeno, nas respostas neuroenddcrinas e comportamentais
durante a lactacdo de ratas wistar adultas. A andlise do comportamento materno
motivacional feita de forma semelhante ao nosso estudo, mostrou que o tratamento
com dexametasona em ratas lactantes prejudicou a constru¢ao do ninho, pois as ratas
demoraram mais tempo para agrupar os filhotes e ndo montaram o ninho completo. A
administracdo de dexametasona também aumentou a laténcia para a rata pegar o
primeiro filhote e leva-lo ao ninho. O estudo ainda avaliou o efeito da DEXA sobre as
concentracfes plasmaticas de ocitocina e prolactina, que sdo hormonios envolvidos
no comportamento materno, e observou-se que a DEXA foi capaz de reduzir os niveis
de ocitocina e prolactina 0o que sugeriu que a diminuicdo na secre¢cdo destes
influenciou na interrupcado do comportamento materno induzida pela administracao de
DEXA. Portanto o estudo concluiu que a administracao de DEXA foi capaz de impactar
na redugdo do comportamento materno motivacional, correlacionando entdo que a
reducdo dos hormaonios prolactina e ocitocina podem afetar o CM de ratas lactantes,
0 que nos faz levantar a hipétese de que em nosso estudo, apesar de ndo avaliar as
concentracdes plasmaticas dos horménios citados, também tenha ocorrido 0 mesmo,
visto que os achados do estudo de Vilela (2011) concorda com os resultados obtidos
em nosso estudo sobre a reducdo do comportamento materno em relagdo ao aumento
na laténcia de pegar o primeiro filhote e leva-lo ao ninho e aumento do tempo de
construcao do ninho.

Verificamos também em nosso estudo que a LCN foi capaz de aumentar o
parametro ndo maternal tempo de sefl grooming. Pois observou-se que houve um
aumento no tempo sefl grooming, pelas progenitoras do grupo LCN quando
comparadas ao grupo Controle.

O parametro self grooming em animais € um dos comportamentos mais
frequentemente observados em roedores e apresentam padrdes de organizacéo
sequencial cefalocaudal caracteristico. E um comportamento inato envolvido na
manutenc¢ao da higiene e outros processos fisiologicamente importantes, incluindo a
termorregulacdo, comunicacdo social e excitacdo. Seres humanos também

apresentam este comportamento de forma similar a outros animais, porém seu
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excesso é associado a condi¢ges patologicas como estresse e em alguns transtornos
psiquiatricos (Kalueff, et al. 2015; Natarajan, et al. 1992; Spruijt, et al. 1988).

No estudo desenvolvido por Lima (2020), onde foram avaliadas as
consequéncias da LCN durante todo o periodo de lactacao de ratas (desde a infancia
aos 31 dias de idade), assim como a avaliagdo de parametros de comportamento
materno, desenvolvimento fisico e comportamental da prole masculina, verificou-se
gue as fémeas lactantes apresentaram aumento tanto na frequéncia como no tempo
total de auto-grooming.

Portanto podemos concluir que o modelo animal de estresse perinatal LCN foi
capaz de gerar estresse no periodo pds-natal nas progenitoras do grupo LCN em
relacdo ao grupo controle, reforcando entdo a hipdtese de que 0 estresse neste

periodo é prejudicial em relacdo ao comportamento materno.

8.1.3 Avaliacdao do Campo aberto

O teste de campo aberto foi realizado no PND 5 com as progenitoras do grupo
LCN e grupo controle. Os parametros avaliados foram distancia percorrida no centro
do aparato, distancia percorrida na periferia, distancia total percorrida, relacéo entre a
distancia percorrida no centro e total e tempo total de imobilidade. Esse teste é
comumente utilizado para avaliar comportamento tipo ansioso e a locomocéo dos
animais. O comportamento tipo ansioso é avaliado por meio dos parametros distancia
percorrida e tempo de permanéncia no centro do aparato, enquanto que a avaliagao
da locomocdo dos animais é realizada analisando-se parametros como distancia
percorrida total e tempo de imobilidade (Toumi et al., 2016).

Neste trabalho observou-se que ndo houve diferenga nos parametros avaliados
no grupo de méaes LCN quando comparadas ao grupo Controle, demonstrando que a
LCN nado afetou a atividade locomotora das progenitoras. Assim como nao foi
observado entdo, o comportamento tipo ansioso nas progenitoras do grupo LCN.

Gallo et al., 2019, em seus estudos no qual utilizou o protocolo de submeter
camundongos a um modelo semelhante de LCN, porém com gaiolas de piso de arame
e 0 material para constru¢ao do ninho de algodao, observou que a cama limitada néo
afetou a atividade locomotora dos animais. Assim como no estudo de Goodwill et al.,
2019, que também utilizou a mesma metodologia de LCN que Gallo et al., 2019, e

também realizou o teste de campo aberto, porém em camundongos adolescentes, 0
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estudo verificou que o ambiente estressor também ndo alterou a locomo¢do dos
animais (Gallo et al., 2019, Goodwill et al., 2019).

8.1.4 Avaliagdo do nado forgado

O teste do nado forcado foi desenvolvido por Porsolt em 1978 como uma
variacao do teste do desamparo aprendido e atualmente é o mais utilizado para avaliar
o efeito antidepressivo de medicamentos em animais (Almeida et al., 2011; Engin;
Treit; Dickson, 2009). Este teste se baseia no comportamento de desespero do animal
para sair de uma situacao sem escapatoéria; assim, num primeiro momento, 0s animais
nadam para tentar escapar do recipiente em que sdo colocados, mas ao longo do
teste ha o desenvolvimento de imobilidade, em que o0s animais realizam apenas 0s
movimentos necessarios para manter a cabeca fora d’agua (Almeida et al., 2011).
Esse comportamento de imobilidade reflete a desisténcia do animal de escapar da
situacdo em que se encontra e buscar a sobrevivéncia (Cryan; Markou; Lucki, 2002;
Lucki, 1997). A laténcia para a primeira imobilidade é um parametro complementar ao
tempo de imobilidade; animais com comportamento tipo-depressivo apresentam
menor laténcia para imobilidade (Almeida et al., 2011). Medicamentos antidepressivos
sao capazes de reverter o comportamento tipo-depressivo, através da diminuicdo do
tempo de imobilidade e aumento da laténcia para a primeira imobilidade (Almeida et
al., 2011; Powell; Fernandes; Schalkwyk, 2012).

Em nosso estudo pode-se observar um aumento no tempo e frequéncia de
imobilidade no teste do nado for¢cado pelas progenitoras do grupo LCN quando
comparadas as do grupo controle. Os resultados obtidos demonstraram entdo que o
ambiente estressor motivado pela LCN foi capaz de desenvolver comportamentos
tipo-depressivo nas progenitoras expostas a este ambiente.

Bourke, et al, (2012), em seus estudos verificou que a exposicao a agressao
materna repetida induziu a um comportamento do tipo depressivo e aumentou o
sobressalto em ratas adultas, o estudo também avaliou o comportamento tipo
depressivo por meio do teste de nado forgado, e em seus resultados pode-se verificar
que O grupo de ratas expostas ao estresse por meio da agressdao materna
permaneceram mais tempo imoveis quando comparados ao grupo controle.

Diversos estudos mostraram a relacdo do comportamento tipo depressivo no

teste de nado forgado e dos niveis de corticosterona em roedores (Carini; Murgatroyd,;
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Nephew, 2013; Maguire; Mody, 2016). A corticosterona € um horménio glicocorticoide
produzido e secretado pelo cortex da glandula adrenal em roedores, que possui papel
importante na cascata de eventos enddcrinos ativados em resposta ao estresse
(Sterner; Kalynchuk, 2010). Ao ser liberada na corrente sanguinea, a corticosterona
age em diferentes tecidos, a fim de limitar as fungdes ndo essenciais do organismo e
redirecionar energia para lidar com o agente estressor. No cérebro, esse hormonio
controla a ativacdo do eixo HPA por meio do feedback negativo no hipotalamo
(Herman; Cullinan, 1997).

Neste sentido, os resultados encontrados em nosso estudo sobre o
comportamento tipo depressivo encontrado por meio do teste de nado forcado, nos
leva a hipétese de que o aumento expressivo de tempo e frequécia de imobilidade
demostrado pelas mées do grupo LCN tenha sido motivado pelos niveis elevados de
corticosterona, o que nos faz avaliar a necessidade futura de novos estudos utilizando
a metodologia LCN juntamente com a avaliacdo de dosagem de corticosterona, visto
gue o estresse causado pelo ambiente estressor da LCN foi capaz de desenvolver
comportamentos tipo-depressivos nas progenitoras LCN.

O que demonstra que o estresse vivido no periodo perinatal é capaz de induzir
comportamentos tipo depressivos maternos, e visto o alto niUmero atualmente de
casos de depressao pos-parto em maes humanas e 0s prejuizos que a DPP pode
trazer a mae e a prole, reforca-se a necessidade de maiores cuidados e amparo para
maes no periodo perinatal, como possibilitar o oferecimento de suporte psicolégico a
essas maes, melhorando substancialmente a sua qualidade de vida e daqueles que

com ela convivem.

8.1.5 Expressdo da proteina GFAP no coOrtex e hipocampo pela técnica de

Western Blotting

Os astrocitos compreendem a populacdo mais abundante da glia no cérebro de
mamiferos e sdo fundamentais para a boa funcionalidade do SNC, uma vez que
participam de eventos como migracao neuronal, protecdo contra o estresse oxidativo,
composicdo da barreira hematoencefalica, transmissdes sinapticas e resposta imune
com secrec¢ao de citocinas pré-inflamatoérias (Volterra; Meldolesi, 2005). A ativacéo

dos astrocitos esta associada a expressao de uma proteina, chamada de Proteina
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Glial Fibrilar Acida (GFAP). A GFAP é a principal subunidade proteica dos filamentos
intermediarios gliais, sendo a principal estrutura dos astrécitos maduros (Li et.al.,
2019; Menard, Hodes e Russo, 2016). A GFAP constitui o principal biomarcador de
astrocitos, e € um tipo de filamento intermediario que compde o citoesqueleto da célula
astrocitaria (Rodnight et al.,1997).

A GFAP se altera devido a interferéncias no desenvolvimento ou no sistema
nervoso central. A expressdo de GFAP é regulada sob a influéncia de fatores
neuronais e expressdo de citocinas e/ou mediadores inflamatérios (Li et.al., 2019;
Menard, Hodes e Russo, 2016).

A capacidade de respostas dos astrécitos ao sistema nervoso comprometido
(leséo, inflamacéo, drogas de abuso, doenca neuropsiquiatrica) varia de astrocitopatia
a astrogliose, incluindo expressao génica e tamanho celular reduzidos, aumento da
expressdo de GFAP, tamanho celular e liberacdo moléculas pro- inflamatoérias. Um
grande numero de pesquisas na literatura indica adaptacdes e alterac6es de células
gliais, como, os astrécitos quando relacionadas as doencas e transtornos
neuropsiquiatricos (Kim et al., 2017; Pekny et al., 2016; Sofroniew; Vinters, 2010).

De acordo com a literatura, as areas cerebrais responsaveis pelas respostas
ao medo e pela memoria sédo o cortex pré-frontal e regides do hipocampo (Lehner et
al., 2015; Milad et al., 2006).

No presente estudo ao final do experimento no PND 9 as maes foram
eutanasiadas para retiradas das estruturas encefalicas hipocampo e cortex e foi
realizada a quantificacdo da expressédo da proteina GFAP por meio da técnica de
Western Blotting. E observou-se um aumento acentuado da expressdo da proteina
GFAP no coértex pré-frontal das progenitoras LCN quando comparadas as
progenitoras do grupo controle, ou seja, foi observado entédo astrogliose no cotéx pré
frontal nas mées do grupo LCN. Em relacdo a expressdo da proteina GFAP no
hipocampo verificou-se que ndo houve diferenca nos parametros avaliados no grupo
de mées LCN quando comparadas ao grupo Controle, demonstrando que a LCN néo
afetou a expressdo desta proteina no hipocampo das progenitoras expostas ao
ambiente estressor.

Ribeiro (2020) em seu estudo verificou que a sindrome metabdlica ou diabetes
acentua os sintomas semelhantes ao transtorno do estresse pos-traumatico (TEPT) e

a ativacao glial, no estudo que utilizou ratos machos adultos, os grupos de animais
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foram expostos ou ndo ao choque inescapavel e isolamento social para mimetizar o
TEPT, assim como foi induzida nos animais a sindrome metabdlica com o consumo
de frutose e diabetes com o consumo de aloxana, e por meio da técnica de western
blotting avaliou-se a expressao da proteina GFAP no Cértex pré-frontal, e observou-
se que 0 grupo exposto ao choque e com sindrome metabdlica apresentou um
aumento mais acentuado da porcentagem da expressao da proteina GFAP no Cortex
pré-frontal quando comparado como grupo controle. Concordando entdo com o0s
resultados obtidos em nosso estudo, onde o estresse causado nas progenitoras por
meio do ambiente estressor LCN acarretou no aumentou da expressao da proteina
GFAP no cortex pré-frontal.

As alteracfes no cortex pré-frontal em quadros depressivos estao relacionadas
a atencdo, a psicomotricidade, capacidade executiva e de tomada de decisao, além
de alteracdes na anatomia como a reducdo dessa regido também estaria implicada
na fisiopatologia da depressao (Lorenzetti, et al., 2009; Maletic, et al., 2009; Zandio,
et al.,2002). Outros estudos apods a inducdo do estresse crénico (lesdo cerebral leve
e repetida em camundongos, exposicdo ao choque em ratos, etc.) demonstram um
aumento de GFAP em areas cerebrais como coértex pré-frontal na avalicdo imuno-
histoquimica (Broussard et al., 2018; Jones et al.,2018; Kamnaksh et al, 2011).

Portanto na somatdria de nossos resultados em relacdo aos achados no teste
de nado for¢cado e na quantificacédo da expressao da proteina GFAP, observou-se que
as progenitoras do grupo LCN apresentaram maior tempo e frequéncia de imobilidade,
assim como um aumento acentuado na expressao da proteina GFAP no cOrtex pré-
frontal destas progenitoras. O que podemos concluir que por meio da exposi¢cao ao
estresse gerado pelo ambiente estressor LCN desencadeou nas progenitoras
parametros tipo depressivos maternos e consequentemente astrogliose no cértex pré-

frontal.
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8.2 DISCUSSAO SOBRE O GANHO DE PESO CORPORAL E TESTE DE
DESENVOLVIMENTO INICIAL E REFLEXOLOGICO DA PROLE

8.2.1 Avaliacdo do ganho de peso corporal da prole

As chances de adoecer e de mortalidade sdo maiores, em criangas com estado
nutricional (EM) inadequado nos primeiros meses de vida. Fatores de risco para o EM
inadequado, incluem o0s aspectos psicossociais maternos, como a ansiedade, a
depressdo pos-parto (DPP), a auséncia de suporte social (Martins, 2004).

Rahman et al, 2004 em seu estudo com humanos, com o objetivo de investigar
a depressdo materna como um fator de risco para desnutricdo em criancas, avaliaram
uma coorte de 160 bebés de méaes deprimidas e 160 bebés de méaes que nao
apresentavam sintomas de depressao, concluindo que filhos de mées deprimidas
apresentaram um retardo do crescimento significativamente maior do que o grupo
controle. A depressdo em maes de criancas com crescimento deficitario durante os 4
meses e aos dois primeiros anos de vida foi significativamente maior do que em mées
de criangas, na mesma idade, que ganharam peso adequado (O’ Brien et al.,2004).

Em nosso estudo com o intuito de verificar se o estresse desenvolvido pelo
ambiente estressor da LCN foi capaz de impactar no ganho de peso da prole,
acompanhou-se o peso da prole de ambos os grupos durante todo o periodo
experimental. Sendo que os filhotes foram pesados em ninhada a cada 2 dias até o
PND?9. E pode-se verificar que os filhotes machos de mées do grupo LCN apresentou
uma reducdo no ganho de peso em relacao aos filhotes machos de maes do grupo
controle, sendo observada essa reducao entre os PND 7 a PND 9. Os filhotes fémeas
de ambos os grupos nao apresentaram diferenca em relacdo ao ganho de peso.

Estudos realizados por Goodwill et al., (2019), o qual utilizou um modelo animal
semelhante de estresse perinatal, em ratos colocados em gaiolas com o fundo de
arame e o material para construgcdo do ninho de algodéo, observou que os filhotes
machos e fémeas submetidos ao estresse precoce apresentaram 17,4% de peso a
menos do que o grupo controle (Goodwill, et al., 2019). Porém o acompanhamento do
ganho de peso no estudo ocorreu no periodo do PND 12 ao PND 60, diferentemente
do que foi feito em nosso estudo, em que o acompanhamento do ganho de peso
ocorreu desde o PND 1 ao PND 9, ou seja, um periodo reduzido em relagdo ao estudo

de Goodwill et al., (2019), podendo entéo, levantarmos a hipétese de que o periodo
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reduzido de acompanhamento de ganho de peso em nosso estudo pode ter causado
impacto nos resultados de ganho de peso dos filhotes fémeas de ambos os grupos.

No estudo de Vilela (2011) que avaliou a influéncia da dexametasona (DEXA)
nas respostas neuroendocrinas e comportamentais durante a lactacdo de ratas wistar
adultas. Verificou o efeito da DEXA sobre as concentra¢des plasmaticas de ocitocina
e prolactina, que sdo hormdnios envolvidos no comportamento materno, e observou-
se que a DEXA foi capaz de reduzir os niveis de ocitocina e prolactina o que sugeriu
gue a diminuicdo na secrecao destes influenciou na interrup¢cdo do comportamento
materno. E o tratamento com a dexametasona, assim como em nosso estudo, também
promoveu uma diminuicdo no ganho de peso da ninhada, o que de acordo com o
estudo, é devido ao fato de que a ejecdo de leite ocorre apenas durante 0s picos
plasmaticos de ocitocina, a diminuicao dos niveis de ocitocina durante a lactacdo em
ratas tratadas com dexametasona pode resultar em menor transferéncia de leite para
os filhotes, representando assim um menor ganho de peso da ninhada.

Portanto podemos levantar a hipdtese que de acordo com os resultados
encontrados em nosso estudo, onde observamos que o comportamento materno foi
reduzido, os niveis de ocitocina e prolactina também podem ter sido reduzidos
interferindo entdo na amamentacéo por parte dos filhotes machos de mées LCN o que

consequentemente reduziu o ganho de peso destes filhotes.

8.2.2 Avaliagao do teste de Desenvolvimento Inicial e reflexologico

Para a avaliacdo do desenvolvimento fisico dos animais foram observados 0s
dias de ocorréncia dos seguintes parametros: desdobramento das orelhas, abertura
dos olhos, erupcdo dos dentes incisivos e nascimento de pelos. Essas observagoes
foram realizadas, diretamente, em cada filhote, um macho e uma fémea de cada
ninhada, durante a lactacdo. E para avaliagcdo do desenvolvimento dos reflexos, os
parametros observados foram: dia de ocorréncia do reflexo de preensao palmar, do
reflexo de endireitamento de postura, do reflexo de geotaxia negativa e do dia de
andar adulto (Veronesi et al., 2017).

Os resultados encontrados em nosso estudo sobre o desenvolvimento inicial e
reflexoldgico da prole, foi que os filhotes machos do grupo LCN apresentou atraso

para apresentar o reflexo geotaxia negativa e houve atraso no dia de apresentar o
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endireitamento da postura nos filhotes fémeas do grupo LCN quando comparados a
prole do grupo controle. Para os demais parametros, os grupos nao diferiram entre si.

O parametro geotaxia negativa € um reflexo que requer coordenagdo motora
precisa, diferentemente dos outros reflexos avaliados. No presente trabalho foi
observado que apenas os filhotes machos de progenitoras expostas ao ambiente
estressor LCN foram retardatarios na realizagdo da tarefa, indicando, assim, que 0s
machos, mas ndo as fémeas, apresentaram prejuizos em relacdo a coordenacao
motora fina (Patin et al.,2002).

O estudo de S& (2021), que investigou 0s possiveis prejuizos na cogni¢do da
prole decorrentes do Transtorno de Estresse Pds-traumatico (TEPT) gestacional,
utilizando-se ratas Wistar prenhas, as quais foram induzidas ao TEPT por choque na
pata, seguido de isolamento social, verificou que o grupo choque apresentou maior
tempo para realizagdo do reflexo de geotaxia negativa. Corroborando entdo com o
nosso estudo em relacdo a hipotese de que as progenitoras expostas ao estresse
perinatal podem impactar no atraso do desenvolvimento inicial reflexolégico da prole.

O reflexo de endireitamento, conhecido como reflexo de endireitamento
labirintico, € um reflexo que corrige a orientacdo do corpo quando nao esta na sua
posicdo vertical normal. O sistema vestibular é responséavel pela detec¢cdo quando o
corpo nao estéa ereto e faz com que a cabeca volte a se posicionar a medida que o
resto do corpo o segue. O reflexo usa uma combinacgéo de entradas do sistema visual,
entradas vestibulares e entradas somatossensoriais para fazer ajustes posturais
guando o corpo se desloca de sua posicdo vertical normal (Secher et al., 2006).

Em nosso estudo podemos observar que houve um atraso no dia de
desenvolver o parametro endireitamento da postura pelos filhotes fémeas do grupo
LCN. De acordo com Secher et al. (2006) o teste de desenvolvimento do reflexo
endireitamento da postura é importante para avaliar a capacidade sensério-motora-
cerebelar e o atraso aqui observado pelos filhotes fémeas do grupo LCN, pode indicar
entdo uma maturacdo mais lenta desse 6rgao.

Portanto podemos verificar em nosso estudo que a redu¢cao no comportamento
materno e o desenvolvimento de parametros tipo depressivos maternos por parte das
maes do grupo LCN impactou em um atraso no desenvolvimento inicial reflexolégico

da prole de maes expostas ao ambiente estressor LCN.
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9 CONCLUSAO

Conclui-se, portanto que a limitacdo na construcao do ninho (LCN) foi capaz de
induzir efeitos sobre o desenvolvimento de parametros tipo-depressivos maternos e
na reducdo nos cuidados maternais, acompanhados por astrogliose no cortex preé-
frontal, assim como impactos no desenvolvimento inicial reflexolégico da prole.

A somatdria de nossos resultados, sugere entdo que a LCN foi capaz de reduzir
0 comportamento materno em maes submetidas a este ambiente estressor, assim
parametros tipo depressivos materno e consequentemente astrogliose no cortex pré-
frontal, os quais trouxeram impactos no ganho de peso e desenvolvimento inicial da

prole.
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ANEXO

Comissdo de Etica no Uso de Animais - CEUA/UNIFAL-MG
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