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RESUMO

O funcionamento saudavel do organismo baseia-se em eventos temporais sincronizados
cuja ritmicidade circadiana e esta fundamentalmente ligada ao ciclo claro-escuro
ambiental. Mudancas no padréo de claro-escuro ambiental levam a alterages no ciclo
sono-vigilia e assim nos demais ritmos biolégicos do organismo. Tal desequilibrio inclui
aumento de cortisol e reducdo de melatonina, dentre outros fatores e, portanto, configura-
se como estresse. Adicionalmente, os hormonios alterados sdo transplacentarios e capazes
de atuarem no desenvolvimento do sistema nervoso durante a gestacdo e modificar
permanentemente a morfologia e fungdes de estruturas, como 0s comportamentos pelos
quais estas sdo responsaveis. Com base nessa premissa, objetivamos investigar os
impactos tardios do estresse gestacional por inversao periddica do ciclo claro-escuro sobre
0 repertorio comportamental e a vulnerabilidade ao consumo de etanol em ratos adultos.
Foram colocados 7 machos e 14 fémeas para acasalar, sendo que no dia em que foi
confirmada a prenhes, as ratas foram divididas em genitoras controle (n:9) que
permaneceram em ciclo de luminosidade padrdo e genitoras que passaram por estresse
gestacional (EG n:9), que passaram por inversdo periddica de ciclo claro-escuro a cada 4
dias, durante toda a gestacdo. Apos 0 nascimento as proles Controle (machos n:24 e fémeas
n:8) e EG (machos n:48 e fémeas n:16). A avaliacdo do repertério comportamental iniciou-
se aos 60 dias de vida dos animais. Para avaliar o comportamento locomotor foi utilizado o
labirinto em cruz elevado e campo aberto, para testar o comportamento cognitivo, com
enfoque na memoria e aprendizagem foi utilizado o labirinto aquético de Morris. Foi feito
acompanhamento da evolucdo da massa corporal, do consumo alimentar e da livre ingestdo
de etanol. Como resultados, observamos aumento de comportamentos semelhantes a
ansiedade, reducdo no processo de aprendizagem e retencdo de memoria e maior ingestao e
preferéncia por etanol, principalmente pelos animais do sexo feminino. Em conjunto,
nossos resultados mostram que o estresse gestacional por inversdo periodica do ciclo claro-
escuro, juntamente com outros fatores, pode contribuir para a programagdo de
comportamentos emocionais, reduz aspectos cognitivos relacionados a aprendizagem,
formacgéo e retencdo de memoria e favorecer a adi¢cdo ao etanol, mesmo sem alterar a

ingestdo de agua ou ragdo. Com base nestes resultados, novos estudos devem ser realizados
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para elucidar 0s mecanismos neuroenddcrinos subjacentes aos comportamentos

investigados, bem como outros comportamentos que possam sofrer alteracdes.



ABSTRACT

The healthy functioning of the organism is based on synchronized temporal events which
rhythmicity is controlled primarily by circadian rhythms linked to environmental light-dark
cycle. Changes in standard light-dark environment lead to changes in sleep-wake cycle and
therefore in the other body's biological rhythms. This imbalance includes increased cortisol
and reduction of melatonin, thus it’s configured as stress. The altered hormones are
transplacental and able to act on the development of nervous system during gestation and
permanently modify the morphology and functions of structures and hence behaviors
which they are responsible. Based on this premise, we aimed to investigate the long-term
impacts of gestational stress by periodic inversion of light-dark cycle on behavioral
repertoire and vulnerability to ethanol consumption in adult rats. Models used to evaluate
similar to anxiety behaviors were elevated plus maze and open field, for depression we
used the tail suspension test and to evaluate learning and memory we used the Morris
water maze. It was made up of the evolution of body weight, food consumption and free
intake of ethanol. As results, we observed an increase of anxiety-like behavior, learning
and memory hability and higher ethanol intake and preference, especially for female
animals. Together, our results show that gestational stress by inversion of the periodic
light-dark cycle program behaviors similar emotional anxiety, reduces cognitive aspects
related to learning, training and memory retention, and favors the addition to ethanol. On
the other hand, does not change eating behavior and does not increase depression-like
behaviors. Based on these results, further studies should be performed to elucidate the
neuroendocrine mechanisms underlying the behaviors investigated, as well as other

behaviors that might change.



1 INTRODUCAO

O sistema nervoso (SN) é continuamente moldado pela interacdo do sujeito com o
meio ambiente durante toda a vida, entretanto, a gestacdo é o periodo mais vulneravel para
estas remodelacdes (Hamilton et al., 2010; Remmers & Delemarre-van de Waal, 2011).
Esta alta plasticidade neural durante a gestacdo terd ligacOes diretas com 0s
comportamentos do sujeito na vida adulta, sendo que o estresse gestacional pode acarretar
consequéncias negativas a prole, gerando alteragdes comportamentais ligados ao medo,
aprendizagem, interacdo social, agressividade, comportamentos exploratério, sexual,
sucesso reprodutivo e posterior cuidado com suas proles. (Eriksen et al., 2011;
Kranendonk, VVan der Mheen, Fillerup, & Hopster, 2007; Zhou & Li, 2011).

Na atualidade estamos expostos constantemente a diversos eventos configurados
como estresse e, de acordo com o Centro de Gestdo e Estudos Estratégicos (CGEE) do
Governo Federal do Brasil, estima-se que em 2030 as doengas e transtornos mentais, cujas
etiologias sdo complexas, seja uma das principais causas da incapacidade humana,
atingindo milhdes de pessoas no mundo todo. Portanto, se fazem necessarios estudos como
este que, identifiguem e ampliem a compreensao sobre quais eventos configuram-se como
agentes estressores gestacionais e quais comportamentos adultos sdo influenciados pelos
mesmos. Este conhecimento possivelmente servirdh como subsidio cientifico para
discussOes a favor da qualidade de vida dos sujeitos e prevencdo de doencas e transtornos

mentais.

1.1  Ritmos bioldgicos, estresse e mecanismos de resposta

O organismo humano apresenta padrbes de funcionamento que se repetem
regularmente em intervalos ordenados de tempo, 0s quais sdo chamados de ritmos
bioldgicos (Atkinson & Reilly, 1996). Os ritmos bioldgicos comegam a se organizar ja no
inicio da vida intra-uterina, fazendo com que o organismo em desenvolvimento, embora
esteja envolto por varias camadas de tecido epitelial e liquido amnidtico, tenha ritmicidade.
Esta ritmicidade intra-uterina é sincronizada pelos ritmos da méae (Menna-Barreto & Wey,

2007). Apbs o nascimento €é preciso se adaptar a nova realidade temporal, especialmente



pela identificacdo dos sinais de dia e noite e os sinais ndo luminosos como, sons
movimentos e intervengdes relacionadas ao cuidado (Sadeh, Raviv, & Gruber, 2000).

O principal sincronizador dos ritmos bioldgicos ap6s o nascimento € o ciclo claro-
escuro ambiental (Menna-Barreto & Wey, 2007) o qual se relaciona, por sua vez, com 0
ritmo circadiano de ciclo sono-vigilia da espécie. Durante o periodo de vigilia, é registrado
alto grau de atividade dos neurdnios corticais, movimentos oculares aleatorios e acentuado
tbnus muscular. Em contraste, 0 sono pode ser dividido em sono REM (rapid eye
movements) e ndo-REM. O sono ndo-REM é marcado pela reducéo progressiva do ténus
muscular e pelo pico de liberacdo de hormonio do crescimento, leptina e inicio da
liberacdo de cortisol até atingir seu méximo pela manh& (Anaclet, Pedersen, Fuller, & Lu,
2010). No sono REM ocorre a maxima hipotonia da musculatura esquelética e € marcado
pela possivel ocorréncia de sonhos. A sequéncia sono nao-REM e REM ocorre
diariamente, desde que o organismo néo se relacione temporariamente de forma diferente
com o ambiente, como quando se submete a mudanca de fuso horario, por exemplo. Caso
isso ocorra, o desconforto permanece até que o organismo se adapte as mudancas e reajuste
seu ritmo bioldgico de acordo com o ciclo comum a cada espécie. Os roedores, por
exemplo, diferentemente do homem, tem héabitos noturnos (Menna-Barreto & Wey, 2007).

O cortisol liberado durante o sono, como dito anteriormente, tem sua liberagédo
controlada por um sistema neuroenddcrino. Este hormdnio é um corticosterdide produzido
pelas glandulas adrenais, ligado as respostas do organismo aos agentes estressores, um
antagbnico da insulina que, além de suprimir o sistema imunoldgico, aumenta a pressao
arterial e o nivel de glicemia. Durante a gestacdo, o cortisol pode atravessar a membrana
placentéria e alterar o desenvolvimento do SN (Brunton & Russell, 2010; Maganhin, 2008;
Marciniak et al., 2011). As alteracdes do ciclo de sono e vigilia, além de alterar os niveis
de cortisol, também alteram os niveis de melatonina (Maganhin, 2008). A melatonina, uma
indolamina produzida pela glandula pineal que, em conjunto com o0s nuacleos
supraquiasmaticos hipotalamicos, faz parte de um sistema neuroendécrino responsavel pela
organizacado de varios eventos fisiol6gicos e comportamentais.

O periodo intra-uterino, como dito anteriormente, € um periodo no qual o SN esta
altamente vulnerdvel a modificagdes. Como o ritmo biologico do feto estd diretamente
ligado ao da mée, caso ela seja submetida a uma condi¢cdo ambiental que dessincronize seu

ciclo de sono-vigilia, por exemplo, o haverd aumento da producdo de cortisol que podera
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chegar ao feto através da membrana placentaria e alterar o desenvolvimento do mesmo
(Laurent, Stevens, & Ablow, 2011).

O estresse, ou 0 estado de saida da homeostase, € caracterizado por um conjunto de
alteracdes organicas e comportamentais (Lipp, 2003). Uma diversidade de estressores,
fisicos e psiquicos, é capaz de levar o organismo a este estado, dentre eles alteracGes do
ciclo claro-escuro ambiental, ligadas a alteragbes do ciclo sono-vigilia, como ocorre em
pessoas submetidas a turnos alternados de trabalho. Na tentativa de recuperar a
homeostase, 0 organismo passa a contar com um complexo conjunto de eventos
enddcrinos, neurovegetativos e comportamentais, conjuntamente conhecidos como a
resposta ao estresse. Os dois principais sistemas neuroenddcrinos ativados sdo 0 eixo
hipotdlamo-hipofise-adrenal (HPA) e o sistema nervoso autbnomo (SNA) (Murani et al.,
2010).

Quando ativado, o eixo HPA libera glicocorticosterdides na corrente sanguinea.
Esta ativacdo ocorre por meio da sintetizagdo e secrecdo de hormonio liberador de
corticotrofina (CRH) pelos neurdnios do nucleo paraventricular (PVN) do hipotalamo. Este
horménio estimulara a hipofise anterior produzir o horménio adrenocorticotréfico (ACTH)
que promovera a liberacdo de glicocorticéides pelo cortex da adrenal (De Luca et al.,
2010). A integragdo entre o eixo HPA e outros sistemas neuroenddcrinos controla a fungéo
vascular e a captacdo de energia, gerando respostas comportamentais adequadas para o
retorno da homeostase.

Os glicocorticéides regulam varias funcdes que visam a manutencdo dos processos
metabdlicos basicos, inclusive ligados a resposta ao estresse e recuperacao da homeostase.
No homem o principal glicocorticide é o cortisol e no rato o correspondente é a
corticosterona. Comumente os efeitos dos glicocorticdides em adultos sdo revertidos com a
sua normalizacdo na corrente sanguinea. No entanto, quando tal elevacdo ocorre nas
primeiras fases do desenvolvimento, o individuo pode sofrer alteracdes irreversiveis,
especialmente em tecidos com elevado grau de plasticidade neural (Belkacemi, Jelks,
Chen, Ross, & Desai, 2011). Elevados niveis de glicocorticéides durante a formacao do
sistema nervoso central (SNC) podem modificar redes neurais e alterar os respectivos
comportamentos pelos quais tais estruturas sdo responsaveis (Laurent et al., 2011).

O estresse, além de ativar o eixo HPA, também ativa o SNA. Esta alteragéo resulta
na liberagdo de catecolaminas nos terminais sinapticos em 6rgaos especificos e na medula

adrenal para a corrente sanguinea. De tal forma, as catecolaminas, causam varias



modifica¢bes nas fungdes vegetativas, indispensaveis para que o organismo responda de
forma satisfatoria ao estresse, resolvendo o problema e retornando & homeostase. No
estado de alerta ocorrem varias alteracbes, como aumento da frequéncia cardiaca,
respiratoria, pressdo arterial, dilatagdo das pupilas e dos bronquios, além de alteracbes
metabdlicas a favor da disponibilizacdo de energia, especialmente para o0 SNC (Markovic,
Cupic, Vukojevic, & Kolar-Anic, 2011).

1.2 Plasticidade do sistema nervoso

As modificagcbes maternas, especialmente as que geram mediadores que atravessam
a membrana placentéria, tém impacto no SN em desenvolvimento. Durante a gestacdo a
atividade neural é intensa e 0 SNC mais vulneravel a remodelacbes. A capacidade de se
modificar funcional e estruturalmente frente a estimulos é denominada plasticidade neural
e é compreendida como um mecanismo adaptativo do SN, principalmente frente a lesdes,
condigdes mutantes e estimulos ambientais, dentre outros (Hamilton et al., 2010).

A primeira vez em que o termo plasticidade foi utilizado nesta area, foi na década
de 1930 por Albrecht Bethe, fisiologista alemao, quando foi empregado para explicar a
capacidade do organismo em adaptar-se as mudancas ambientais externas e internas,
gracas a acdo sinérgica de diferentes 6rgdos, coordenados pelo SN (Pia, 1985).
Atualmente, o significado foi ampliado e refere-se a uma mudanca adaptativa na estrutura
e nas funcdes do SNC, podendo ocorrer em qualquer momento da ontogenia, sendo
causada por interacdo com o0 meio interno ou externo. As mudangas no comportamento
também podem surgir apds traumas, intervencdes cirdrgicas ou lesbes do tecido nervoso
(Phelps, 1990).

No entanto, para compreender como todo um sistema pode ser remodelado, se faz
necessario compreender o neurdnio, suas conexdes sinapticas e sua organizacao nas areas
cerebrais, pois a cada nova experiéncia, redes neurais sdo rearranjadas, novas sinapses
acontecem e novas respostas ao ambiente podem acontecer. Assim, a capacidade de
estruturas neurais se rearranjarem e realizarem, por meios alternativos, uma finalidade que
nédo sdo suas originalmente, depende nédo apenas de quanto de tecido foi danificado, mas da
quantidade de tecido adjacente que permaneceu intacto, bem como, da idade do sujeito, do
tempo e do local da lesdo, bem como da natureza da mesma (Albert & Kesselring, 2011).

Trés explica¢Oes sdo dadas as alteraces celulares que respaldam a plasticidade

cerebral e que podem ser a explicacdo fisiologica para uma reaprendizagem ou um



processo compensatério apds lesdo do tecido nervoso: 1-brotamento; 2-ativacdo de
sinapses latentes, e 3-supersensitividade de desnervagédo (Jones & Pons, 1998).

Além de leses diretas no tecido nervoso, estressores ndo fisicos em fases iniciais
do desenvolvimento podem gerar alteracGes neuroenddcrinas e desregulacdo do eixo HPA,
criando uma condi¢do na qual se faz necessaria uma regulacdo do mesmo através de
glicocorticoides especificos, capazes de controlar a atividade das células, bem como,
causar mudangas nos circuitos correspondentes (Levy & Tasker, 2012).

Contudo, embora o inicio do desenvolvimento do SN seja o periodo de maior
plasticidade neural, a complexidade de um SNC maduro pode limitar, mas ndo impedir que
estruturas possam ser rearranjadas. Portanto, a capacidade plastica perdura por toda a vida,

inclusive na velhice (Stiles, 2000).

1.3 Programacao comportamental precoce

O estresse sofrido pela genitora durante a gestacdo possibilita que o glicocorticdide
atravesse a membrana placentaria e aja diretamente no desenvolvimento do SNC da prole,
como dito anteriormente, e consequentemente induza a alteracdo dos comportamentos
pelos quais as estruturas afetadas sdo responsaveis (Laurent et al., 2011).

Especialmente as experiéncias negativas afetam diretamente a fisiologia e o
comportamento dos sujeitos em diferentes fases da vida, e a exposicao a eventos adversos
no periodo gestacional, bem como nutricdo inadequada, intervencdo medicamentosa e
cuidados parentais durante as primeiras fases do desenvolvimento podem acarretar em
mudangas no desenvolvimento e em uma programagdo comportamental tardia (Bustamante
et al., 2010; Davis, Glynn, Waffarn, & Sandman, 2011).

Estudos tém demonstrado correlacdo entre estresse materno e 0s comportamentos:
alimentar, cognitivo, emocional e de adi¢do da prole. Tais alteracdes incluem baixo peso
da prole ao nascer, dificuldades no parto, abortos e nascimentos prematuros, predisposi¢ao
a dependéncia quimica e alcodlica, além de esquizofrenia, as quais serdo descritas a seguir.
(Khashan et al., 2008; Schulz et al., 2011).

1.3.1 Comportamento alimentar

A ingestdio e o metabolismo de nutrientes sdo influenciados por sistemas
neuroendocrinos especificos, como hipotalamicos e hipocampais, que amadurecem durante

0 desenvolvimento e s&o influenciados pelo meio. Portanto, alteragcbes nestes sistemas



neurais podem gerar mudangas no comportamento alimentar (Cambraia, 2004). Dentre os
neurotransmissores que controlam este comportamento destacamos o neuropeptideo Y
(NPY), peptideo transcrito relacionado a anfetamina e cocaina (CART), pré-opio-
melanocortina (POMC), peptideo relacionado ao agouti (ArRP) noradrenalina, histamina,
acetilcolina, glicina, serotonina e dopamina (Simansky, 1996).

Sistemas diferentes sdo responsaveis pela sensacdo de fome e de saciedade, cada
sensacdo é regulada por sinais provenientes do SN, trato gastrintestinal, figado e sistemas
centrais periféricos (Cambraia, 2004). Normalmente, a sensacdo de fome faz com que
alimentos para a ingestdo sejam procurados. Apos suprir a sensacdo de forme, em
condi¢Bes normais, surge a sensacdo de saciedade e a ingestdo de alimentos € inibida.
Porém, uma vez que um evento caracterizado como estressor é capaz de interferir nos
sistemas neuroenddcrinos, bem como nos seus produtos. Sendo este sistema ligado a
sensacdo de fome e saciedade, estas podem ser desreguladas, alterando de tal forma o

comportamento alimentar do sujeito.

1.3.2 Comportamentos cognitivo e emocional

Cognicao significa conhecer ou adquirir conhecimento através de fungoes
superiores como atencdo, percepcao, memoria, raciocinio, juizo, imaginagdo, pensamento e
linguagem. Existem dois tipos principais de cognicdo: oS pensamentos automaticos,
aqueles que englobam palavras, ideias, imagens ou lembrancas em que se tenha contato
frequentemente e surgem espontaneamente sem que exista controle sobre as mesmas. E, as
crencas ou esquemas que sdo atitudes e regras conquistadas durante o desenvolvimento que
explicam as respostas do sujeito frente a determinado estimulo (Lotufo Neto & Baltieri,
2001).

A memoria é uma das capacidades cognitivas importantes que o animal possui. Ele
reconhece um estimulo previamente encontrado, devido ao armazenamento de alguma
representacdo referente a este. Sendo assim, sua sobrevivéncia estd intimamente ligada a
capacidade de armazenar informacOes, evoca-las e compara-las com estimulos futuros. A
habilidade de antecipar riscos e oportunidades deve ter levado a um aumento das chances
de sobrevivéncia; assim, aqueles com melhor competéncia nesta fungdo cognitiva foram
selecionados ao longo da evolugédo (Bueno, 1997).

Existe uma forte conexdo entre 0S processos emocionais, cognitivos e

homeostaticos, desta forma, a medida que se explica como se estabelece esta conexao, fica



mais facil compreender a reacéo fisioldgica do organismo frente as mais distintas situacdes
(Siqueira-Batista, 2007). Embora ndo seja possivel explicar o que é a emogéo propriamente
dita, o fato de as emocdes estarem intimamente ligadas as respostas autbnomas, endécrinas
e motoras esqueléticas, todas dependentes de areas subcorticais do sistema nervoso,
permite que se explique como ocorrem os aspectos bioldgicos relacionados a emogao.

O anatomista Joseph Papez determinou um circuito fundamental das emocgdes, o
circuito de Papez que é composto pelas seguintes estruturas: giro do cingulo, giro paro-
hipocampal, hipotalamo, talamo e hipocampo. Embora ndo estejam no circuito de Papez,
outras estruturas estdo ligadas a este circuito das emoc6es, sendo elas, amigdala, septo,
area pré-frontal e o cerebelo (Eggers, 2007).

As emocdes podem estar relacionadas aos sentimentos de prazer e recompensa.
Assim somam-se aos circuitos as areas de recompensa e prazer do SNC. Independente do
tipo de emocgédo as informacdes chegam ao SN e percorrem um caminho (circuito),
estruturas limbicas e paralimbicas, onde sdo processadas,. Pelo circuito de Papez ou por
outras vias chegam ao cortex cerebral responsavel por cada tipo de sentimento, a fim
darem significado cognitivo as emocges, permitindo que decisdes sejam tomadas e acdes

sejam realizadas (Siqueira-Batista, 2007).

1.3.3 Comportamento de adi¢do ao etanol

A adicdo ou dependéncia de drogas € uma doenca crbnica caracterizada pela
compulsdo por buscar determinada droga, perder o controle sobre 0 consumo da mesma e a
manifestacdo de comportamentos emocionais como euforia, ansiedade e irritabilidade
quando nédo ha o acesso a droga (Koob, Kenneth Lloyd, & Mason, 2009).

Dois circuitos foram propostos para explicar a motivagdo em se buscar a droga, 0s
circuitos neurobioldgicos envolvidos na desregulacdo das propriedades de reforco positivo
das drogas de abuso e o0s circuitos neurobioldgicos associados ao recrutamento das
propriedades reforgadoras negativas das drogas de abuso (Koob & Bloom, 1988).

Os efeitos agudos de reforco das drogas de abuso sdo mediados pela ativagdo dos
sistemas de dopamina, serotonina, peptideos opidides e GABA, quer por acdo direta no
telencéfalo basal ou por ac6es indiretas na area tegmental ventral (Koob et al., 2009).

O desenvolvimento da adicdo esta relacionado a varias adaptacdes induzidas por
drogas psicoativas, cujo potencial de abuso esta relacionado ao controle do funcionamento

neuroldgico, alterando tanto fungBes quanto estruturas anatdmicas dos sistemas de



neurotransmissdo  GABAGérgicos, glutamatérgicos, colinérgicos  dopaminérgicos,
serotoninérgicos e de peptideos opiodides. Dentre as vias neurais por eles moduladas
destacam-se o sistema de recompensa, memoria, motivacdo e autocontrole altamente
afetado por modulacdo dopaminérgica (Tomkins & Sellers, 2001).

Quatro circuitos neurais integrados medeiam os trés estagios do processo de adi¢&o:
desintoxicacdo fissura ou compulséo e abstinéncia. O primeiro circuito encontra-se no
nicleo accumbens e na parte ventral do globo palido, modulando o processo de
recompensa. O segundo circuito localiza-se dentro do cortex orbitofrontal e do cortex
subcaloso e é o principal responséavel pela geracdo de motivagdo e resposta emocional. O
terceiro circuito se encontra na amigdala e no hipocampo e esté relacionado a memdria e
aprendizagem. O ultimo circuito que se localiza no giro do cingulo anterior e no cértex
pré-frontal é responsavel pelo controle da cognicdo e pela funcdo executiva (Volkow,
Fowler, Wang, Swanson, & Telang, 2007).

Um método de se avaliar o consumo de etanol é mensurar diariamente a quantidade
ingerida voluntariamente pelos animais, quando disponibilizado um recipiente contendo
apenas agua e outro contendo etanol. Maior consumo de etanol, é considerado como

preferéncia pelo mesmo (McBride & Li, 1998).

1.4 Avaliacdo comportamental

Para o uso de animais como modelos experimentais ¢ fundamental que os
mecanismos patologicos sejam suficientemente similares aos da doenca em humanos
(Cruz, 1997). De tal forma, esse modelo animal deve permitir a avaliacdo de fendmenos
que possam ser comparados em humanos.

Existem varios modelos animais utilizados para estudar comportamentos
semelhantes a ansiedade, depressdo, medo e atividade locomotora. No entanto, embora
muito utilizados, a relagdo entre tais modelos e os transtornos de ansiedade em humanos
ndo estd totalmente elucidada devido as diferencas comportamentais e principalmente, a
falta de verbalizacdo entre humanos e animais (Cruz, 1997). Esta falta de comunicacéo
verbal comum entre homem e animal em estudo gera diferentes interpretacbes para um
mesmo comportamento. Por exemplo, a reducédo do tempo de imobilidade como indicativo
de maior ou menor comportamento de ansiedade. Entretanto, estas diferencas séo evidentes
quando comparadas & acdo de farmacos sobre o comportamento e estudos

comportamentais que ndo fazem uso de medicamentos.



Para avaliacdo das consequéncias tardias do estresse gestacional em roedores,
podem ser utilizadas para a avaliagdo da atividade locomotora, assim como, para avaliagdo
de comportamento semelhante a ansiedade, o teste de campo aberto (CA) e o labirinto em
cruz elevado (LCE); para avaliacdo da aprendizagem, formacao e retencdo de memoria, o

teste de labirinto aquatico de Morris (LAM).

1.4.1 Campo Aberto

O teste de CA é um modelo animal que possibilita registrar comportamentos
especificos no animal, como atividade locomotora, exploratdria e medo (Cruz, 1997). O
aparato consiste em uma area aberta na qual o animal é solto. Comumente é formado por
um circulo de férmica branca com 80 cm de didmetro e 36 cm de altura cujo fundo do
aparelho é dividido em 3 circulos concéntricos, chamados de anéis e subdividido em 24
espacos equivalentes.

O registro da atividade pode ser direto ou indireto, pelo préprio pesquisador ou por
programas especificos de computador. Além de se avaliar o comportamento de ambulacéo
(numeros de espacos cruzados pelo animal com as 4 patas, ou, nUmero de quadrantes
explorados), podem ser analisados também, comportamentos especificos como: grooming,
dirigir as patas dianteiras em direcdo a cabeca, corpo ou aos genitais, limpando-os; rearing
levantar-se sobre as patas traseiras; defecar e finalmente, o tempo de freezing, paralisacao,
imobilidade, congelamento (Eilam, 2003; Leke et al., 2012).

A literatura afirma que a baixa atividade locomotora e a alta contagem de bolas
fecais indicam comportamento de medo do animal. Ratos com medo costumam ndo se
afastar das bordas do aparelho e evitam os comportamentos de rearing e grooming.
Normalmente este tipo de comportamento € tipico em ambientes novos, e acontece toda
vez que o animal é colocado em um campo aberto desconhecido, porém a tendéncia €

diminuir conforme o animal se acostuma com o ambiente (Cruz, 1997).
1.4.2 Labirinto em cruz elevado
O LCE é um dos modelos animais mais utilizados para estudos e avaliacdo de

comportamentos emocionais relacionados ao medo e a ansiedade. O aparelho consiste em

duas superficies horizontais de madeira com piso de formica, medindo 50x10 cm,
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justapostas pelas pontas, com bordas de acrilico de 1cm de altura (bragos abertos),
cruzados em angulo reto com duas superficies de igual tamanho, circundadas por paredes
de 40 cm de altura (bracos fechados) exceto na parte central onde os bragcos se cruzam.
Todo o aparato eleva-se a 50 cm do piso.

O LCE foi desenvolvido em 1984 por Handley e Mithani, e recebeu validagéo
fisiologica, farmacoldgica e comportamental no ano seguinte por Pellow, Chopin, File e
Briley. Este modelo recebe destaque na literatura na area da avaliacdo comportamental,
devido a sua facil utilizacdo (Cruz, 1997).

O comportamento do rato pode ser medido por observacao direta do pesquisador ou
ainda, pode ser quantificado e avaliado por programas especificos de computadores. Em
ambos 0s casos, deve-se analisar a frequéncia com que o animal entra nos bragos abertos e
fechados e contabilizado o tempo de permanéncia em cada espaco. A atividade locomotora
pode ser avaliada, considerando o nimero de vezes em que o animal entra nos bragos
fechados e o comportamento semelhante a ansiedade pelo comportamento de freezing e o
tempo gasto nos bracos fechados (Cruz, 1997; Walf & Frye, 2007).

1.4.4 Labirinto aguéatico de Morris

Este modelo de labirinto aquéatico foi desenvolvido por Morris em 1981 para
estudar a capacidade de memoria espacial em ratos. Tal aparelho consiste em uma piscina
circular (214 cm de diametro por 40 cm de altura) completada até a altura de 25 cm com
agua, onde se localiza no centro uma plataforma em acrilico transparente, com
aproximadamente 8 ou 9 cm de didmetro e 1 cm abaixo do nivel da dgua. Esta deve ser
mantida 20 + 1°C e o observador deve se manter suficientemente afastado para ndo
interferir no experimento. A manipulacdo consiste em colocar o animal na agua com o
focinho voltado para a parede da piscina, e apds ser liberado, o animal podera nadar
livremente até encontrar a plataforma submersa. O animal devera subir de forma a evitar
sua permanéncia na agua, a avaliacdo neste teste é feita pela mensuracdo do tempo de
laténcia do animal para encontrar a plataforma, quanto menor o tempo de laténcia, melhor
a aprendizagem. A retencdo da memdria adquirida é avaliada pela exposi¢do do animal ao
teste por varias vezes, medindo o tempo gasto pelo animal ao longo de cada repeticéo.

Este procedimento deve ser repetido varias vezes, de forma que o animal diminua o

tempo de laténcia, ou o intervalo de tempo desde sua liberacdo até o momento em que
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sobe na plataforma (Pinel, 2005). O animal faz uso de pistas externas para se localizar e
assim encontrar a plataforma escondida no labirinto aquatico. Esse modelo tem se
mostrado Util na avaliacdo de memoria em ratos, associando-se a lesdes especificas no SN,

ou sob o efeito de drogas (D'Hooge & De Deyn, 2001; Pinel, 2005; Van Dam, Lenders, &
De Deyn, 2006).
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2 REVISAO DE LITERATURA

Experiéncias precoces durante o inicio do desenvolvimento do sistema nervoso
podem modificar permanentemente respostas comportamentais e fisioldgicas tardias (Seckl
& Meaney, 1993). A este fendmeno é dado o nome de programacao (Seckl, 2004). De
acordo com a plasticidade dos tecidos envolvidos, estes podem ter sua estrutura e funcgdes
alteradas em resposta a um estimulo. Assim, o impacto de um evento estressor pode ser
diferente de acordo com a sua duracéo e a fase do desenvolvimento em que ocorreu (Seckl,
1998). As implicacOes destes conceitos estdo presentes na Hipdtese de Barker (Barker &
Osmond, 1986) e na HipoGtese de origem de desenvolvimento da saude, doenca e
comportamentos (Van den Bergh, 2011).

A origem fetal das doencgas dos adultos, também conhecida como “Hipdtese de
Barker”, surgiu com base nos estudos de David Barker na década de 1990, ao mostrar que
criangas com baixo peso ao nascer tém maior predisposicdo para o desenvolvimento de
doencas cardiacas coronarianas (Barker & Osmond, 1986). Apds este estudo, varias
pesquisas epidemioldgicas e experimentais foram realizadas e deram forca a hipotese de
Barker, mostrando que a exposi¢do a um conjunto de eventos negativos de diferentes
origens, durante a fase gestacional ou nos primeiros periodos do desenvolvimento, podem
ter consequéncias determinantes na satde do sujeito adulto (Page, Malik, Ripple, & Anday,
2009; Tamashiro & Moran, 2010; White, Purpera, & Morrison, 2009). Inicialmente foram
descritos principalmente eventos que incluiam modificagdes da metilacdo do DNA e
alteracOes de histonas, como bases bioldgicas para os eventos observados (Li et al., 2012).

Com base nos estudos sobre teoria da satide do adulto surgiu a “Hipotese de origem
de desenvolvimento da salde, doenca e comportamentos” de Van Den Berg. De acordo
com tal hipdtese € importante conhecer e ter bem estabelecida a conexdo entre o
desenvolvimento do SN, a morfofisiologia de seus componentes e 0s comportamentos
pelos quais estes sdo responsaveis. Esta hipotese trds a perspectiva de prevenir doengas e
transtornos (Van den Bergh, 2011). Estes pressupostos podem auxiliar na compreensao da
natureza das psicopatologias, na sua prevencdo, bem como em possiveis tratamentos.

Frente a eventos estressores, 0 organismo ativa respostas mediadas pelos sistemas
nervoso e enddcrino, especialmente o eixo HPA e o SNA, ambos envolvidos na

restauracdo da homeostase frente a uma situagdo de estresse. Em consequéncia a ativacao
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do eixo HPA e do SNA, ocorre liberacdo hormonal de glicocorticoides e catecolaminas,
respectivamente, que geram alteracdes fisioldgicas, comportamentais e cognitivas de
resposta ao estresse.

Além da programacdo precoce, alteracbes comportamentais podem ocorrer de
forma indireta em todas as fases do desenvolvimento, entretanto, comumente de forma
transitoria. Sabe-se que algumas mudancas no fenétipo, como alteracbes de massa
corporal, marcas na pele, malformacdo corporal, dentre outras, mesmo que nao sejam
diretamente ligadas a uma estrutura responsavel por um comportamento especifico, podem
gerar uma condi¢do, em humanos, na qual o sujeito pode estar predisposto a apresentar
determinados comportamentos, principalmente por influéncia do impacto emocional
decorrente do convivio e tratamento social.

Vérios fatores podem agir durante as fases ontogenéticas iniciais, gestacdo e
periodo pds-natal precoce, causando modificacdes estrutural e/ou funcional ligadas a
alteracGes comportamentais tardias. Nesta revisdo discutiremos as consequéncias geradas
por estresse gestacional, nutricdo materna, farmacos e estimulacdo neonatal em estudos

experimentais com modelos animais e humanos.

2.1  Programagdo comportamental precoce por estresse gestacional

A gestacdo é o periodo em que 0s comportamentos e habitos maternos podem ter
impacto no desenvolvimento do feto por meio de substancias que ultrapassam a membrana
placentaria e agem sobre os tecidos em desenvolvimento. Por exemplo, a elevacdo de
cortisol materno em condicGes de estresse pode afetar o desenvolvimento do SN
dependendo especialmente da fase gestacional, da quantidade e tempo de exposicdo ao
horménio. Dentre os modelos de estresse gestacional em roedores apresentados na
literatura estdo os que utilizam imobilizacdo do animal, nado forcado, variacdo térmica,
privacdo de sono e alimento, superlotacdo do ambiente e alteragdo do ciclo claro-escuro
ambiental.

O estresse cronico por imobilizacdo materna em roedores, por tempo e em periodos
variados da gestacdo, gera alteracdes na prole. A imobilidade por 6 horas diarias nas duas
ultimas semanas de gestacdo em camundongos € capaz de reduzir o nimero de receptores
para glicocorticoides em areas especificas do hipocampo e, consequentemente, causar

déficit de aprendizagem e memdria espacial, além de afetar o peso da prole (Son et al.,
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2006). O impacto para a prole também ocorre em ratos, sendo que ratas imobilizadas em
trés sessdes diarias de 45 minutos cada na Ultima semana de gestagdo geram alteragdes nos
perfis enddcrinos, cognitivos e neuroquimicos de suas proles (Bowman et al., 2004). A
imobilizacdo por 90 minutos diarios nos Gltimos quatro dias de gestacdo, também em ratas,
repercute em déficit de memoria espacial e ndo espacial, de curto e longo prazo em proles
juvenis de ambos os sexos (Meunier, Gue, Recasens, & Maurice, 2004).

Quando utilizados seis tipos de estresse randomizados diariamente durante a ultima
semana de gestacdo (1- imobilizacdo; 2- exposicdo a baixa temperatura; 3- privacdo de
comida durante a noite; 4- privagdo de sono durante 90 minutos da fase clara do ciclo; 5-
15 min de nado forcado; 6- estresse social por superlotacdo da caixa de criacdo durante a
fase escura do ciclo); as proles apresentaram aumento da atividade locomotora, reducéo da
capacidade de reconhecimento, de aprendizagem, formacdo e consolidacdo da memoria
(Markham, Taylor, Taylor, Bell, & Koenig, 2010).

Com relagdo a modelos de estresse ambiental envolvendo alteragfes no ritmo
circadiano dos roedores, Varcoe e colaboradores, mostraram que quando o ciclo claro-
escuro das genitoras foi alterado cronicamente a cada trés dias durante toda a gestacdo, as
proles do sexo masculino apresentaram aumento do comportamento alimentar, tecido
adiposo, niveis séricos de leptina e insulina e baixa tolerancia a glicose (Varcoe, Wight,
Voultsios, Salkeld, & Kennaway, 2011). Em modelo de estresse por exposic¢éo a luz forte
trés vezes por dia durante os Ultimos dez dias de gestacdo, houve consequéncias
comportamentais sexualmente dimorficas nas proles, aumentando o comportamento de
ansiedade dos machos e reduzindo a expressdo destes comportamentos nas fémeas,
avaliados em labirinto em cruz elevado (Zuena et al., 2008).

Com base nos estudos revisados, observa-se que o0 estresse gestacional e,
possivelmente, a corticosterona gerada por este estresse em roedores, €, em conjunto com
outros fatores, capaz de alterar comportamentos alimentares, emocionais, locomotores e

cognitivos das proles.
2.2  Programagdo comportamental por fatores nutricionais
A salide materna e seu estado nutricional influenciam severamente a maneira como

o feto se desenvolve e as consequéncias podem ser transitorias ou de longo prazo, afetando

vias centrais criticas, incluindo o sistema melanocortinergico, serotoninérgico e/ou
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dopaminérgicos, por isto, a alimentagdo materna deve ser equilibrada, tanto para manter
uma gestacdo saudavel, quanto para o bom desenvolvimento fetal (Sullivan, Smith, &
Grove, 2011). Uma alimentacao saudavel deve conter quantidades adequadas de nutrientes,
uma vez que danos ao organismo podem ser causados tanto pela falta quanto pelo excesso
destes.

Visto que a gestagdo requer uma dieta apropriada e todos os nutrientes tém sua
importancia tanto para a genitora quanto para a prole, a deficiéncia de algum destes
nutrientes durante este periodo pode acarretar em uma série de alteragdes morfologicas e
funcionais do sistema nervoso. A deficiéncia de tiamina (vitamina B1) durante a gestagéo,
por exemplo, pode acarretar em atrofia e morte das células do hipocampo, o0 que gera
reducdo da capacidade de aprendizado e memoria, aumento na concentracdo de GABA no
tadlamo e diminuicdo de glutamato no cerebelo o que tem como consequéncia, déficit da
capacidade motora (Gaspard, Remiche, David, Ligot, & Legros, 2011).

Adicionalmente, a capacidade motora também pode ser afetada pela escassez de
cobalamina ou cianocobalamina (vitamina B12) na dieta, devido a desmielinizacdo dos
neurdnios que formam a medula espinal.

A deficiéncia de &cido folico (vitamina B9) esta ligada a ma formacéo do sistema
nervoso, principalmente do tubo neural. Em humanos adultos, devido a influéncia na
formagdo do SNC, a falta de cobalamina e é&cido folico pode agravar problemas
neuropsiquiatricos (Halicioglu et al., 2011).

Além da caréncia nutricional, outros problemas como dietas hipercaloricas e
hipocal6ricas trazem danos ao desenvolvimento nervoso e consequentemente, possiveis
programacdes comportamentais. Estudos utilizando modelos animais indicam que dietas
hipercaldricas durante o periodo gestacional aumentam o risco de a prole desenvolver
transtornos alimentares e alteracbes de comportamentos, bem como, depressao, ansiedade,
déficit de atencdo e hiperatividade. Esta associacdo pode ser explicada pela alteracdo de
vias que regulam o humor e o comportamento, tal como a via serotoninérgica. Estudos em
roedores mostraram que uma dieta rica em gordura trans ou saturada durante a gestacdo e
lactacdo aumenta a ansiedade e reduz a capacidade de aprendizagem espacial (Bilbo &
Tsang, 2010).

Sabe-se ainda que, em mamiferos, o hipotdlamo, bem como todo o sistema
controlador da alimentacdo tem sua formacdo principalmente durante o periodo

gestacional. Assim, estudos utilizando supernutricdo materna induzida por dieta
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hipercalorica levaram a prole a exibir alteracbes no desenvolvimento do sistema
melanocortina hipotaldmico, o que pode interferir no comportamento e preferéncia
alimentar e gerar quadros de hiperfagia (Bilbo & Tsang, 2010).

Como dito anteriormente, a desnutricdo protéica total no periodo pré-natal também
pode afetar o desenvolvimento do SNC, podendo reduzir sua plasticidade e causar déficits
cognitivos, como na memoria e aprendizagem e alterar comportamentais que podem
perdurar por toda a vida. Estudos com humanos apresentaram um quadro de alteracdo nos
niveis de neurotransmissores excitatérios (glutamato) e inibitérios (GABA) em criancas
desnutridas, o que pode ter ocorrido pela baixa ingestdo de aminoacido e seus precursores
ou ainda, pela deplecdo de neurdnios gabaérgicos no hipocampo e giro denteado (Andrade
& Paula-Barbosa, 1996).

E importante ressaltar que assim como em outros animais, em humanos as
primeiras fases da vida do bebé sdo fundamentais para que ele se desenvolva de forma
saudavel. Quando alterada a morfologia e/ou funcdo de alguma parte do organismo, o
individuo pode sofrer as consequéncias tardiamente, seja por ter comportamentos
possivelmente programados, ou ainda por deficiéncias decorrentes da nutricdo inadequada,
bem como, o impacto emocional consequente de fendtipos adquiridos em consequéncia

das mesmas.

2.3 Programacao comportamental precoce por farmacos

Muitos medicamentos trazem consigo além da agdo benéfica esperada algumas
reacOes adversas, nem sempre estas reacdes se manifestam claramente, no entanto é sabido
que alguns remédios tém acdo teratogénica principalmente na organogénese, tanto que o
uso de qualquer droga deve ser imediatamente informado ao médico em caso de gravidez
(Knoppert, 2011). Tal cuidado se deve ao fato de alguns medicamentos serem constituidos
por substancias transplacentarias com acdo no SN em desenvolvimento, sendo capazes de
modificar estruturas neurais, bem como as funcGes as quais sdo responsabilidade das
mesmas.

Um estudo no qual foi aplicado em ratas prenhas o farmaco 1,4,6-androstatrieno-3,
17-diona (ATD), que bloqueia a conversdo de testosterona em estradiol, mostrou que as
proles de machos tiveram reducdo do comportamento sexual (Morales-Otal, Olayo-Lortia,

Fernandez-Soto, Velazquez-Moctezuma, & Ferreira-Nuno, 2010).
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No tratamento de ansiedade é muito comum a prescricdo de fluoxetina, mesmo
durante a gravidez. No entanto, um estudo com ratos mostrou que o uso de 5 mg/kg por dia
deste medicamento durante a prenhes de ratas foi o suficiente para aumentar
comportamentos semelhantes a depressao e reduzir o niumero de células do hipocampo da
prole na adolescéncia (Rayen, van den Hove, Prickaerts, Steinbusch, & Pawluski, 2011).
Outro estudo mostrando o uso de haloperidol durante a gestacdo mostrou reducdo no
comportamento de cuidados das genitoras, 0 que consequentemente, pode acarretar em
mudangas no comportamento das proles (Dobryakova, Dubynin, & Luijtelaar, 2011). Em
um estudo no qual ratas prenhas receberam injecdes de lipossacarideos, mimetizando uma
infeccdo bacteriana, houve reducdo em longo prazo de receptores dopaminérgicos e
serotoninérgicos, bem como, alteracbes neurofisiologicas, aumento de ansiedade e
respostas de estresse (Lin, Lin, & Wang, 2012).

Estudos em humanos tém mostrado que a intensidade dos efeitos dos farmacos é
maior no primeiro trimestre da gestagdo, pois este é um periodo de alto desenvolvimento e
diferenciacdo de tecidos, sendo que a presenca de substancias quimicas pode interferir e
alterar negativamente estes processos (Vojtech et al., 2011).

Alguns medicamentos podem causar prejuizo nos processos fisiologicos
necessarios a manutencdo do bem-estar fetal, como as drogas que alteram o fluxo
sanguineo placentario e podem reduzir o fluxo de nutrientes e oxigénio aos tecidos, ou
ainda, alterar a intensidade das contragdes, bem como, agir diretamente no
desenvolvimento do SNC. Sabe-se que, em mamiferos as redes neurais continuam se
formando ap6s o nascimento e, em humanos isso ocorre principalmente durante todo o
primeiro ano de vida da crianca. Assim, fa&rmacos administrados neste periodo, inclusive
via leite materno, podem prejudicar o desenvolvimento nervoso e causar anormalidades
comportamentais da mesma (Morrison, Riggs, & Rurak, 2005; Simpson et al., 2011),
especialmente se considerada a imaturidade de metabolizagdo hepética e renal do recém-
nascido (Merino-lbarra & Delgado Beltran, 2011).

2.4 Programacdo comportamental por estimulacdo neonatal e cuidados parentais
Como dito anteriormente, 0 SNC dos ratos ndo estd completamente estruturado

apos o0 nascimento, assim ele € sensivel frente transformacges ambientais na fase neonatal

(Padoin, Cadore, Gomes, Barros, & Lucion, 2001). E nesta fase também que ocorrem 0s
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primeiros contatos e relagdes sociais, seja por parte da mde em humanos, da genitora, ou
ainda pelo experimentador no caso de animais experimentais. Em ambas as situagdes as
consequéncias do contato nesta fase podem perdurar por toda a vida (Francis & Meaney,
1999)

Estudos mostram que animais recém-nascidos submetidos a estresse como frio ou
choques no primeiro dia pds-natal, apresentam baixa ou nenhuma ativacdo do eixo HPA
quando comparados aos adultos. Este periodo foi denominado periodo hiporresponsivo ao
estresse. Apos dois dias de vida, ratos apresentaram respostas ao calor, mas mantiveram-se
inertes aos choques e aos nove dias de vida ndo apresentaram respostas significativas
quando comparadas aos niveis basais. Somente apds 15 dias de vida os animais passaram
aresponder ao estresse (Zarrow, Haltmeyer, Denenberg, & Thatcher, 1966).

Walker e colaboradores observaram que, em resposta a um estresse leve, ha uma
rapida transcri¢do do gene CRH no hipotalamo de roedores entre seis e doze dias de vida,
ou seja, no periodo hiporresponsivo ao estresse. O fato do animal apresentar resposta
enddcrina ao evento estressor, indica que 0os mesmos tiveram resposta de CRH no nucleo
paraventricular do hipotadlamo (Dent, Smith, & Levine, 2000). Estudos com animais
adrenalectomizados durante o periodo hiporresponsivo responderam a um agente estressor
com um aumento significativo de ACTH, indicando que a baixa ativa¢do do eixo HPA se
deve a um feedback negativo aumentado de corticosterona (Walker, Scribner, Cascio, &
Dallman, 1991).

A estimulacdo neonatal € utilizada desde a década de 1970 em estudos que véo
desde manipular animais recém-nascidos com as mdos ou modelos mais invasivos como 0s
ja citados, que envolvem choques, baixas temperaturas e substancias quimicas. Estudos
mostram que esta manipulacdo na prole fard com que as genitoras reajam imediatamente,
assim, combinando estimulos ambientais com o comportamento materno, comportamentos
adultos da prole podem ser modificados (Dent et al., 2000; Walker et al., 1991; Zarrow et
al., 1966). Tal fato pode ser explicado pelo aumento de ACTH e corticosterona
consequentes da privacdo materna. No entanto, foi observado que escovando a regido
anogenital dos animais que foram afastados periodicamente de suas genitoras, a resposta €
revertida, uma vez que este procedimento mimetiza o comportamento materno de lamber
sua prole (van QOers, de Kloet, Whelan, & Levine, 1998).

O aumento do comportamento de lambida das genitoras roedoras é um estimulo

motor que pode influenciar o desenvolvimento de machos e fémeas adultos, inclusive o
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comportamento sexual. Estudos mostram que filhotes fémeas que recebem mais lambidas
de suas genitoras, também tendem a ficar mais com suas ninhadas quando se tornam maes,
0s machos, por sua vez, copulam menos (Moore & Power, 1992).

A alteracdo no tempo de resposta ao estresse por animais manipulados
precocemente, bem como as alteragdes comportamentais devido ao cuidado materno nas
primeiras fases do desenvolvimento ocorrem, dentre outros fatores, porque ao nascer nem
todos os sistemas neurais estdo integralmente concluidos e os primeiros dias de vida séo
cruciais para a plena formacao dos mesmos (Francis & Meaney, 1999). Em roedores, até
aproximadamente se completarem duas semanas de vida 0s animais apresentam 0 eixo
HPA imaturo, incapazes de responder adequadamente a estimulos estressantes, assim a
relacdo com a mae se faz necessaria, pois estimula respostas fisiolégicas da prole como
manutencdo dos niveis de horménio de crescimento, frequéncia cardiaca e, caso a relacdo
genitora-prole se dé de forma irregular, pode gerar consequéncias comportamentais
negativas (Meaney, Szyf, & Seckl, 2007). E prejudicar inclusive, a producdo de oxitocina;
que além de ajudar nas contracdes do parto e na liberacdo de leite para amamentacéo,

também é responsavel pela sensacdo de prazer materno no contato com a prole.



3 OBJETIVOS

3.1 Geral

Investigar os impactos tardios do estresse gestacional por inversdo periddica do
ciclo claro-escuro sobre o repertério comportamental e a vulnerabilidade ao consumo de

etanol em ratos adultos.

3.2 Especificos

Avaliar nas proles adultas o efeito do estresse gestacional por inversdo do ciclo
claro-escuro sobre:
3.2.1. comportamento cognitivo e exploratorio;
3.2.2. comportamento emocional,
3.2.3. atividade locomotora e reagdes comportamentais especificas;
3.2.4. capacidade de aprendizagem, formacdo e retencdo de memoria,

3.2.5. vulnerabilidade e preferéncia ao consumo de etanol.
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Abstract

Nervous system is continually shaped by the subject's interaction to
environment. High neural plasticity during gestation makes it vulnerable to
possible refurbishments. In this study, were evaluated the effects of periodic
light-dark cycle inversion during pregnancy on locomotor, anxiety-like behaviors
and cognitive development of offspring during adulthood. Female rats were
placed for mating and on the first day of confirmed pregnancy they were
separated into two groups: control dams (CD), maintained to standard light
cycle, and stress dams (SD) submitted to periodic inversion of the pattern light
cycle at every four days throughout all gestation. On postnatal first day, dams
were evaluated in the open field (OF) and elevated plus maze (EPM) tests. The
offspring of both genders were evaluated in adulthood, between 8 and 13
weeks, for locomotor, anxiety-like behaviors, OF and EPM, respectively, and
cognition in Morris Water Maze (MWM). Student’'s T test was used for all
comparisons of the two groups, using Graph Pad Prism 5.0 software. P-values
of <0.05 were accepted as statistically significant. All data are given as mean *
SEM (n). Our results showed significant increase of locomotor activity and
anxiety-like behavior in males and females, and sex-dependent changes in the
processes of learning and memory retention in offspring prenatal stress group.
Together, these data indicate that inversion of light-dark cycle during gestation
participates in programming behavior of long-term.

Keywords: Early programming; circadian rhythm; behavioral assessment,
stress.
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Introduction
Structural and functionally, central nervous system is molded by

environment interaction, especially in early stages of development, which are
characterized by high neural plasticity, affecting the individuality of the subject,
substantiating in large part their behavior.

Disturbances or stressors events at this stage can lead to adverse
functional consequences that manifest in adulthood, such as changes in
exploratory, emotional and sexual behaviors, fear, learning skills and cognition,
social interaction, maternal care, reproductive success, endocrine and
neurochemical profiles of offspring (Bowman, et al. 2004; Hamilton and Meston
2011; Markham, et al. 2010; Meunier, et al. 2004; Varcoe, et al. 2011; Zuena, et
al. 2008).

Studies in different models show that gestational stress can program,
among other systems, the hypothalamic-pituitary-adrenal axis, resulting in
increased basal secretion or glucocorticoids (Weinstock 2008), as well as the
receptors of this system (Bowman, et al. 2004).

Cognitive ability related to learning and memory can also be
disadvantaged due to the action of glucocorticoids during gestational
development (Bustamante, et al. 2010; Gonzalez-Perez, et al. 2011; Loh, et al.
2010). The recognition of a previously encountered stimulus and the ability to
compare it to others in future are fundamental skills to survival. Animals can
adapt to new environments by their capacity of learning and memory (Mery
2012) Thus, a cognitive impairment such as learning and memory deficits, may
bring negative consequences in several situations for the subject.

Late behavioral changes can be observed as a result of alterations in
neural development (Weinstock 2008). Gestational stress has been suggested
as a risk factor for illness development such as anxiety, depression and
schizophrenia, neuropsychiatric diseases known by cognitive dysfunction
(Schulz, et al. 2011). Moreover, the existence of anxiety and depression can
lead to a condition of vulnerability for the emergence of other diseases.

Events that involve disruption of circadian sleep-wake cycle periodicity
may be configured as environmental stressors, these rhythmicity rupture
change behaviors and several hormones secretion (Toki, et al. 2007). In this

context, this paper aims to investigate the effect of stress induced by repeated
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inversions of light-dark cycle during pregnancy on locomotor, emotional

behaviors, and cognitive development of offspring in adulthood.

Materials and methods
Experimental Groups

Adult (90 days) Wistar female rats (n = 14) were housed with males (n =
7) from the biotery of School of Environmental and Biological Science, Federal
University of Grande Dourados, until pregnancy was confirmed by vaginal
smears for sperm. Upon detection of mating, females were separated from
males and shared into two groups: control dams (CD) maintained under control
lighting conditions and stressed dams (SD, n = 9), described bellow. CD’s
offspring formed the control group (control: n = 24 males and females n = 8)
and offspring from SD, formed the prenatal stress group (PS: n = 24 males and
females n = 8). Experiment was conduct twice.

There were two repetitions of the experiment. All animal care and
experimental aspects in this study was done according to the principles of
animal research adopted by National Council for the Control of
Animal Experimentation (CONCEA) and were approved by the Ethics
Committee on Animal Use (CEUA) of the Institute of Biological Sciences,
University of Brasilia through UnBDOC document n°® 47921/2010.

Prenatal stress model by light-dark cycle inversion

Rats from SD group were submitted to periodic light-dark cycle inversion
at every four days throughout all pregnancy, summarizing five inversions.
Control dams were kept in standard light-dark cycle (light cycle from 6 am to 6
pm and dark cycle from 6 am to 6 pm), as illustrated on Figure 1. On postnatal
first day dams were evaluated in open field and elevated plus maze for behavior

measure.
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FIGURE 1: Luminosity cycle scheme for control dams (CD) and submitted to prenatal
stress (SD).

Postnatal procedures

Animals were randomized on the first day postpartum, litters were formed
by eight animals of same sex. Weaning occurred on 21 postnatal day (PND21).
Then offspring were separated in collective boxes of 4 animals each and
maintained under standard conditions of feeding (ad libitum), temperature (23 °
C £ 1 °C) and luminosity (light cycle from 6 am to 6 pm and dark cycle from 6

am to 6 pm).
Behavioral assessment
Locomotor activity and anxiety-like behavior
To evaluate the locomotor activity, it was used the open field test and to
anxiety-like behavior animals were submitted to elevated plus maze. Dams

were evaluated on postnatal first day and offspring on days 60 and 75

postnatal, from 1 pm to 6 pm.
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Open field (OF): Animals were tested in an 80 cm diameter X 36 cm in height
white circular formica box. Arena was divided into 3 circles subdivided into 24
squares. Locomotor activity was analyzed by the number of crossed squares
using 4 paws. Anxiety was indicated for the time animals spent in center area.
Specific behaviors were recorded: grooming; self-cleaning activity, which animal
directs its forepaws toward the head, body or genitals; rearing; to get up on its
paws, usually as an exploratory behavior; were recorded; freezing, all the total
freeze time of the animal, except movements necessary for breathing and the
number of fecal boli. Freeze behavior is manifestation of fear in animals and
fecal elimination should be “emotional defecation” in some anxious situations
(Russell, et al. 1987).

Dams were evaluated once over 5 min in OF. By the way, offspring were
submitted to three consecutive days of testing, over 5 min each session (Eilam
2003; Leke, et al. 2012).

Elevated plus maze (EPM): Behavior was tested over 5 min once in white
formica an elevated plus maze elevated to a height of 50 cm above floor level,
consisting of two closed an two open arms (50 cm x 40 cm x 10 cm) which
extend from a common central platform (10 cm x 10 cm), each 50X5 cm in size.
Animals were placed in the center, facing one of the open arm and entries into
open or closed arm was recorded only when all four paws crossed into the new
arm or into the neutral central area. After each test, the apparatus was cleaned
to remove animal scent. This test was used to assess anxiety-like behavior
being considered anxious the animal that spent more time in open arms,
complemented by increased time in central region of it.

Dams were submitted to once 5 min session in EPM one week after
finished assessments in OF, following the same test protocol.

Cognitive behavior

Both groups Control and PS were evaluated in Morris water maze
(MWM) to assess learning, spatial memory acquisition and retention between
postnatal days 85 and 100 from 1 am to 6 am.
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Morris water maze: A 60 cm-high and 214 cm-diameter round tank was
filled with water at 20+1°C to a depth of 50 cm and neutral pH. A hidden
platform beneath the water surface was placed in the center of the tank and
measured the latency to find it. Each animal was placed in the water tank in the
same place all trials head facing the wall of the tank. Each rat received 5 trials
in the first day or training day, considered spatial memory learning ability period.
Then, in the four consecutive days, rats were evaluated once a day to memory
acquisition test. Ten days after it, without being handled in this period, rats were
assessed to long-term memory retention and latency in it was compared to the
last day of memory acquisition (D'Hooge and De Deyn 2001; Van Dam, et al.
2006).

Statistical Analysis

The Student’s t test was used for all comparisons of the two groups,
using GraphPad Prism 5.0 software. All data are given as mean + SEM.
Differences were considered significant at P < 0.05.

RESULTS

Behavioral assessment

Dams

On postnatal first day dams were submitted to behavioral assessment. SD
showed in OF increased number of crossings (85%, P <0.001), rearing (35%, P
<0.05) and fecal boli (5 times, P <.01) compared to CD group. There was a
reduction in the freezing time (57%, P <0.01), grooming behavior was not
altered (Table 1).
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Table 1: Assessment of anxiety-like behaviors in control dams (CD) and

prenatal stressed dams (SD) on postnatal first day in open field (OF).

Parameters measure CD SD
Crossings (n) 63,0+ 9,0 116,4 £ 5,5***
Time in the center (%) 58,9+1,5 53,8 £ 0,7**
Freezing (s) 120,0+ 7,0 51,0 £ 12,0**
Rearing (n) 17,0+ 1,0 23,0+ 2,1*
Grooming (n) 53,4+4,0 39,3+5,0
Fecal boli (n) 12+04 6,3+1,3*

Data are given as mean + SEM (n), CD n=5; SD n=9; *P<0,05, ** P<0,01 e *** P<0,001 for SD
vs CD groups.

Immediately after assessment in OF, dams from both groups were
evaluated in EPM. In this test SD increased number of entries in open arms
(22%, P <0.05) no changes in other measured parameters was showed (Table
2).

Table 2: Assessment of anxiety-like behaviors in control dams (CD) and
prenatal stressed dams (SD) on postnatal first day in elevated plus maze
(EPM).

Parameters measure CD SD
Entries in open arms (n) 50+0,3 6,1+0,3*
Entries in closed arms (n) 51+0,4 6,3+0,7
Time spent in open arms (s) 444+ 6,4 53,1+ 3,0
Time spent in closed arms (s) 221,4+10,9 220,4+7,3
Time spent in the center (s) 30,0+ 6,5 22,8+29

Data are given as mean + SEM (n), CD n=5; SD n=9; *P<0,05, ** P<0,01 e *** P<0,001 for SD
vs CD groups.

Offspring
Open field and elevated plus maze

In OF, males from PS group crossed more squares (25%, P <0.05)
exhibited increased rearing behavior (40%, P <0.001) and decreased freezing
time (32%, P <0.001), time spent in the center (14, P<0.001) as well as the
number of fecal boli (43%, P <0.05). There was no difference in grooming

behavior among males of the investigated groups. Females from PS group
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exhibited increase in crossings (72%, P <0.05) and fecal boli (3-fold, P <0.05)
and decreased freezing time (53%, P <0, 05) and time spent in the center of
open field (21, P<0.001). There were no differences in other parameters (Figure
2).
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Figure 2: Control and prenatal stressed (PS) animals behavioral assessment in open
field (OF). Male (on the left) and female (on the right): (A and B) number of crossings;
(C and D) number of crossings in the center; (E and F) freezing time; (G and H)
behaviors of rearing, grooming and fecal boli, respectively. Data are given as mean +
SEM (n), Females: Control n= 8 and PS n= 8. Males: Control h= 24 and PS n =24;
*P<0,05, ** P<0,01 e *** P<0,001 for PS vs Control groups.

One week after the assessment in OF, it was evaluated animals anxiety-
like behavior EPM. Males from PS group spent less time in open arms (25%, P
<0.05), closed arms (53%, P <0.001) and freezing time (37%, P <0.05).
However, those animals showed an increase in time spent in the maze central
region (23%, P <0.01). PS females of the exhibited reduction in time spent in
open arms (48%, P <0.001) and no changes in other measured parameters

(Figure 3).

Males Females
A B O Control
8- g B Fs
61 6- '|'
€ G
8 41 8 41 L
= T 2
w — w
21 24
0 1 T 0 1 1
C Open arms Closed arms D Open arms Closed arms
210- pla 2107
175- B 175 I
- 1407 7 1401
© 105- 2 1051
g 105 E Tk
= 70_ * 70'
35- I I'Y'I*** * 351 l_'Ll i i_
ol i rl-— 0= -,
S S el ) o \§ ° (\e 1;\(\()
O o«® o0 «® Ce(\x («&81’\0 o™ ¢ 05e° ° « o
OQe (’J\Oc9 O N

Figure 3: Control and prenatal stressed (PS) animals behavioral assessment in
elevated plus maze (EPM). Male (on the left) and female (on the right): (A and
B) number of open and closed arms entries, respectively; (C and D) time spent
in open and closed arms, center and freezing behavior, respectively. Data are
given as mean + SEM (n), Females: Control n= 8 and PS n= 8. Males: Control
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n= 24 and PS n =24; *P<0,05, ** P<0,01 e *** P<0,001 for PS vs Control
groups.

Morris water maze

Animals were submitted to cognitive assessment in the Morris water
maze (MWM) for learning evaluation (during five trials in training day), post-
acquisition training (over the four consecutively days of test) and memory
retention (ten days after the last day of test).

During learning period, PS males decreased latency on fourth (59%, P
<0.001) and fifth (49%, P <0.05) trials to find the platform (Figure 4A), as well as
the first test day (26%, P <0.01). On subsequent days there was no difference
between groups (Figure 4C). However, these animals showed increased
latency in the retention test memory (260%, P <0.05) (Figure 5E).

PS females showed increase on latency from the second (P <0.05) trial
to find the platform during the learning period, getting to the 5™ trial with latency
six times higher, compared to control group (Figure 4B). In the other hand,
during the days of test or memory acquisition, there were no differences among
the groups, although there is a greater variation intragroup from animals who
were exposed to gestational stress (Figure 4D). In memory retention
assessment PS females showed higher latency to find the platform (47%%, P
<0.005) (Figure 4F).
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Figure 4: Control and prenatal stressed (PS) animals behavioral assessment in Morris
water maze (MWM) for learning and retention of spatial memory. Latency male (on the
left) and female (on the right) to find hidden platform on (A and B) training trials; (C and
D) test days; (E and F) memory retention. Data are given as mean + SEM (n),
Females: Control n= 8 and PS n= 8. Males: Control n= 24 and PS n =24; *P<0,05, **
P<0,01 e *** P<0,001 for PS vs Control groups.

DISCUSSION
Our results corroborate that stressful events during pregnancy are able to
participate on programming of later behaviors (Bergman, et al. 2010; Markham,

et al. 2010; Varcoe, et al. 2011) which neuroendocrine bases still need to be
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investigated. The gestational stress by periodically light-dark cycle inversion
resulted in increased locomotor activity, on anxiety-like behavior and cognitive
impairment in spatial memory acquisition and retention in rats.

Stress, characterized by physiological and behavioral changes that
include hypothalamic-pituitary-adrenal activation, norepinephrine release and
increased level of glucocorticoids, can be triggered by several kinds of
stressors, including disruption of light-dark circadian rhythm (Oliver, et al. 2012).
By being transplacental, these stress hormones become mediators of maternal
events to fetus, with potential to alter neuroendocrine development (Patel, et al.
2011). Additionally, periodic light-dark cycle inversion by disruption of many
other hormonal rhythms such as melatonin can also alter neural development
by modifying the proliferation and survival of nerve cells related to investigated
behaviors (Mueller, et al. 2011; Shang and Zhdanova 2007).

Stress effects suffered during pregnancy may extend to the
breastfeeding period and change maternal care. Dams who suffered gestational
stress exhibited on first day post-partum increased locomotor activity and
exploration in open field, showing clear emotional reactivity alteration expressed
by high number of fecal boli. This condition individually or put together to the
complex and morphological changes caused by neuroendocrine mediators of
stress development during pregnancy, probably subsidize late behavioral
changes observed in adult offspring (Belkacemi, et al. 2011; Fujita, et al. 2010).

Although it was observed an increase in the number of squares crossed
and reduced freezing time in OF by animals whose their dams suffered stress
during pregnancy, which indicates increase in locomotor activity of these
animals, there was no change in body weight nor in their food intake. Therefore,
increase in locomotor activity may be connected to rise of animal emotional
activity during its exposure to the test (Piazza, et al. 1989). Emotional changes
also could be observed by the increase in time spent in the center of OF by
male and female puppies, indicating increased anxiety-like behavior in those
animals. Growth in time to take a decision, showed in the increased time spent
in the center of EPM, being more evident in males, make the anxiety-like
behavior clearest. Behavioral changes observed in other studies may be due to

the action of glucocorticoids during nervous system ontogeny (Pivina, et al.
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2011; Schulz, et al. 2011; Uygur and Arslan 2010; Yee, et al. 2011; Zuena, et
al. 2008).

During animal assessment in LAM, learning, memory acquisition and
retention were evaluated. Hereby, it was found that male learning ability
submitted to prenatal stress probably had no negative consequences, since
these showed lower latency than control group to find the platform on last
training day trials. Also, it was not observed changes on memory formation of
these animals. Although, unlike its ability to retain that appeared reduced when
assessed after 10 days of trial period. These effects were similar to those seen
in females, except for the negative change presented by them as their learning
ability. The losses in cognitive processes due to prenatal stress have been
widely reported in literature, occurring dependent on the model of stress in
which it was evaluated (Bustamante, et al. 2010; Gonzalez-Perez, et al. 2011,
Karnam, et al. 2009; Loh, et al. 2010; Lui, et al. 2011; Schulz, et al. 2011).

Neural bases involved in processes of learning and memory
consolidation include different nervous system areas. Spatial memory, which is
evocated to find hidden platforms in MWM, is specially processed by the
medial temporal lobe and hippocampus and its adjacent cortical areas
(Kalpakidou, et al. 2012). It is possible that the action of increased
corticosterone during pregnancy has changed the development of hippocampal
tissues resulting in spatial memory deficits, which it is responsible, what would
be consistent with studies in which damage in hippocampus or its connections
cause spatial memory deficits without altering other kind of memory (Best, et al.
2001; Eichenbaum 1999).

CONCLUSION

Taken together, our results show that prenatal stress by periodically light-
dark cycle inversion along with other facts can program emotional and cognitive
behavior in adults of both genders. Further studies should be conducted to
elucidate the neuroendocrine mechanisms underlying investigated behaviors,

as well as other ones.
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Resumo

O ritmo circadiano ligado ao ciclo claro-escuro ambiental € um dos principais
sincronizadores neuroenddcrinos do organismo, portanto um dos principais
responsaveis para o funcionamento saudavel do mesmo. Assim, alteracdes no
padrdo de claro-escuro ambiental gerando aumento de cortisol e reducdo de
melatonina, configurando-se como estresse. Estes hormobnios s&o
transplacentarios e capazes de atuarem no desenvolvimento do sistema
nervoso durante a gestacdo e modificar permanentemente a morfologia e
fungbes de estruturas e consequentemente, comportamentos pelos quais estas
sdo responséaveis. Neste trabalho objetivamos avaliar os efeitos do estresse
gestacional por inversao periodica do ciclo claro/escuro sobre o comportamento
alimentar, a evolucdo da massa corporal e a preferéncia pelo consumo de
etanol na prole adulta. Ratas Wistar adultas foram colocadas para
acasalamento e, no primeiro dia de prenhes foram separadas em dois grupos:
Controle (submetidas a ciclo de luminosidade padréo) e Estresse Gestacional
(submetidas a inversado periédica do ciclo padrdo de luminosidade a cada trés
dias durante toda a gestacdo). Foi acompanhado o consumo de agua (ml),
racao padrao (g), bem como, a evolugdo da massa corporal dos mesmos (g).
Aos 120 dias de vida foi avaliada a ingestdo de etanol 10% ad libitum por 5
dias, seguida de avaliacdo em campo aberto (CA). Os dados foram expressos
em média = erro padrdo da média e analisados pelo Student t test. As
diferencas entre os dados foram consideradas significantes quando p<0.05. O
estresse gestacional sofrido ndo alterou comportamentos alimentares nas
proles, nem a evolucdo da massa corporal, no entanto aumentou o consumo de

etanol nos animais cujas maes sofreram estresse gestacional.

Palavras-chave: Adicdo, programacao comportamental, ansiedade, alcool.

1 INTRODUCAO

O consumo de etanol € um problema que merece atencdo e

investigacdo quanto aos possiveis fatores que causam ou mantém o
comportamento aditivo (Richoux et al.,, 2011). Estudos epidemiol6gicos
estimam que a herdabilidade para o risco de alcoolismo seja de 40% a 60%

para 0 sexo masculino, enquanto para o sexo feminino ndo ha registros de



42

estimativas conclusivas. No entanto, estes estudos ndo trazem explicacdes
concisas de como a transmissao genética € efetivada. (Messas & Vallada Filho,
2004). A relacéo do sujeito com o meio é sinérgica e dinamica, o que dificulta
estabelecer com exatiddo até que ponto a adicdo se da por fatores genéticos
ou por condicBes emocionais, sociais, ambientais, dentre outras.

O desenvolvimento da adicdo estd relacionado a varias adaptacdes
induzidas por drogas psicoativas, cujo potencial de abuso esta relacionado ao
controle do funcionamento neurologico, alterando tanto funcbes quanto
estruturas anatbmicas dos sistemas de neurotransmissdo, GABAEérgicos,
glutamatérgicos, colinergicos dopaminérgicos, serotoninérgicos e de peptideos
opioides (Tomkins & Sellers, 2001). Dentre as vias neurais por eles moduladas,
destacam-se o sistema de recompensa, memaria, motivacdo e autocontrole
altamente afetado por modulacdo dopaminérgica (Tomkins & Sellers, 2001).

O estresse gestacional induzido por fatores nutricionais, hormonais,
sociais, fisicos e psiquicos pode alterar o desenvolvimento do sistema nervoso
central (SNC) e de diversos outros sistemas fisioldgicos de forma transitéria ou
permanente. A programacao precoce de comportamentos tardios por estresse
gestacional tem sido relacionada a comportamentos de ansiedade, depresséo,
esquizofrenia, déficit de memoria, isolamento social, bem como ao aumento da
vulnerabilidade ao consumo de drogas (Bowman et al., 2004; Khashan et al.,
2008; Seckl, 2004; Zuena et al., 2008).

Neste contexto, este trabalho tem como objetivo investigar o efeito do
estresse induzido por meio de inversdes repetidas de ciclo claro/escuro no
periodo gestacional sobre o comportamento alimentar, a evolu¢cdo da massa

corporal e a preferéncia pelo consumo de etanol em ratos adultos.

2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Grupos experimentais

Esta pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica no Uso Animal (CEUA)
do Instituto de Ciéncias Biologicas da Universidade de Brasilia por meio do
documento UnBDOC n° 47921/2010.

Ratas (n=14) e ratos (n=7) Wistar adultos do biotério de criacdo da

Faculdade de Ciéncias Bioldgicas e Ambientais da Universidade Federal da
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Grande Dourados, com 90 dias de vida, foram colocadas para acasalamento.
Depois de confirmada a prenhes por esfregaco vaginal no primeiro dia de
gestacado, foram dividas em dois grupos: genitoras (G) Controle (G_Controle,
n=5) e genitoras submetidas a estresse gestacional (EG) (G_EG, n=9). As
proles dos G_Controle formaram o grupo Controle (Machos n=24 e Fémeas
n=8) e as dos G_EG formaram o grupo EG (Machos n=50 e Fémeas n=16).
2.2 Modelo de estresse gestacional

As genitoras do G_EG foram submetidas a inverséao periédica de ciclo
claro-escuro (ciclo claro as 18 as 6 h e ciclo escuro das 6 as 18 h) a cada
quatro dias durante toda a gestacdo conforme ilustrado pela Figura 1. As
genitoras do Grupo Controle foram mantidas em ciclo claro-escuro padrao

(ciclo claro das 6 as 18 h e ciclo escuro das 18 as 6 h).

CICLO DE LUMINOSIDADE- GRUPD CONTROLE CICLO DE LUMINOSIDADE- GRUPO EG
i 12H [

w @ & owa| om| =

FIGURA 1: Esquema de ciclo de luminosidade para as genitoras dos Grupos Controle
e Estresse Gestacional durante a gestagéo.

2.3 Procedimentos poés-natal
As ninhadas foram mantidas com 8 animais até o desmame que ocorreu
aos 21 dias apdés o nascimento (PN21). Em seguida, as proles foram

separadas de acordo com 0 sexo, em caixas coletivas de 4 animais cada e
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mantidos em condi¢des padrao de alimentacdo (ad libitum), temperatura (24°C

+ 1°C) e luminosidade (ciclo claro as 6 as 18 h e ciclo escuro das 18 as 6 h).

2.4  Comportamento alimentar

Os animais foram pesados semanalmente para acompanhamento da
evolucdo da massa corporal em gramas, entre os dias pos-natal 21 e 120
(PN21 e PN120, respectivamente). Adicionalmente avaliou-se a média de

consumo diario de agua (ml) e racéo (g) por caixa durante 0 mesmo periodo.

2.5 Comportamento de preferéncia por etanol

Aos 120 dias de vida pés-natal (PN120), os animais dos grupos Controle
e EG foram testados quanto a sua preferéncia pela ingestdo de etanol. Foram
disponibilizadas a todos os animais 2 garrafas, uma contendo agua e outra
etanol 10%. Diariamente foram avaliados o consumo de ambos os liquidos por
um periodo de 5 dias consecutivos. No quinto dia apés o inicio da exposicdo ao
consumo de etanol, os animais foram submetidos a uma nova avaliagdo em
Campo Aberto.

Campo Aberto: Modelo circular de formica branca com 80 cm de
didmetro e 36 cm de altura cujo fundo é dividido em 3 circulos concéntricos
chamados de anéis subdivididos em 24 espacos iguais chamados de
guadrantes. Foram observados os comportamentos de ambulacao (nGmeros de
espacos cruzados pelo animal com as 4 patas, ou, hiumero de quadrantes
explorados), grooming, que significa limpar, ou seja, dirigir as patas dianteiras
em direcdo a cabeca e ao corpo, ou aos genitais; rearing, ou seja, levantar-se
sobre as patas traseiras; freezing, que significa o tempo de congelamento e por

fim, o nUmero de bolos fecais.

2.6 Anélise estatistica

Os dados sédo expressos em média + erro padrdo da média (EPM). A
analise estatistica dos dados dos grupos EG e Controle foi realizada pelo
Student t test utilizando-se o GraphPad Prism 5. As diferencgas entre os dados

foram consideradas significativas quando p<0.05.

2 RESULTADOS
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3.1 Evolucao da massa corporal (9)
N&o houve diferenga na massa corporal dos animais fémeas e machos

dos grupos Controle e EG durante o periodo avaliado (Figura 2).
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Figura 2: Evolucdo da massa corporal (g) dos animais dos grupos Controle e EG
(submetidos a estresse gestacional) (A) machos e (B) fémeas, entre os dias PN21 e
PN120. Os dados séo apresentados como média + EPM. Machos: Controle n=24 e EG
n=50. Fémeas: Controle n=9 e EG n=16.

3.2 Consumo alimentar
O consumo médio diario de racdo (g) e agua (ml) dos animais de cada
grupo foi avaliado durante os dias PN21 e PN120 e nao houve diferenca entre

0s grupos Controle e EG de ambos os sexos (Tabela 1).

Tabela 1: Média de consumo diario de agua e racdo de machos e fémeas

Controle e EG (submetidos a estresse gestacional).

Consumo Machos Fémeas

Controle EG Controle EG

Ragéao (9) 32,12+ 0,25 31,80+0,13 26,10+0,70 26,09+0,34

Agua (ml) 30,45 + 0,83 30,23+0,62 18,94+1,85 19,86+1,05

Dados expressos como média + EPM.

3.3 Preferéncia por etanol
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Observou-se aumento no consumo médio diario de etanol nos animais

machos e fémeas do grupo EG (p<0,001) (Figuras 2).

Machos Fémeas
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Figura 2: Consumo médio diario por animal de etanol 10% durante 5 dias, em PN120,
(A) machos e (B) fémeas dos grupos Controle EG (submetidos a estresse
gestacional). Os dados sdo apresentados como média + EPM. Machos: Controle n=24
e EG n=50. Fémeas: Controle n=8 e EG n=16. **p<0,01 e ***p<0,001, EG vs Controle.
3.4 Avaliacdo Comportamental em campo aberto apés exposi¢cdo ao
etanol

Apoés quatro dias de ingestao de etanol, os animais foram submetidos a
uma avaliacdo Unica em teste de campo aberto, nas fémeas houve aumento no
namero de quadrantes invadidos (p<0,01), reducdo no tempo de freezing

(p<0,05) e aumento no numero de respostas de rearing (p<0,05).
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Figura 3: Avaliacdo comportamental em campo aberto das proles dos grupos
Controle e EG (submetidos a estresse gestacional) apds exposicdo ao
consumo de etanol 10%. Numero de quadrantes invadidos (A) pelos machos e
(B) pelas fémeas. Freezing (em s) (C) dos machos e (D) das fémeas.
Respostas de rearing, grooming e bolos fecais, respectivamente, emitidas (E)
pelos machos e (F) pelas fémeas. Os dados sédo apresentados como média *
EPM. Machos: Controle n=24; EG n=50. Fémeas: Controle n=7 e EG n=16. .
*p<0,05 e**p<0,01, EG vs Controle.

4 DISCUSSAO

O alcoolismo é definido pela Organizagdo Mundial de Saude (OMS)

como o consumo de bebidas alcodlicas de forma continuada, causando
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prejuizo emocional, social e fisico ao individuo (Babor, 2010). O abuso no
consumo de etanol, bem como a dependéncia da droga é um problema
mundial. Muitos sd&o os problemas econdmicos e sociais gerados em
consequéncia do uso desta substancia, por exemplo, acidentes
automobilisticos, violéncia de varios niveis, reducdo da produtividade
intelectual e laboral (Babor, 2010; Moore, 2010).

A condicdo emocional do sujeito, estado de ansiedade e depressao, €
comumente relacionada ao uso de etanol bem como a possibilidade de adicéo
ao mesmo. O estresse gestacional tem sido apontado como um programador
precoce para comportamentos tardios, inclusive comportamentos relacionados
a adicdo, seja por alterar comportamentos que criam condi¢cdes para o sujeito
buscar a droga, como a ansiedade, citada anteriormente, ou ainda por alterar
estruturas neurais ligadas a adicdo (Markham & Koenig, 2011; Markham,
Taylor, Taylor, Bell, & Koenig, 2010; Varcoe, Wight, Voultsios, Salkeld, &
Kennaway, 2011).

O modelo de estresse gestacional por inversao periddica do ciclo claro-
escuro mostrou-se capaz de aumentar a ansiedade e causar déficit de memoria
e aprendizagem em ratos (Dos Santos et al., xxxx), porém, mesmo que
comportamentos alimentares possam ser relacionados a ansiedade e ao
estresse precoce, ndo foi observada alteracdo no consumo alimentar nem na
massa corporal dos animais que sofreram esse tipo de estresse gestacional.

Nossos resultados mostraram que, embora a alimentagdo seja uma
fonte de prazer, o modelo de estresse néo interferiu nos habitos alimentares
comuns, porém causou impacto no consumo e na preferéncia por etanol,
aumentando significativamente a ingestdo da droga, principalmente nas proles
fémeas. Adicionalmente, o alto consumo da substancia aumentou
comportamentos motores e exploratérios nas fémeas, sem que tenha sido
observada alteracdo de comportamentos nos machos. A diferenca na alteracéo
de comportamento pode estar direta ou indiretamente ligada ao processo de
metabolizacdo do etanol no organismo que se difere de acordo com o sexo.

Estudos mostram que modelos de livre acesso ao etanol, como o
adotado em nosso estudo, tem se mostrado eficiente em determinar a
vulnerabilidade de determinados animais a adicdo (Bhave, Snell, Tabakoff, &

Hoffman, 1996; Spanagel, 2000; Wolffgramm & Heyne, 1995). Uma vez que
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amigdala e hipocampo fazem parte de um dos circuitos envolvidos no processo
de adicdo (Chastain, 2006) e estudos mostram que estas sdo estruturas
modificadas pelos glicocorticéides oriundos do estresse gestacional (Bergman,
Sarkar, Glover, & O'Connor, 2010;) € possivel que, além de participar da
programacao de comportamentos emocionais e cognitivos, os glicocorticoides
participem também da alteracdo e programacdo das vias responsaveis pela
adicao.

Quatro circuitos neurais integrados medeiam os trés estagios do processo
de adicdo: desintoxicacdo, fissura ou compulsdo e abstinéncia. O primeiro
circuito encontra-se no nucleo accumbens e na parte ventral do globo pélido,
modulando o processo de recompensa (Volkow, Fowler, Wang, Swanson, &
Telang, 2007). O segundo circuito localiza-se dentro do coértex orbitofrontal e do
cortex subcaloso e é o principal responsavel pela geracdo de motivacdo e
resposta emocional. O terceiro circuito se encontra na amigdala e no
hipocampo e esta relacionado & memadria e aprendizagem. O Ultimo circuito
gue se localiza no giro do cingulo anterior e no cértex pré-frontal é responsavel
pelo controle da cognicao e pela funcéo executiva (Volkow et al., 2007).

Estes circuitos, assim como todo o sistema nervoso, apresentam durante a
gestacdo alta vulnerabilidade a plasticidade, sendo passiveis de influéncia e
modificacdo por diversos agentes estressores. Porém, como outros estudos
mostram que eventos precoces podem alterar a morfologia, bem como o
namero de células hipocampais (Weaver, 2009), levantamos a hip6tese que
uma vez tendo sido comprometidos processos de aprendizagem e memoria
dos animais que passaram por esse modelo de estresse gestacional (Dos
Santos et al., xxxx), é provavel que o circuito neural responsavel pela adicdo
mais afetado pela acdo dos glicocorticéides, deve ter sido justamente o que

envolve o hipocampo.

3 CONCLUSAO

Em conjunto, nossos resultados mostraram que o estresse gestacional

por inversédo periodica do ciclo claro-escuro é um evento que pode alterar
comportamentos tardios, auxiliando na programacdo a vulnerabilidade ao

consumo de etanol da prole na fase adulta. Novos estudos devem ser
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realizados a fim de elucidar as vias neuroenddcrinas envolvidas, assim como a

adicdo a outras drogas, além do etanol.
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Anexo 6: Parecer do comité de ética
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