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RESUMO

O estresse vem sendo definido como uma ameaca a homeostase de um individuo,
podendo este ser qualquer estimulo intrinseco ou extrinseco que gere uma resposta
biolégica. O cérebro € assim o responsavel por interpretar o que € ou ndo estresse. O
termo “estresse”, como é usado atualmente, foi “desenvolvido” por Hans Selye em
1936, que o definiu como “a resposta inespecifica do corpo a qualquer demanda de
mudanca”. Este por sua vez acaba sendo uma condi¢édo natural da vida, no entanto,
a possivel exposicdo a diferentes experiéncias, isto €, condi¢cdes que afetam o desvio
da homeostase durante etapas criticas do desenvolvimento podem contribuir para a
vulnerabilidade e aparecimento de transtornos. Diferentes tipos de estressores podem
ser observados durante todo o desenvolvimento da vida, desde a gestacao até a vida
adulta. Diante disso o estudo teve como objetivo avaliar os efeitos de diferentes
estimulos estressores em animais durante diferentes fases da vida, expondo os
animais a estressores durante as fases gestacional (infeccdo materna), pés-natal
(privacdo materna) e fase adulta (Estresse Cronico Moderado). Estes animais foram
avaliados em diferentes parametros comportamentais como, atividade locomotora,
teste de consumo de sacarose, teste de nado forcado e Splash test. Avaliou-se
também as citocinas IL-4, IL-10, IL-1B e TNF-a nas estruturas cerebrais: cortex frontal,
hipocampo e estriado, da prole adulta machos e fémeas com 60 e 80 dias de vida.
Pode se concluir que estes estressores sdo capazes de induzir comportamentos do
tipo ansiolitico como o aumento da atividade locomotora através de protocolo de
ativacdo imune materna utilizando da Poly:IC e demonstrando comportamentos do
tipo depressivo, através dos protocolos de PM e ECM. Assim como também mostrou
alteracdes em estruturas cerebrais para parametros pré-inflamatérios, IL-18 e TNF-q,
e alteracBes em parametros anti-inflamatérios, IL-4 e IL-10, em diferentes idades da
vida.

Palavras chaves: Estressores, comportamento, inflamac¢do, transtornos

psiquiatricos.



ABSTRACT

Stress has been defined as a threat to an individual's homeostasis, which can be any
intrinsic or extrinsic stimulus that generates a biological response, with the brain being
responsible for interpreting what is or is not stress. Stress may often not be a useful
term for scientists because it is a highly subjective phenomenon that defies any
definition. The term “stress”, as it is used today, was 'developed' by Hans Selye in
1936, who defined it as 'the body's non-specific response to any demand for change'.
Stress, in turn, ends up being a natural condition of life, however, the possible exposure
to different experiences, that is, conditions that affect the deviation of homeostasis
during critical developmental windows, can contribute to the vulnerability and
appearance of disorders. Different types of stressors can be observed throughout the
development of life, from pregnancy to adulthood. Therefore, the study aimed to
evaluate the effects of different stressors in animals during different stages of life,
exposing the animals to stressors during the gestational (maternal infection), postnatal
(maternal deprivation) and adult (Moderate Chronic Stress) stages. These animals
were evaluated in different behavioral parameters such as locomotor activity, sucrose
consumption test, forced swim test and Splash test and evaluated the cytokines IL-4,
IL-10, IL-1B and TNF-a in brain structures: cortex frontal, hippocampus and striatum
of adult offspring males and females aged 60 and 80 days. This study investigated
behavioral and inflammatory parameters in animals that were exposed to different
stressors at different ages of life. It can be concluded that these stressors are capable
of inducing anxiolytic-like behaviors such as increased locomotor activity through a
maternal immune activation protocol using Poly:IC and demonstrating depressive-like
behaviors through the PM and ECM protocols. It also showed changes in brain
structures for pro-inflammatory parameters, IL-1b and TNF-a, and changes in anti-
inflammatory parameters, IL-4 and IL-10, at different ages of life.

Key words: Stressors, behavior, inflammation, psychiatric disorders.
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1. INTRODUCAO

1.1DEFINICAO DE ESTRESSE E SUA INFLUENCIA DURANTE A VIDA

O estresse vem sendo definido como uma ameaca a homeostase de um
individuo podendo ele ser qualquer estimulo intrinseco ou extrinseco que gere uma
resposta bioldgica (Banny et al. 2013, Yaribeygi et al. 2017), sendo ainda o cérebro o
responsavel a interpretar o que é ou néo estresse (Oken et al. 2015). Estresse pode
muitas vezes ndo ser um termo Util para cientistas pois é um fendbmeno altamente
subjetivo que desafia qualquer definicdo. O termo “estresse”, como € usado
atualmente, foi “desenvolvido” por Hans Selye em 1936, o qual o definiu como “a
resposta inespecifica do corpo a qualquer demanda de mudanga”.

Ao longo da vida, individuos estéo sujeitos a vivenciar inimeras situacées
adversas. Estas adversidades podendo entdo assumir a forma de diferentes eventos
tais como, um evento estressor, um episddio traumético ou uma adversidade crénica.
Os eventos estressores incluem as perturbagdes do cotidiano, como: dificuldades
financeiras, problemas no trabalho e divorcio. Os eventos traumaticos sao aquelas
experiéncias criticas e extremamente dolorosas fisicamente e/ou emocionalmente,
como: estar em uma guerra, sofrer um acidente ou presenciar um desastre natural. Ja
as adversidades cronicas incluem situacdes por um periodo prolongado, como: maus-
tratos, negligéncia infantil, abuso sexual, abuso fisico, abuso emocional e violéncia
doméstica (Felitti et al. 1998, Viola et al. 2011, Angeler et al. 2018). Estas
adversidades podem ter impacto na estrutura e funcao cerebral, podendo resultar no
desenvolvimento de diferentes transtornos psiquiatricos, como o transtorno de
estresse pés-traumatico, depressao, ansiedade, autismo e esquizofrenia (Wu et al.
2013).

Na maioria das espécies, alguns periodos sdo considerados de maior risco
e sensibilidade sendo eles os periodos fetal, perinatal e pés-natal, porque sé&o
caracterizados por extensa plasticidade neuronal, organizagcéo sinaptica e atividade
de remodelacdo. O desenvolvimento cerebral pode ser determinado por fatores
genéticos, eventos ambientais e epigenéticos. A alta plasticidade neural durante esses
estagios, faz com que os mecanismos de maturacdo cerebral respondam e se
adaptem a fatores externos e internos (Kerman et al. 2015). No entanto, como o

aumento da neuroplasticidade também implica em uma alta sensibilidade a
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remodelacdo através de fatores ambientais, a exposicdo a adversidades durante o
desenvolvimento pés-natal precoce pode levar a alteragbes neuroquimicas,
neuroendocrinas e comportamentais persistentes (Simpson and Kelly 2012).

O estresse por sua vez é considerado uma condi¢cdo natural da vida, no
entanto, a possivel exposicdo a diferentes experiéncias, isto é, condi¢cdes que afetam
o desequilibrio da homeostase durante janelas criticas do desenvolvimento podem
contribuir para a vulnerabilidade e aparecimento de transtornos (Banny et al. 2013).
Estas adversidades precoces podem afetar a suscetibilidade a disturbios psiquiatricos
futuramente na vida, porém dependendo de muitas caracteristicas externas
diferentes, como a natureza dos estressores, tempo de exposicdo durante o
desenvolvimento, gravidade da exposicdo e fatores biol6gicos como sexo, idade e
polimorfismos genéticos predisponentes em genes associados a regulacao do humor,
resposta ao estresse e processos inflamatorios (Jawahar et al. 2015).

As caracteristicas dos estressores em geral é o que determina a magnitude
e a duracgdo das respostas ao estresse. A intensidade do estressor por exemplo, € um
importante fator na determinacdo da trajetdria geral da resposta do individuo, onde
estressores de alta intensidade e longa duracdo (por exemplo, estimulos
inflamatorios) normalmente causam respostas prolongadas. Uma Unica injecdo de
lipopolissacarideo (LPS), uma endotoxina ou interleucina 1-f (IL-1), uma citocina,
causam aumento dos niveis de ACTH prolongando também a sua duracgéo (pico de
elevacao em 1-2 horas, 4 horas até o retorno aos niveis basais) e corticosterona (pico
de elevacdo em 1 hora, sustentado por até 6 horas) (Schotanus et al. 1993, Turnbull
and Rivier 1999). Respostas mais curtas sdo normalmente observadas apos a
exposicdo a estressores psicoldgicos, tais como um ambiente ou situacdo estranha
ou ameacadora. A contengéo, um estressor comumente usado em roedores, produz
um pico inicial de ACTH (normalmente 15-20 ap6s o inicio do estresse; as respostas
de corticosterona de pico ocorrem normalmente entre 30-60 min e terminam dentro
de 2-3 horas apos o inicio (Vahl et al. 2005, Choi et al. 2007).

A distingdo entre estressores homeostaticos e psicolégicos foi observada
por varios investigadores. Desse modo recebeu assim vérias designagdes diferentes:
fisico vs. psicolégico (ou emocional) (Dayas et al. 2001, Jacobson 2005) interoceptivo
vs. exteroceptivo (Sawchenko et al. 2000); sistémico vs. processivo (Herman and
Cullinan 1997); e mais recentemente, reativo vs. antecipatorio (Herman et al. 2003).
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Além dos fatores ambientais e genéticos, as alteracfes epigenéticas
induzidas por experiéncias de vida precoce também sdo um mecanismo-chave dos
efeitos duradouros desses eventos na suscetibilidade a doenca (Jawar et al., 2013;
Jawar et al., 2015). Estudos em modelos animais forneceram importantes informacoes
sobre como a manipulacédo do ambiente inicial pode induzir efeitos neurobioldgicos e
comportamentais crénicos, buscando assim estabelecer uma conexdo entre as
experiéncias iniciais e processos posteriores na vida (Boksa.,2010)

Durante a vida pos-natal, particularmente nos dias pds-natal iniciais (1 a 15
dias de vida), a prole possui um perfil comportamental limitado devido a sua
imaturidade. Além disso, para um individuo recém-nascido, sua méae €é quase
exclusivamente o principal elemento ambiental com o qual interage e, portanto, tem
uma funcéo critica em seu desenvolvimento. A contribuicAo materna através do
comportamento e do cuidado orientado para o filhote regula a interacdo entre mée e
filhote, sendo este vinculo necessario para que o cérebro do filhote se desenvolva
adequadamente (Abelaira et al., 2013)

Em geral, quanto mais "severo" o regime de estresse, uma maior resposta

do organismos é necessaria (Natelson et al. 1988).

1.1 ESTIMULOS ESTRESSORES DURANTE O PERIODO GESTACIONAL

O desenvolvimento do cérebro ocorre desde a gestacdo até a maturacao
do cérebro adulto, por volta dos 25 anos (Giedd 2009). Durante esse desenvolvimento,
ha os chamados periodos criticos, nos quais alguns sistemas neuronais estado mais
vulneraveis (Meyer and Feldon 2010, Marco et al. 2011, Andersen et al. 2018). Desta

forma, experiéncias estressoras nestes periodos podem ter consequéncias deletérias
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para 0 neurodesenvolvimento e a saude mental futura do individuo (Boulanger-
Bertolus et al. 2018).

O adequado desenvolvimento fetal durante a gestacdo € de suma
importancia, visto que a presenca de algum fator estressor na fase pré-natal pode
levar a sérias consequéncias ao longo da vida na prole (Nunes and Madhi 2015). De
fato, evidéncias apontam que a infeccado viral ou bacteriana durante o 1° ou 2°
trimestre de gravidez estd fortemente associada a predisposicdo de transtornos
afetivos e psiquiatricos na prole (Boksa 2010).

A etiologia dos transtornos neurodesenvolvimentais como esquizofrenia,
autismo, ansiedade e depressao envolve alterac6es na formacao cerebral (Brandon
and Sawa 2011), assim, eventos adversos no Utero podem influenciar os processos
criticos do desenvolvimento do cérebro dos filhos e predispor o aparecimento de
doencas mentais na idade jovem-adulta (Brown, 2006). Um dos mais significativos
fatores de risco ambientais principalmente para a esquizofrenia e autismo € a infec¢ao
no 1° (Brown 2006, Penner and Brown 2007) e 2° trimestre de gestacao (Clarke et al.
2006), a qual pode afetar o desenvolvimento cerebral, devido a liberagdo de
horménios relacionados ao estresse, hipdxia, hipertermia ou desnutricdo e
desencadear, por conseguinte, o aumento de citocinas pré-inflamatérias na mae,
placenta e no feto (Patterson 2007).

Com base nisso, modelos animais tém sido estabelecidos a fim
compreender a relacdo entre infeccdo materna e transtornos psiquiatricos. Déficits
relacionados a estes transtornos séo observados na prole adulta de modelos animais,
incluindo alteracbes comportamentais (atividade locomotora e inibicdo do reflexo de
sobressalto), anormalidades em regides cerebrais e o desequilibrio em sistemas de
neurotransmissores (Liu et al. 2013).

Dos agentes estressores durante o periodo pré-natal destaca-se a Polyl:C
caracteriza-se como um analogo viral sintético de cadeia dupla de RNA que leva a
producdo pronunciada, mas por tempo limitado de citocinas pro-inflamatorias e
estimula reacdes fisiologicas induzidas por infeccédo viral sendo, por este motivo,
amplamente usada para mimetizar a Ativacdo imune materna (AIM) em modelos
animais (Alexopoulou et al. 2001).

De modo geral, a administracdo de Polyl:C em ratas Wistar durante a
gravidez tem levado ao comprometimento da prole, indicando um efeito

transplacentario da AIM no feto em desenvolvimento (Boksa 2010, Meyer and Feldon
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2010). Assim, ambas as infeccdes, tanto por LPS quanto por Polyl:C, aumentam a
liberacdo de citocinas pro-inflamatdrias na méae (placenta e liquido amniético) e no
cérebro do feto, sendo que a Polyl:C ainda induz uma resposta aguda a infeccdes
virais, aumentando consideravelmente a liberagao de interferons (IFN): IFNa e IFNy
(Winter et al. 2009). Desse modo, pelo fato de as citocinas direcionarem a resposta
imune inata, foi atribuido a estas o papel de candidatas a interrupcdo do
desenvolvimento cérebro-fetal (Smith et al. 2007, Reisinger et al. 2015).

E sabido que fatores estressores durante a gestacéo, como a presenca de
infeccbes, deficiéncia de nutrientes, uso de drogas, aumentam o risco de parto
prematuro e podem também comprometer a saide materna, o neurodesenvolvimento
do feto e predispor o aparecimento de transtornos psiquiatricos na vida jovem-tardia
da prole (Dammann et al. 2002). Além disso, ativadores imunolégicos e inflamatdérios,
tais como Polyl:C, IFN-y e LPS, que s&o induzidos por eventos estressores
especialmente em periodos criticos (fase gestacional) e por acontecimentos diversos
ao longo da vida, ativam a microglia no sistema nervoso central (SNC).

O desenvolvimento adequado da placenta € essencial durante a gravidez,
uma vez que essa constitui a interface entre as circulacdes materno-fetal, sendo
fundamental para a nutricdo e oxigenacédo do feto. Assim, durante a vida fetal ocorre
o chamado periodo critico do desenvolvimento, época de fragilidade na qual os
tecidos e os érgéos se desenvolvem, em especial o cérebro (Nunes and Madhi 2015).
Neste sentido, a plasticidade neuronal permite que o cérebro se adapte
estruturalmente perante mudancas ambientais ou agentes estressores, sendo a
resposta imune periférica, um estressor neuro etiolégico para este processo (Dantzer
et al. 2008).

A ativacao microglial tem sido associada com doencas do cérebro (Najjar
et al. 2013), visto que a microglia é uma célula imune residente no SNC, ativada em
resposta a les@o cerebral (Stertz et al. 2013). Assim, a ativa¢do da microglia libera
citocinas pro-inflamatorias e radicais livres que podem causar degeneragcao neuronal,
anormalidades na substancia branca e diminuicdo da neurogénese materna e fetal.
Esta interacdo, neurbnio-microglia, pode levar a lesdo e perda neuronal, sendo
inclusive um importante fator envolvido na fisiopatologia dos transtornos
neurodesenvolvimetais (Moniji et al. 2009, Réus et al. 2015).

As citocinas sédo peptideos produzidos e liberados pelas células imunes,

capazes de interferir no metabolismo de sistemas de neurotransmissores, nas
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atividades neuroenddcrina e neuronal, na regulacao do crescimento e da proliferacéo
das células da glia (Hava et al. 2006). S&o produzidas por inimeros tipos de células
no sitio da lesdo, bem como por células do sistema imunoldgico, através da ativacédo
de proteinoquinases ativadas por mitdbgenos (de Oliveira et al. 2011). Em geral, as
citocinas atuam no organismo, a fim de combater diversos patdgenos, sendo que no
sistema imune reconhecem particulas invasoras e ainda participam de respostas
adaptativas ou reac6es homeostaticas (Shavit et al. 1998, Aderem and Ulevitch 2000).
Estes peptideos estdo implicados tanto na resposta imune como na mediacdo de
varios eventos do SNC, tendo uma acdo imuno-reguladora vital nas funcdes e
sobrevivéncia neuronal (Vizi and Kiss 1998).

Deste modo, a ativacao das citocinas pro-inflamatérias como o fator de
necrose tumoral (TNF-a), a (IL-1B) e a interleucina-6 (IL-6) pode estar associada a
infeccdo intra-uterina, parto prematuro, infecgcdes neonatais, deficiéncia nutricional
materna e dano cerebral neonatal. No cérebro, essas proteinas sdo expressas nas
células gliais e nos neurdnios. Em adicdo a sua fungcdo na resposta imune, estes
mediadores modulam a funcdo e o desenvolvimento neuronal, representando um
papel crucial no neurodesenvolvimento (Hava et al. 2006). A IL-1B, IL-6 e TNF-a sao
consideradas pro-inflamatorias pelo fato de aumentar a resposta imunitaria a infeccéao
e inflamacao, por promover o recrutamento de leucdcitos até os locais de inflamacgéo
e/ou pela ativacao inflamatoria celular (Potvin et al. 2008). O TNF-a esta envolvido na
regulacéo do crescimento dos neuritos (Golan et al. 2004), na sobrevivéncia neuronal
(Barker et al. 2001) e na regulacdo da expressao do receptor AMPA (Beattie Eric et
al. 2002). A IL-18 e o TNF-a também estao relacionados a regulagao da plasticidade
sindptica (Butler et al., 2004). As citocinas anti-inflamatdrias, IL-4 e IL-10, se destacam
por contribuir para atenuar a resposta imune e inflamatéria (Potvin et al. 2008),
enquanto o fator de transformacédo de crescimento-beta (TGF-B) é considerado umas
das citocinas mais importantes para o crescimento celular, diferenciacéo e regulagao
da funcdo imune (Graciarena 2019).

Em resumo, as citocinas regulam a inflamacéo e coordenam as respostas
inata e adaptativa do sistema imunolégico (Miller et al. 2011, Mdiller et al. 2015), sendo
importantes mediadores da comunicacéo entre o SNC e o sistema imune, o que pode
ter implicacbes para a psiquiatria clinica (Kapczinski et al. 2010, Kapczinski et al.
2011). De fato, os processos imunologicos inflamatorios tém sido fortemente

implicados nos mecanismos fisiopatolégicos da esquizofrenia, depressao, transtorno
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bipolar, dentre outros (Francesconi et al. 2011, Kapczinski et al. 2011).

Esta bem descrito que a administracdo de LPS ou Polyl:C leva a ativacao
da microglia e ainda induz a inflamagéo via fator de transcri¢cdo nuclear-k B (NFkB) no
cérebro do feto (Saadani-Makki et al. 2008). Como consequéncia da AIM, ha um
aumento da inflamacdo no uUtero materno e a consequente perda de células
precursoras de oligodendrocitos, hipomielinizagdo e neuroinflamacdo materno-fetal, o
que pode acarretar em alteracdes comportamentais, cognitivas e neuroguimicas na
mae e na vida tardia da prole (Svedin et al. 2005, Monji et al. 2009). A AIM com Polyl:.C
pode também comprometer o desenvolvimento do sistema limbico e do eixo
hipotalamo-hipdéfise-adrenal (HPA) através da liberac&o de corticotrofina materna e no
cérebro-fetal, resultando em comportamento ansiogénico e depressivo, além de
déficits de atencdo e aprendizagem, particularmente, na vida jovem-adulta da prole
(Enayati et al. 2012).

Ademais, a diferenca de sexos entre homens e mulheres (machos e
fémeas), tem despertado a atengdo no mundo cientifico (Hegarty et al. 2017), uma
vez que géneros distintos podem diferir quanto a sensibilidade das &reas cerebrais
em desenvolvimento e aos horménios do estresse e manifestar diferentes respostas
mediante a exposicdo a uma mesma situacao estressora materna (Weinstock 2007,
Schwendener et al. 2009). Sabe-se que até a ultima década, animais fémeas
raramente eram utilizadas em pesquisas cientificas, exceto para fins de reproducéo
sexual ou investigacdes especificas, devido ao ciclo estral, que por sua vez poderia
interferir nos parametros comportamentais (Simpson and Kelly 2012). Todavia,
evidéncias tém comprovado diferencas cerebrais e comportamentais nos géneros,
tanto nos estudos clinicos quanto pré-clinicos (Weinstock 2007, Schwendener et al.
2009, Hegarty et al. 2017). Os horménios sexuais sado capazes de influenciar na
aprendizagem e memoria, podendo afetar a capacidade de respostas aos tratamentos
(Gobinath et al. 2017), sendo relatado que homens apresentam uma maior incidéncia
e predisposicdo para o desenvolvimento de autismo, transtorno de hiperatividade e
atencao e tem maior habilidade na memaria espacial (Wooten et al. 2004, Ramtekkar
et al. 2010, Rucklidge 2010). Enquanto isso, mulheres parecem mais predispostas ao
desenvolvimento de depressédo e doenca de Alzheimer e tém maior habilidade na
memoria verbal (Werling and Geschwind 2015).

Dados da literatura apontam ainda que diferentes géneros (masculino e

feminino) podem manifestar distintas respostas imunes. Klein (2012) verificou que o
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gene do receptor Toll-like 7 (TLR7) pode sofrer inativacdo e ser mais expresso em
mulheres do que em homens. Assim, a exposi¢cdo ao TLR7 aumentou 0s niveis de
interferon- a (IFN-a) em mulheres quando comparado aos homens em culturas
celulares sanguineas mononucleares (Pisitkun et al. 2006). Porém, a ativacdo de
receptor toll-like 9 (TLR9) por resposta viral, aumentou os niveis de IL-10 em homens
guando comparado as mulheres (Torcia et al. 2012).

Estudos demonstram que o comprometimento comportamental e cognitivo
materno e na prole jovem-adulta de maes expostas a AIM pode ser resultante da
exposicdo aguda e cronica de citocinas pré-inflamatdrias induzidas por agentes
estressores (Meyer and Feldon 2010, Garay et al. 2013), as quais levam a alteracdes
neuroquimicas e morfolégicas. Adicionalmente, a desregulacdo dos sistemas
dopaminérgico (Meyer and Feldon 2010), serotoninérgico (Fatemi et al. 2008), (Meyer
and Feldon 2010) e GABAérgico foi observada em descendentes de AIM (Samuelsson
et al. 2006). Morfologicamente, a AIM causa lesdes corticais cerebrais durante a fase
neonatal (Girard et al. 2010), e aumento da apoptose em ambos 0s neurdnios e células
da glia em varias regibes cerebrais (Boksa 2010). No mais, sabe-se que a
neurogénese é controlada por fatores intrinsecos e extrinsecos, incluindo estas
citocinas que tém um papel critico nos processos cognitivos, tais como plasticidade
sinaptica e neuromodulacédo (Balu and Lucki 2009). Diante disso, as interleucinas (IL-
18, IL-6 e TNF-a) podem comprometer a neurogénese adulta e, geralmente,
encontram-se elevadas pela AIM (Spooren et al. 2011, Gonzalez-Perez et al. 2012).

Todavia, de que forma e por quais mecanismos a AIM pode impactar nestes
parametros comportamentais e neuroquimicos no cérebro da prole pés-natal ainda
deve ser pesquisado, a fim de permitir uma maior compreensao destas alteracdes
conjuntas.

Como consequéncia a este estressor, hd um aumento da inflamac&o no
Utero, perda de células precursoras de oligodendrdcitos, hipomielinizacdo e
neuroinflamacédo no feto, acarretando alteracbes comportamentais, cognitivas e
neuroquimicas na vida tardia da prole (Svedin et al. 2005). Aléem disso, o tratamento
com Polyl: C gestacional pode comprometer o desenvolvimento do sistema limbico e
do eixo hipotadlamo-hipéfise-adrenal (HPA), este eixo sendo citado como um dos
responsaveis pelo desenvolvimento da resiliéncia (Meyer and Feldon 2010). Através
da liberagdo de corticotrofina no cérebro-fetal, resultando em comportamento

ansiogénico e depressivo, além de déficits de aprendizagem e atencéo na vida tardia
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da prole. Ademais, os géneros (masculino e feminino) podem diferir quanto a
sensibilidade das areas cerebrais em desenvolvimento e aos hormonios do estresse
e manifestar diferentes respostas mediante a exposicdo de uma mesma situagao

estressora (Weinstock 2007, Schwendener et al. 2009).

1.2 ESTIMULOS ESTRESSORES DURANTE O PERIODO POS-NATAL

As experiéncias durante o periodo neonatal tém um forte impacto no
neurodesenvolvimento (Rana et al. 2015), por ser um periodo altamente sensivel aos
estimulos ambientais (Meyer and Feldon 2010, Marco et al. 2011). Uma das
manipulagbes experimentais mais bem documentadas para analisar a influéncia de
experiéncias adversas no inicio da vida é a privacdo materna (PM) em ratos (Lehmann
et al. 2002, Abelaira et al. 2013).

Durante a histéria evolutiva da humanidade, a sobrevivéncia de um recém-
nascido dependia do contato materno intimo e continuo (Csaszar-Nagy and Bdkkon
2018). Os primeiros dias de vida moldam as respostas comportamentais, emocionais
e fisiolégicas na idade adulta (Kaffman and Meaney 2007). Sendo assim, eventos
adversos no inicio da vida, particularmente interrup¢cdes na relacdo mae-filho, causam
distarbios agudos e podem levar a efeitos duradouros. Esses efeitos, tanto agudos
guanto de longa duracgéo, se desenvolvem devido a ativacao repetida de mediadores
de estresse, como glicocorticoides e catecolaminas, que foram descritos por (McEwen
2003) como carga alostatica. A carga alostatica afeta o comportamento e a
neuroquimica ao longo da vida do mamifero, e as consequéncias de uma carga
excessiva no comportamento animal podem ser consideradas modelos para algumas
doencas psiquiatricas.

Como o contato proximo com a mde € muito importante, a separacao
materna precoce resulta em uma forte reacdo de protesto e desespero do neonato
(Hofer 2005) e precipita uma carga alostatica consideravel, resultando em disturbios

agudos das funcdes fisioldgicas e neuro-hormonais com consequéncias importantes
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para o comportamento social e caracteristicas neuroquimicas na idade adulta. A
presenca da mae e seu comportamento criam um ambiente no qual muitos fatores
podem influenciar especificamente o desenvolvimento do neonato (Morgan et al.
2011).

Independentemente das diferencas transculturais, a negligéncia ou maus-
tratos de criancas no inicio do desenvolvimento periodos aumentam o risco de
ansiedade, depresséo e psicoses na idade adulta (Kaufman and Charney , Mullen et
al. 1996, Bebbington et al. 2004, Gilbert et al. 2009), que muitas vezes sao resistentes
ao tratamento (Nemeroff et al. 2003). Os mecanismos envolvidos na influéncia do
cuidado materno distorcido sobre o desenvolvimento neuropsicofisiolégico de uma
crianga e as psicopatologias resultantes na idade adulta, ndo séo ainda totalmente
reconhecidos.

O rato neonatal depende da mée para termorregulacdo, nutricdo,
estimulacdo da miccao e protecdo para as duas primeiras semanas de vida (Sanchez
et al. 2001), particularmente porque seu cérebro no nascimento é aproximadamente
equivalente a um cérebro humano em idades gestacionais 23-24 semanas. A entrada
sensorial tatil da mae, particularmente o contato pele a pele, aumenta nos filhotes as
concentracfes de ocitocina hipotalamica (Kojima et al. 2012), que sdo necessarias
para a expressao da preferéncia filial de amontoamento (Kojima and Alberts 2011),
um elemento de reconhecimento da mée (Alberts 2007). Além disso, lamber e cuidar
dos filhotes durante os primeiros dez dias de vida estimulam o desenvolvimento
hipocampal da prole, o aprendizado espacial e a memoria (Liu et al. 2000) e a reduzir
o hipotadlamo-hipdéfise-adrenal (HPA) e respostas do eixo ao estresse (Liu et al. 1997).
A presenca de estresse é evidenciada ndo s6 por evidéncias comportamentais
(imobilidade e vocalizacéo) e a elevacdo dos horménios do estresse (Stahl et al.
2002), mas também porque os efeitos comportamentais distantes do manuseio séao
prevenidos por tratamento ansiolitico (D'Amato et al. 1998). A privacdo materna (PM)
completa (remocéo de filhotes e cria-los artificialmente com alimentagéo intragastrica)
causa déficits na aprendizagem social, mas nao espacial (Lévy et al. 2003).

Quando o cuidado materno é interrompido no inicio da vida, uma série de
alteracdes fisioldgicas sdo desencadeadas. Estas levam a efeitos que podem trazer
consequéncias duradouras na vida do individuo, como o0 aumento do comportamento

ansioso (Lippmann et al. 2007), comportamentos do tipo depressivo (Gardner et al.,
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2005), hiperatividade do eixo HPA (Plotsky and Meaney 1993) e alteracdes de
citocinas (Marco et al. 2011).

O comportamento dos genitores durante a vida pés-natal, como lamber e
arrumar os filhotes, amamentar e deixar o ninho, geralmente ocorre em um padréo e
sequéncia que sdo adaptaveis ao relacionamento entre pais e filhos. Comportamentos
maternos ativos, ja foram identificados como modeladores da reatividade do eixo HPA
(Suchecki et al. 1993). Ademais ((Davis et al. 2017), mostraram que a fragmentacao,
ou desorganizacdo abreviada desses comportamentos de cuidado, resultam em
déficits cognitivos e aumenta comportamentos semelhantes a ansiedade mais tarde
na vida.

A PM oferece uma combinacdo de estressores cruciais para o modelo
animal de estresse precoce. A falta de cuidados maternos, a falta de nutrientes e a
diminuicao da temperatura corporal (Marco et al. 2011) constituem uma boa estratégia
para revelar mecanismos neurobiolégicos complexos causadas pela exposicdo a
estressores (Teicher et al. 2006, Cirulli et al. 2009, Nestler and Hyman 2010, Branchi
and Cirulli 2014).

Além disso, as relacdes entre os sistemas nervoso central, imunoldgico e
enddcrino tem sido um importante foco da pesquisa psiquiatrica, particularmente em
depresséao e esquizofrenia (Steinberg et al. 2015). Estudos vem apontando para uma
associacdo entre moléculas imunes e comportamentos do tipo depressivo em ratos
submetidos ao modelo de PM (Réus et al. 2013).

Véarios quadros tedricos foram propostos para examinar como as
experiéncias desafiadoras do inicio da vida - em particular aquelas que envolvem a
figura do apego - levam a efeitos difusos e duradouros mais tarde na vida. Como a
vida pés-natal precoce é caracterizada pela estreita relacao entre filhote e mée (o
aspecto mais importante do ambiente durante as primeiras semanas apds o0
nascimento), o vinculo mae-filho tem sido o foco de todos os modelos conceituais. A
“hipotese da mediagao materna” (Marco et al. 2011, Marco et al. 2013) postula que,
de todas as pistas ambientais iniciais, o cuidado materno € fundamental para
direcionar o desenvolvimento infantil. De fato, a mée produz pistas do futuro ambiente
e, consequentemente, os filhotes comecardo a regular suas estratégias
comportamentais consistentes com esses sinais (Marco et al. 2013). No entanto, é
dificil imaginar (e anteriormente rejeitado) que algum efeito aparentemente pequeno

no inicio da vida pode impactar o individuo ao longo da vida.
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1.3 ESTIMULOS ESTRESSORES DURANTE A VIDA ADULTA

Com o aumento da pressdo competitiva na sociedade moderna, 0s
individuos que sofrem de Transtorno Depressivo Maior estdo aumentando
rapidamente (Mitchell and Ronzio 2011). Até o momento, foi observado uma grande
variedade de diferencas individuais no enfrentamento ao estresse, e apenas uma
fracdo dos individuos expostos a eventos estressantes da vida desenvolvem
distarbios psiquiatricos, como TDM, ansiedade e TEPT. O estresse leve imprevisivel
e cronico (UCMS) é um procedimento bem estabelecido para induzir um
comportamento depressivo e semelhante ao da ansiedade em roedores (Willner
2016). O estresse agudo, pelo contrario, demonstrou melhorar a neurogénese em
hipocampo de ratos adultos e melhorar também a memdria (Katz 2011). Assim, 0s
efeitos gerais do estresse podem ser altamente dependentes do contexto e variar com
a intensidade, duracdo ou previsibilidade. Estressores graves e incontrolaveis séo
prejudiciais; no entanto, o estresse toleravel com intensidade leve e de duracdo
apropriada pode promover a saude.

No modelo de Estresse Cronico Moderado (ECM), ratos ou camundongos
Sdo expostos cronicamente a um bombardeio constante de microestressores
imprevisiveis, resultando no desenvolvimento de uma infinidade de mudancas
comportamentais, incluindo resposta diminuida as recompensas, um correlato
comportamental do sintoma clinico central da depressao, a anedonia. Na versao
candnica do modelo, a sensibilidade da recompensa é rastreada por testes peridédicos
nos quais o animal tem acesso a uma solucdo doce altamente preferida ou a uma
escolha entre uma solucéo doce e agua pura. O consumo ou a preferéncia pelo doce
(recompensa) diminui ao longo de semanas de exposi¢cédo, mas pode ser restaurado
aos niveis normais por tratamento cronico com medicamentos antidepressivos.

O principal sistema responsivo ao estresse é o eixo HPA. O papel critico
deste sistema nos efeitos do ECM é demonstrado por experimentos que mostram que

o desenvolvimento de um fendtipo depressivo durante a exposicdo ao ECM
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(diminuicdo da preferéncia pela sacarose e outras alteracdes comportamentais
tipicas) é bloqueado pelo antagonista do receptor de glicocorticéide mifepristona (Wu
et al. , 2007), o inibidor da sintese de corticosterona metirapona (Thompson et al.
2015) ou adrenalectomia (Goshen and Yirmiya 2009). Por outro lado, os efeitos
comportamentais e fisiolégicos do ECM podem ser imitados pela administracdo
exdgena cronica de corticosterona (Kvarta et al. 2015), demonstrando que a atividade
elevada do eixo HPA é necessaria e suficiente para os efeitos comportamentais do
ECM. Embora o ECM normalmente aumente os niveis plasmaticos de corticosterona
(Goshen and Yirmiya 2009, Kvarta et al. 2015), também ha muitos relatos de CMS
induzindo anedonia e outros comportamentos semelhantes aos depressivos na
auséncia de um comportamento detectavel com a elevacdo da corticosterona
plasmatica (Willner et al. 1987, Remus et al. 2015). A diferenca entre ECM, que induz
anedonia, e administracao repetida do mesmo estressor, € que sob a apresentacao
repetida do mesmo estressor, a atividade HPA se habitua, enquanto sob ECM o HPA
agudo a resposta a cada novo estressor permanece intacta (Radley and Sawchenko
2015).

Talvez mais importante do que a neurogénese para 0s estagios iniciais de
recuperacdo do ECM é o efeito da sinaptogénese. Os antidepressivos, tanto inibidores
da absorcdo de monoamina quanto inibidores da enzima monoamina oxidase (MAO),
restauram a arvore dendritica atrofiada dos neur6nios do hipocampo em animais
submetidos a ECM (Bessa et al. 2009, Licznerski and Duman 2013). Este efeito esta
associado a uma recuperacdo da funcéo sinaptica (Kallarackal et al. 2013) e uma
restauracdo do volume do hipocampo (Bessa et al. 2009). O crescimento neuronal é
promovido pelo BDNF e outras neurotrofinas e as respostas comportamentais ao
tratamento antidepressivo cronico (em outros modelos experimentais) sao bloqueadas
em camundongos mutantes com comprometimento total ou especifico do
prosencéfalo de BDNF ou de seu receptor, TrkB (Saarelainen et al. 2003, Monteggia
et al. 2004).

A importancia da anedonia como sintoma central da depressao, tanto no
passado como nos tempos de hoje (American Psychiatric Association, 2013),
incentivou a pesquisa a desenvolver e validar um modelo de anedonia induzida por
estresse como uma ferramenta inicialmente, para estudar os mecanismos de acao

antidepressiva de farmacos.
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Evidéncias indicam que o estresse psicolégico € um importante fator
contribuinte para o desenvolvimento de doencas depressivas em parte devido a uma
desregulacéo no eixo hipotalamo-hipofise-adrenal (HPA) (Barden 2004). A disfuncéo
do eixo HPA é um mecanismo importante que tem sido associado as alteracdes
comportamentais e fisiolégicas observadas na depressdo e outros transtornos como
também em dislipidemia, obesidade e diabetes. Varios modelos pré-clinicos de
depressao foram desenvolvidos na tentativa de replicar o mecanismo de atividade do
eixo HPA alterado, esses modelos fornecem um meio validado para investigar as
alteracdes comportamentais, neurolégicas e fisiologicas associadas ao estresse
cronico e agudo em animais.

O importante papel do eixo HPA foi enfatizado apds a descoberta do papel
anti-inflamatorio do cortisol e, posteriormente, androgénios supra-renais (Suchecki et
al. 1993, Barden 2004). Isso foi apoiado por estudos que mostram gque os defeitos do
eixo HPA podem até induzir doencas inflamatérias crénicas em modelos animais
(Thomas G et al., 2010; Andreas Y et al.,2019). Logo ficou claro que o eixo HPA
desempenhava um papel importante em doencas reuméticas cronicas humanas,

como a artrite reumatoide (Juruena et al. 2004, DeMorrow 2018).
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2. JUSTIFICATIVA

O estresse ao longo da vida vem sendo caracterizado como um fator de
risco para o desenvolvimento de transtornos psiquiatricos, especialmente ansiosos e
depressivos, e até mesmo a sua causa. Portanto, o estudo das altera¢des bioquimicas
no cérebro e comportamentais induzidas por um estressor tendo como ferramentas,
0s modelos animais de ansiedade e depressao.

Os eventos estressores sao complexos e multifatoriais, e associam-se a
fatores relacionados ao sexo, hereditariedade e ao ambiente. Dessa forma, estudos
gue investiguem a influéncia destes fatores nas respostas emocionais ao estresse séo
necessarios, para assim avancarmos no entendimento das psicopatologias
relacionadas ao estresse.

Biomarcadores obtidos a partir de sangue podem fornecer informacgdes
Uteis de diagnostico, podendo ser medidas em muitos contextos clinicos, incluindo
doencas cardiovasculares, cancer e transtornos psiquiatricos. Eles também podem
ser usados em ciéncia basica para avaliar o "estado" de um organismo, incluindo o

grau de inflamagé&o, ou a presenca de um estresse.
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3. OBJETIVO GERAL

Avaliar os efeitos de diferentes estimulos estressores em animais durante as

diferentes fases da vida.

3.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Expor os animais a estressores durante a fase gestacional (infeccdo materna).

e EXxpor os animais a estressores pdos-natal (privacdo materna).

e Expor os animais a estressores na fase adulta (Estresse Cronico Moderado).

e Avaliar parametros comportamentais relacionados com sintomas tipo
depressao/ansiedade através da atividade locomotora.

e Avaliar parametros comportamentais relacionados com sintomas tipo
depressao/ansiedade através do teste de consumo de sacarose.

e Avaliar parametros comportamentais relacionados com sintomas tipo
depressao/ansiedade através do teste de nado forcado.

e Avaliar parametros comportamentais relacionados com sintomas tipo
depressao/ansiedade através do teste de Splash.

e Avaliar os niveis de citocinas (IL-4, IL-10, IL-1 e TNF-a) nas estruturas
cerebrais: cortex frontal, hipocampo e estriado, da prole adulta machos e

fémeas com 60 e 80 dias de vida.

4. MATERIAIS E METODOS
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Todos os procedimentos experimentais foram realizados de acordo com as
recomendacdes internacionais para o cuidado e 0 uso de animais de laboratorio, além
das recomendacdes para o uso de animais do Conselho Nacional de Controle de
Experimentacdo Animal (CONCEA), lei Arouca n° 11.794/2008. Este projeto foi
aprovado pela Comisséo de Etica para o Uso de Animais (CEUA) da Universidade do
Extremo Sul Catarinense (UNESC), seguido do protocolo 010/2018-2 (Anexo). O
experimento utilizou um total de 40 ratas fémeas Wistar para acasalamento, obtidos
do Centro de Experimentacdo Animal da UNESC. Os animais foram alojados em
caixas de polietileno, com comida padréo e agua controlada e mantidos em um ciclo
de 12 horas claro - escuro (a luz é ligada as 7h da manhd), com temperatura
controlada de 23 + 1°C, o desenho experimental do trabalho esta descrito na Figura
1.
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COLETA DE SANGUE PERIFERICO - "

SEPARACAO DAS ESTRUTURAS CEREBRAIS: (CORTEX FRONTAL , HIPOCAMPO E ESTRIADO) E COLETA DE SANGUE PERIFERICO

Figura 1: Desenho experimental. Fonte: o autor.

As injecOes de Poly:IC e salina intravenosa (i.v) foram realizadas no 9° dia
de gestacdo sendo considerado entdo 0 primeiro estressor para 0s animais dos
grupos 2 e 4, ap0s 0 nascimento os animais dos grupos 3 e 4 foram expostos ao
protocolo de privagdo materna que consiste em separar os filhotes da mae 3 horas
por dia, durante os primeiros 10 dias de vida. Enquanto isso, os animais dos grupos 1

e 2 permaneceram sob os cuidados maternos integralmente. O desmame ocorrera no
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21° dia de vida, apds o desmame a prole de machos e fémeas serdo entdo separadas
em caixas de cinco animais, e a cada 15 dias (dias 30, 45, 60 e 80) seréo realizados
0s testes comportamentais de consumo de sacarose e atividade locomotora. A partir
do 60° dia de vida os animais entdo serdo divididos novamente para que possa ser
iniciado o protocolo de Estresse Crénico Moderado que ocorrera durante um periodo
de 20 dias.

Cronograma dos agentes estressores que foram utilizados durante o

tratamento.

Dia de tratamento Estressor utilizado Duragéao
Dial Privacdo de 4gua 24 h

Dia 2 Privacdo de comida 24 h

Dia 3 Isolamento 24 h

Dia 4 Isolamento 24 h

Dia 5 Isolamento 24 h

Dia 6 Exposicao a luz estroboscopica 3 h
Dia 7 Privacdo de comida 24 h

Dia 8 Privacdo de agua 10 min

Dia 9 Contencéao 1h

Dia 10 Privacdo de agua 24 h

Dia 11 Nenhum estressor -

Dia 12 Nenhum estressor -

Dia 13 Contencéo + frio 2h

Dia 14 Exposicao a luz estroboscopica 2.5 h
Dia 15 Privacdo de comida 24 h

Dia 16 Contencdo 15 min

Dia 17 Isolamento 24 h
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Dia 18 Isolamento 24 h
Dia 19 Isolamento 24 h
Dia 20 Privacdo de agua 24 h

Tabela 1: Cronograma dos agentes estressores que foram utilizados durante o tratamento.

Protocolo de Estresse Crénico
Injecdo de Poly:IC ou Salina Desmame dos animais Moderado

EECTEE ENTTES BT

Protocolo de privacdo materna Realizacdo dos testes
comportamentais a cada 15
dias

Figura 2: Linha do tempo resumida demonstrando as fases de indug&o dos diferentes estressores.

4.1 ESTRESSORES

4.1.1 Injegé&o Poly:IC

As ratas gestantes foram divididas em dois grupos: controle e Poly:IC
conforme mencionado acima. Sabe-se que o periodo de gestacdo para o rato e o ser
humano é aproximadamente de 20 dias e 40 semanas, respectivamente. Portanto,
cada dia de gestacdo de uma rata pode ser equivalente a um periodo de 2 semanas
de gestacdo de um humano. Dada a importancia desta analogia, pode-se concluir que
a duracéo ou a gravidade da exposicao ao estresse ou infeccédo durante a gravidez e
o tempo de uma resposta inflamatoria ou do estresse sdo fundamentais para
determinar a natureza dos efeitos comportamentais ou neuroquimicos na prole em

seus estagios de vida jovem-adulta (Enayati et al., 2012).
4.1.2 Protocolo Privacdo Materna
No primeiro dia pés-natal os filhotes foram privados da mée durante 3 horas

por dia, durante os 10 primeiros dias de vida. A privacdo consiste em retirar a mae da
caixa e manter os filhotes na caixa original, para ficarem na presenca do odor materno.
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Os animais nao privados permaneceram imperturbaveis na gaiola original com sua
mae. As caixas em ambos 0s grupos so foram trocadas no 11° dia apds o periodo pré-
natal. Os ratos foram desmamados apenas no 21° dia pés-natal e machos e fémeas
foram utilizados para o estudo.

4.1.3 Protocolo Estresse Cronico Moderado

Ao atingirem 60 dias de vida, os animais entédo foram expostos ao protocolo
de estresse cronico moderado, este protocolo consiste em aplicar diferentes
estressores aos animais em dias alternados levando assim a alteracbes
comportamentais e neuroquimicas nestes animais, o protocolo deste experimento
ocorreu durante 20 dias corridos, onde os estressores para cada dia ja foram descritos

na Tabela 1.

4.2 TESTES COMPORTAMENTAIS

4.2.1 Consumo de Sacarose

Foi realizado o TCS, como descrito por Eagle, Mazei-Robison e Robison
(2016), para avaliar a anedonia. O teste consisti em um protocolo de livre escolha
entre agua e sacarose, na concentracdo de 1%. O consumo das duas solucdes sera
medido através da diferenca de volume das garrafas, em dois dias alternados. A cada
24 horas, as garrafas foram invertidas para evitar efeitos de preferéncia lateral
(Bolafios et al., 2003). O consumo de liquidos nos dias serd somado e a preferéncia
pela sacarose sobre a agua serd calculada pela seguinte formula: [consumo de
sacarose/consumo total de liquido (sacarose + agua)] x 100 (Akinfiresoye e Tizabi,
2013).

4.2.2 Teste da Atividade Locomotora

Os animais foram submetidos a analise de sua capacidade locomotora /
exploratoria, uma vez que este teste é considerado um modelo sensivel a atividade
ansiolitica (Prut e Belzunc, 2003). O teste sera realizado em uma sala escura com luz

branda apenas na caixa, onde os ratos machos e fémeas foram individualmente
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inseridos em uma caixa de acrilico com dimensdes (80 x 80 x 30 cm). Utilizando do

equipamento da Insight (Ribeirdo Preto SP).

4.2.3 Teste do Nado Forgado

Para avaliar sintomas semelhantes a depressdo em animais submetidos a
PM, foi usado o teste do nado forcado, esse teste € frequentemente usado em modelo
animal para pesquisar sinais de depressao. Este teste consiste em dois dias de
procedimentos no qual cada rato € posto em um cilindro com agua a 23 °C, a agua
deve ser suficiente para o animal ndo conseguir apoiar o rabo no fundo do cilindro. No
primeiro dia, os ratos foram forcados a nadar por 15 minutos. No segundo dia (24
horas apés o teste), cada animal € novamente forcado a nadar durante 5 minutos.
Foram avaliados os parametros de imobilidade, nos quais se incluem imobilidade total
ou movimentos para manter a cabeca fora da 4gua sem intencdo de escapar (Porsolt
et al. 1977).

4.2.4 Splash Teste

O Splash teste tem por finalidade avaliar o comportamento aneddnico dos
animais. Os animais foram colocados individualmente no campo aberto (open field) e
0 tempo gasto pelo animal com seu autocuidado, tais como 0 tempo gasto em
lambidas (grooming) e o numero de lambidas, foi cronometrado por um periodo de 5
minutos. Estes parametros representam um indice de autocuidado (grooming) e
comportamentos motivacionais, considerados comparaveis a alguns sintomas
depressivos, como o comportamento anedonico (Willner 2005). Para isso, foi
esguichada uma solucéo de sacarose a 10% sobre o dorso do rato, macho ou fémea,
antes de coloca-lo no campo aberto. A solucdo de sacarose foi levemente esguichada
e espalhada manualmente pelo dorso, para que o animal ndo respingue nas paredes
ao se sacudir, enquanto estiver dentro do campo aberto (Willner 2005). Depois de
aplicar a solucdo de sacarose, o tempo total gasto em lambidas, bem como a
guantidade de lambidas foi registrado. Foram consideradas lambidas em todas as

partes do animal, inclusive nas patas.
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4.3 DOSAGEM DE CITOCINAS

Os niveis de citocinas foram determinados no bulbo, cortex frontal,
hipocampo e estriado. As estruturas cerebrais foram homogeneizadas em solugéo
tampao de fosfato (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA), centrifugadas a 3.000 g por 5
min e o sobrenadante foi utilizado para as determinac¢des. Os niveis das citocinas em
tecidos cerebrais foram determinados utilizando kits ELISA comerciais de (Thermo
Fisher, Invitrogen Inc., EUA) seguindo as recomendacdes do fabricante. Os niveis de
proteina foram determinados usando o método de Lowry (1951), com albumina de

soro bovino usada como padrao.

4.4 ANALISE ESTATISTICA

O teste comportamental do campo aberto, serd avaliado separadamente
através da andlise de variancia (ANOVA) de uma via, corrigido pelo teste robusto de
Welch, quando o teste de Levene foi p<0,05, seguido pelo post hoc Tukey ou C de
Dunnet, quando significativo.

Em geral, os dados foram expressos como média () e erro padrdo da
média (média + E.P.M). A significancia estatistica foi considerada para valores de
p<0,05. O teste de normalidade Shapiro—Wilk foi realizado para confirmar se os dados
possuiam uma distribuicdo normal. As analises estatisticas foram realizadas através
do programa Statistical Package for the Social Science (SPSS verséao 20.0) e utilizou-
se o programa GraphPad Prism 5 para a elaboracéo dos gréficos.

Os dados coletados foram analisados com auxilio do software IBM
Statistical Package for the Social Sciences (SPSS) versdo 21.0. As variaveis
guantitativas foram expressas por meio de mediana e amplitude interquartil (com
correcdo de Tukey) quando ndo apresentaram distribuicdo Normal e por média e
desvio padrdo quando seguiram esse tipo de distribuicdo. As variaveis qualitativas
foram expressas por meio de frequéncia e porcentagem.

Os testes estatisticos foram realizados com um nivel de significancia a =
0,05 e, portanto, confianca de 95%. A distribuicdo dos dados quanto a normalidade foi
avaliada por meio da aplicacdo do teste de Shapiro-Wilk (n < 50) e Kolmogorov-

Smirnov (n 2 50). A investigacao da variabilidade das variaveis quantitativas entre as
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categorias das variaveis qualitativas foi investigada por meio da aplicacéo do teste de
Levene.

A comparacdo da média da atividade locomotora entre as categorias das
varidveis qualitativas politbmicas dos grupos (nos casos em que foi observada
distribuicdo Normal) foi realizada por meio da aplicacdo da analise de variancia de
uma via, ANOVA, seguida do post hoc teste de Tukey quando observada significancia
estatistica. Nos casos em que a variavel quantitativa ndo apresentou distribuicéo
Normal, foi empregado o teste H de Kruskal-Wallis seguido do post hoc teste de Dunn
guando observada significancia estatistica.

A comparacdo pareada da média da atividade locomotora entre as
categorias das variaveis qualitativas politbmicas dos grupos (nos casos em que foi
observada distribuicdo Normal) foi realizada por meio da aplicagdo da ANOVA de
medidas repetidas, seguida do post hoc de Sidak quando observada significancia
estatistica. Nos casos em que a variavel gquantitativa ndo apresentou distribuicao
Normal, foi empregado o teste de Friedman.

A comparagdo pareada da média da atividade locomotora entre as
categorias das variaveis qualitativas dicotdbmica dos grupos (nos casos em que foi
observada distribuicdo Normal) foi realizada por meio da aplicacdo do teste t para
amostras repetidas. Nos casos em que a variavel quantitativa ndo apresentou

distribuicdo Normal, foi empregado o teste de Wilcoxon.
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5. RESULTADOS

5.1 ATIVIDADE LOCOMOTORA

5.1.1 Atividade Locomotora Machos

A figura 3 representa a distancia total percorrida em cm pela prole de ratos
machos em diferentes fases da vida, 30 dias (A), 45 dias (B), 60 dias (C) e 80 dias
(D), os quais foram expostos ao estressores de Poly:IC, Privagdo Materna e Estresse
Cronico Moderado. Na figura 3A, ANOVA de uma via demonstrou uma diferenga

significativa neste parametro comportamental. Foi observado uma hiperlocomocéo
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nos grupos Poly:IC e PM+Poly:IC quando comparado ao grupo controle. Na figura 3B,
ANOVA de uma via demonstrou uma hiperlocomocdo nos grupos Poly:IC e
PM+Poly:IC quando comparado ao grupo controle. Na figura 3C, ANOVA de uma via
nos mostra uma hiperlocomoc¢ao nos grupos Poly:IC e PM+Poly:IC e uma diminui¢ao
no grupo PM quando comparados ao grupo controle. Na figura 3D ANOVA de uma via
nos mostra uma hiperlocomocao nos grupos Poly:IC, PM+Poly:IC, Poly:IC + ECM,
Poly:IC + PM + ECM, e uma diminuicdo na atividade locomotora nos grupos PM,
Controle + ECM, PM + ECM.
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foram expressos como média = EPM (Erro Padrdo da Média), sendo considerados significativos valores de p<0,05,
n=8. * diferente do grupo controle, segundo ANOVA de uma via; Fonte: dados do autor, 2021.

Atividade Locomotora Fémeas

A figura 4 representa a distancia total percorrida em cm pela prole de ratos
machos em diferentes fases da vida, 30 dias (A), 45 dias (B), 60 dias (C) e 80 dias
(D), os quais foram expostos ao estressores de Poly:IC, Privacdo Materna e Estresse
Crbnico Moderado. De acordo com as figuras abaixo ANOVA de uma vida nos
demonstrou uma diferenca significativa. Diante disso a figura 4A nos mostra um
aumento na hiperlocomocé&o nos grupos Poly:IC e PM+Poly:IC similarmente a figura
4B que também nos mostra uma hiperlocomocéao nestes grupos. A figura 4C ndo nos
mostrou nenhuma diferenca significativa, diferentemente da figura 4D onde ANOVA
nos mostrou uma hiper locomocéo apenas no grupo Poly:IC e uma diminuicdo nesta
locomocgé&o nos grupos PM, Controle + ECM e PM + ECM.
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Figura 4: Representa a distancia total percorrida em cm pela prole de ratas FEémeas nos dias 30(A),
45(B), 60(C) e 80(D) expostos a diferentes estressores (Poly:IC, Privacdo Materna e Estresse Cronico
Moderado). Os valores foram expressos como média + EPM (Erro Padrdo da Média), sendo
considerados significativos valores de p<0,05, n=8. * diferente do grupo controle, segundo ANOVA de

uma via; Fonte: dados do autor, 2021.

5.2 TESTE DO NADO FORCADO

5.2.1 Tempo de Imobilidade Machos

A figura 5 representa o tempo total de imobilidade na prole de ratos machos
em diferentes fases da vida 30 dias (A), 45 dias (B), 60 dias (C) e 80 dias (D), os quais

foram expostos aos estressores de Poly:IC, Privagdo Materna e Estresse Cronico

Moderado. De acordo com a figura 5A ANOVA de uma via nos demonstrou uma

diferenca significativa entre grupos. A figura 5A ndo demonstrou nenhuma alteracao

significativa, similarmente a figura 5B. A figura 5C demonstra um aumento no tempo

de imobilidade para os ratos machos dos grupos PM e Poly:IC + PM. A figura 5D nos
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mostra um aumento do tempo de imobilidade para os grupos Controle + ECM, PM +
ECM, Poly:IC + ECM e Poly:IC + PM + ECM.
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Figura 5: Representa a o tempo total em segundos de imobilidade da prole de ratos machos nos dias
30(A), 45(B), 60(C) e 80(D) expostos a diferentes estressores (Poly:IC, Privacdo Materna e Estresse
Crbnico Moderado). Os valores foram expressos como média + EPM (Erro Padrdo da Média), sendo
considerados significativos valores de p<0,05, n=8. * diferente do grupo controle, segundo ANOVA de
uma via; Fonte: dados do autor, 2021.

5.2.2 Tempo de Imobilidade FEmeas

A figura 6 representa o tempo total de imobilidade na prole de ratas fémeas
em diferentes fases da vida 30 dias (A), 45 dias (B), 60 dias (C) e 80 dias (D), os quais
foram expostos aos estressores de Poly:IC, Privagdo Materna e Estresse Crénico
Moderado. A figura 6A nos mostra um aumento do tempo de imobilidade no grupo PM
gquando comparado ao grupo controle. A figura 6B ndo nos mostrou nenhuma

diferenca significativa, diferentemente da figura 6C onde os grupos PM e Poly:IC +
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PM tem um aumento significativo no tempo de imobilidade. A figura 6D nos mostrou
um aumento no tempo de imobilidade nos grupos Controle + ECM, PM + ECM, Poly:IC
+ ECM e Poly:IC + PM + ECM.
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Figura 6: Representa a o tempo total em segundos de imobilidade da prole de ratas fémeas nos dias
30(A), 45(B), 60(C) e 80(D) expostos a diferentes estressores (Poly:IC, Privacdo Materna e Estresse
Crbnico Moderado). Os valores foram expressos como média + EPM (Erro Padrdo da Média), sendo
considerados significativos valores de p<0,05, n=8. * diferente do grupo controle, segundo ANOVA de
uma via; Fonte: dados do autor, 2021.

5.2.3 Tempo de Escalada Machos

A figura 7 representa o tempo total de escalada na prole de ratos machos
em diferentes fases da vida 30 dias (A), 45 dias (B), 60 dias (C) e 80 dias (D), os quais
foram expostos aos estressores de Poly:IC, Privacdo Materna e Estresse Crbnico
Moderado. De acordo com a figura 7 ANOVA de uma via ndo demonstrou nenhuma

diferenca significativa entre grupos F E P.
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Figura 7: Representa a o tempo total em segundos de escalada da prole de ratos machos nos dias
30(a), 45(b), 60(c) e 80(d) expostos a diferentes estressores (Poly:IC, Privacdo Materna e Estresse
Croénico Moderado). Os valores foram expressos como média + EPM (Erro Padrdo da Média), sendo
considerados significativos valores de p<0,05, n=8. * diferente do grupo controle, segundo ANOVA de
uma via; Fonte: dados do autor, 2021

5.2.4 Tempo de Escalada Fémeas

A figura 8 representa o tempo total de escalada na prole de ratas fémeas
em diferentes fases da vida 30 dias (A), 45 dias (B), 60 dias (C) e 80 dias (D), os quais
foram expostos aos estressores de Poly:IC, Privagdo Materna e Estresse Crénico
Moderado. De acordo com a figura 8 ANOVA de uma via ndo demonstrou nenhuma

diferenca significativa entre grupos.
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Figura 8: Representa a o tempo total em segundos de escalada da prole de ratas fémeas nos dias
30(a), 45(b), 60(c) e 80(d) expostos a diferentes estressores (Poly:IC, Privacdo Materna e Estresse
Crbnico Moderado). Os valores foram expressos como média + EPM (Erro Padrdo da Média), sendo
considerados significativos valores de p<0,05, n=8. * diferente do grupo controle, segundo ANOVA de
uma via; Fonte: dados do autor, 2021.

5.2.5 Tempo de Nado Machos

A figura 9 representa o tempo total de nado na prole de ratos machos em
diferentes fases da vida 30 dias (A), 45 dias (B), 60 dias (C) e 80 dias (D), os quais
foram expostos aos estressores de Poly:IC, Privacdo Materna e Estresse Cronico
Moderado. De acordo com a figura 9 ANOVA de uma via ndo demonstrou nenhuma

diferenca significativa entre grupos.
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Figura 9: Representa a o tempo total em segundos de nado da prole de ratos machos nos dias 30(a),
45(b), 60(c) e 80(d) expostos a diferentes estressores (Poly:IC, Privacdo Materna e Estresse Crbnico
Moderado). Os valores foram expressos como média + EPM (Erro Padrdo da Média), sendo
considerados significativos valores de p<0,05, n=8. * diferente do grupo controle, segundo ANOVA de
uma via; Fonte: dados do autor, 2021

5.2.6 Tempo de Nado Fémeas

A figura 10 representa o tempo total de nado na prole de ratas fémeas em
diferentes fases da vida 30 dias (A), 45 dias (B), 60 dias (C) e 80 dias (D), os quais
foram expostos aos estressores de Poly:IC, Privagdo Materna e Estresse Crénico
Moderado. De acordo com a figura 10 ANOVA de uma via ndo demonstrou nenhuma

diferenca significativa entre grupos.



49

a) Fémeas 30 Dias b) Fémeas 45 Dias
200 100
150 80
S Z 60-
g100—; g
4 3 Z 404
50_5 20-
0_: I T 0- T T
& X e&'b Y ¥ :Qé‘ bo" & ) xqe\
{\4’* F & o i\“e & QO <
< & <Q &
) al,ao b o [s] N
'Sb o ° '@% ,_@-‘f‘b ©
Q® <
c) Fémeas 60 Dias d) Fémeas 80 Dias
807 3004
3 3 il
3 _—L b
60 ]
-7 = 200
[ u —
o, 3 2
T 40 [ ]
z 3 < 1004
20
E 0- T T T T
0= ' ' L & E S
& > & ) %@ c,\"'\ x :-(Q’ ‘@ “@ “((/
& & &8 S R PR
q{\‘i @‘} +] 0 ‘{b drgc:? QD \-&'}b '3‘6 Qo\‘\ ox
WO 2 ) & S o W
& & & & <°
& o
Q Qi‘

Figura 10: Representa a o tempo total em segundos de nado da prole de ratas fémeas nos dias 30(a),
45(b), 60(c) e 80(d) expostos a diferentes estressores (Poly:IC, Privacdo Materna e Estresse Crbnico
Moderado). Os valores foram expressos como média + EPM (Erro Padrdo da Média), sendo
considerados significativos valores de p<0,05, n=8. * diferente do grupo controle, segundo ANOVA de
uma via; Fonte: dados do autor, 2021.

5.3 SPLASH TESTE

5.3.1 Tempo de Limpeza Machos

A figura 11 representa o tempo total de limpeza na prole de ratos machos
em diferentes fases da vida 30 dias (A), 45 dias (B), 60 dias (C) e 80 dias (D), os quais
foram expostos aos estressores de Poly:IC, Privagdo Materna e Estresse Crénico
Moderado. De acordo com a figura 11 ANOVA de uma via demonstrou uma diferencga
significativa entre grupos. A figura 11A ndo nos mostrou nenhuma diferenca

significativa similarmente a figura 11B. J& a figura 11C nos mostra uma diminui¢cdo no
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tempo de limpeza nos grupos PM e Poly:IC + PM. A figura 11D nos mostra uma
diminuicao no tempo de limpeza nos grupos PM, Controle + ECM, PM + ECM e Poly:IC
+ PM + ECM.
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Figura 11: Representa a o tempo total em segundos do tempo de limpeza da prole de ratos machos
nos dias 30(a), 45(b), 60(c) e 80(d) expostos a diferentes estressores (Poly:IC, Privacdo Materna e
Estresse Crénico Moderado). Os valores foram expressos como média £ EPM ((Erro Padrdo da Média),
sendo considerados significativos valores de p<0,05, n=8. * diferente do grupo controle, segundo
ANOVA de uma via; Fonte: dados do autor, 2021.
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5.3.2 Tempo de Limpeza Fémeas

A figura 12 representa o tempo total de limpeza na prole de ratas fémeas
em diferentes fases da vida 30 dias (A), 45 dias (B), 60 dias (C) e 80 dias (D), os quais
foram expostos aos estressores de Poly:IC, Privacdo Materna e Estresse Crbnico
Moderado. De acordo com a figura 12 ANOVA de uma via demonstrou uma diferenca
significativa entre grupos. A figura 12A demonstrou uma diminuigdo nos grupos PM.
A figura 12B n&o demonstrou nenhum resultado significativo. A figura 12C nos mostra
uma diminuicdo no tempo de limpeza nos grupos PM e Poly:IC + PM. A figura 11D

nos mostra uma diminui¢cao nos grupos PM e PM + ECM.
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Figura 12: Representa a o tempo total em segundos do tempo de limpeza da prole de ratas fémeas nos
dias 30(a), 45(b), 60(c) e 80(d) expostos a diferentes estressores (Poly:IC, Privacdo Materna e Estresse
Cronico Moderado). Os valores foram expressos como média + EPM ((Erro Padrao da Média), sendo
considerados significativos valores de p<0,05, n=8. * diferente do grupo controle, segundo ANOVA de
uma via; Fonte: dados do autor, 2021.
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5.4 TESTE DO CONSUMO DE SACAROSE

5.4.1 Consumo de Agua x Sacarose Machos

A figura 13 representa o consumo de agua x sacarose na prole de ratos
machos em diferentes fases da vida 30 dias (A), 45 dias (B), 60 dias (C), os quais
foram expostos aos estressores de Poly:IC, Privacdo Materna. De acordo com a figura
13 ANOVA de uma via demonstrou uma diferenca significativa entre grupos. A figura
13A demonstrou uma diminuicdo no consumo de sacarose nos grupos PM e Poly:IC
+ PM. A figura 13B ndo mostrou nenhuma diferenca significativa, ja a figura 13C nos

mostra uma diminuigdo no consumo de sacarose nos grupos Poly:IC + PM.
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Figura 13: Representa o consumo de agua X Sacarose em ml da prole de ratos machos nos dias 30(a),
45(b), 60(c) a diferentes estressores (Poly:IC, Privacdo Materna). Os valores foram expressos como
média + EPM ((Erro Padrdo da Média), sendo considerados significativos valores de p<0,05, n=8. *
diferente do grupo controle, segundo ANOVA de uma via; Fonte: dados do autor, 2021.
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5.4.2 Consumo de agua X sacarose Fémeas

A figura 14 representa o consumo de agua x sacarose na prole de ratas
fémeas em diferentes fases da vida 30 dias (A), 45 dias (B), 60 dias (C), os quais
foram expostos aos estressores de Poly:IC, Privacdo Materna. De acordo com a figura
14 ANOVA de uma via demonstrou uma diferenca significativa entre grupos. A figura
14A demonstrou uma diminuicdo no consumo de sacarose nos grupos PM e Poly:IC
+ PM. A figura 14B nd&o mostrou nenhuma diferenca significativa, ja a figura 14C nos

mostra uma diminuigdo no consumo de sacarose nos grupos PM e Poly:IC + PM.
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Figura 14: Representa o consumo de agua x Sacarose em ml da prole de ratas fémeas dias 30(A),
45(B), 60(C) a diferentes estressores (Poly:IC, Privagdo Materna). Os valores foram expressos como
média + EPM ((Erro Padrdo da Média), sendo considerados significativos valores de p<0,05, n=8. *
diferente do grupo controle, segundo ANOVA de uma via; Fonte: dados do autor, 2021.
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5.5 NIVEIS DE CITOCINAS

Os niveis de citocinas foram avaliados no periodo de 60 e 80 dias de vida,
em fémeas e machos. Apos o periodo de 60 dias, em fémeas (Figura 15A), os niveis
de IL-1 se mostraram elevados no bulbo em todos os grupos quando comparado ao
grupo controle. Ja no cortex ndo houve diferenca significativa em nenhum dos grupos.
Em relacdo ao hipocampo e estriado, apenas o grupo PM apresentou niveis mais
elevados de IL-18 quando comparado ao grupo controle. Quando avaliada em machos
(Figura 15B), os niveis de IL-1B se mostraram elevados nas quatro estruturas
avaliadas, nos grupos Poly: IC e PM + Poly: IC, quando comparados ao grupo
controle. O grupo PM em machos néo apresentou diferenca significativa quando

comparado ao controle.
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Figura 15: Representa os niveis de IL-18 em bulbo, cértex, hipocampo e estriado em fémeas (A) e
machos (B) com 60 dias. * Diferenga significativa em relagdo ao controle da mesma estrutura. Os
valores foram expressos como meédia + EPM ((Erro Padrdo da Média), sendo considerados
significativos valores de p<0,05, n=8. * diferente do grupo controle, segundo ANOVA de uma via; Fonte:
dados do autor, 2021.

Apoés 80 dias os niveis de IL-1B foram novamente analisados, onde em
fémeas (Figura 16A) os niveis se mostraram elevados no hipocampo e estriado, em
todos os grupos, exceto no grupo PM, quando comparados ao grupo controle. No
bulbo e cortex ndo houve diferencgas significativas quando comparados ao controle.
Em machos (Figura 16B) os niveis de IL-1B se mostraram elevados em cértex,
hipocampo e estriado em todos 0s grupos, exceto no grupo PM, quando comparados
ao grupo controle. No bulbo ndo houve diferencas significativas quando comparados

ao controle.
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Figura 16: Representa os niveis de IL-1B em bulbo, cértex, hipocampo e estriado em fémeas (A) e
machos (B) com 80 dias. * Diferenga significativa em relagdo ao controle da mesma estrutura. Os
valores foram expressos como meédia + EPM ((Erro Padrdo da Meédia), sendo considerados
significativos valores de p<0,05, n=8. * diferente do grupo controle, segundo ANOVA de uma via; Fonte:
dados do autor, 2021

Em seguida, os niveis de IL-4 foram entdo avaliados. Como pode ser visto
na Figura 17, no periodo de 60 dias em fémeas (A) e machos (B), os niveis de IL-4
tiveram uma reducao significativa no cértex e estriado em todos os grupos quando
comparado ao grupo controle. No bulbo e hipocampo ndo houve diferencas

significativas quando comparados ao grupo controle.
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Figura 17: Representa os niveis de IL-4 em bulbo, cértex, hipocampo e estriado em fémeas (A) e
machos (B) com 60 dias. * Diferenca significativa em relagdo ao controle da mesma estrutura. Os
valores foram expressos como média + EPM ((Erro Padrdo da Média), sendo considerados
significativos valores de p<0,05, n=8. * diferente do grupo controle, segundo ANOVA de uma via; Fonte:
dados do autor, 2021.

Apds 80 dias os niveis de IL-4 foram novamente analisados, onde em
fémeas (Figura 18A) os niveis de IL-4 tiveram uma diminuicdo significativa nos grupos
PM, Poly:IC + PM, nédo privados +ECM, PM+ ECM e Poly:IC + ECM quando
comparados ao grupo controle. No bulbo e hipocampo ndo houve diferengas

significativas quando comparado ao grupo controle. J& em machos (Figura 18B) os
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niveis de IL-4 no cortex apresentaram uma diminuicdo significativa em todos os
grupos quando comparado ao grupo controle. No estriado essa diminui¢cdo ocorreu
em todos os grupos exceto no grupo PM, quando comparado ao grupo controle. No
bulbo e hipocampo n&o houve diferencas significativas quando comparado ao grupo

controle.
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Figura 18: Representa os niveis de IL-4 em bulbo, cértex, hipocampo e estriado em fémeas (A) e
machos (B) com 80 dias. * Diferenga significativa em relacdo ao controle da mesma estrutura. Teste
ANOVA one way, seguido pelo teste post hoc de Tukey quando p >0,05. Os valores foram expressos
como média £ EPM ((Erro Padrao da Média), sendo considerados significativos valores de p<0,05, n=8.
* diferente do grupo controle, segundo ANOVA de uma via; Fonte: dados do autor, 2021

A seguir avaliou-se os niveis de IL-10. Os resultados em fémeas
(Figural9A) e machos (Figura 19B) no periodo de 60 dias, mostraram que houve uma
diminuicao significativa nos niveis de IL-10 no cértex e estriado em todos 0s grupos
guando comparados ao grupo controle. No bulbo e hipocampo n&o houve diferencas

significativas quando comparado ao grupo controle.
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Figura 19: Representa os niveis de IL-10 em bulbo, cortex, hipocampo e estriado em fémeas (A) e
machos (B) com 60 dias. * Diferenca significativa em relacdo ao controle da mesma estrutura. Teste
ANOVA one way, seguido pelo teste post hoc de Tukey quando p >0,05. Os valores foram expressos
como média £ EPM ((Erro Padrao da Média), sendo considerados significativos valores de p<0,05, n=8.
* diferente do grupo controle, segundo ANOVA de uma via; Fonte: dados do autor, 2021
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Quando avaliados ap6s o periodo de 80 dias, os niveis de IL-10
continuaram se mostrando reduzidos no cortex e estriado em todos 0S grupos
avaliados, quando comparados ao grupo controle. No bulbo e hipocampo nao houve

diferencas significativas quando comparado ao grupo controle.
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Figura 20: Representa os niveis de IL-10 em bulbo, cortex, hipocampo e estriado em fémeas (A) e
machos (B) com 80 dias. * Diferenca significativa em relagdo ao controle da mesma estrutura. Teste
ANOVA one way, seguido pelo teste post hoc de Tukey quando p >0,05. Os valores foram expressos
como média £ EPM ((Erro Padrao da Média), sendo considerados significativos valores de p<0,05, n=8.
* diferente do grupo controle, segundo ANOVA de uma via; Fonte: dados do autor, 2021.

Por fim avaliou-se os niveis de TNF-a. Apds o periodo de 60 dias em
fémeas (Figura 21A) os niveis de TNF-a apresentaram um aumento significativo no
bulbo nos grupos Poly:C e PM + Poly:IC quando comparados ao grupo controle. No
cortex esse aumento ocorreu apenas no grupo PM em comparagao ao grupo controle.
J& no hipocampo esse aumento ocorreu nos grupos Poly:IC e PM + Poly:IC em
comparacao ao grupo controle. No estriado ndo houve diferencas significativas. Em
machos (Figura 21B) os niveis de TNF-a apresentaram um aumento significativo no
bulbo nos grupos Poly:C e PM + Poly:IC quando comparados ao grupo controle. No
hipocampo e estriado esse aumento nos niveis ocorreu apenas no grupo PM+ Poly:IC
em comparacao ao grupo controle. O cortex ndo apresentou diferencgas significativas

em relagao ao grupo controle.
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Figura 21: Niveis de TNF-a em bulbo, cdértex, hipocampo e estriado em fémeas (A) e machos (B) com
60 dias. * Diferenca significativa em relacdo ao controle da mesma estrutura. Teste ANOVA one way,
seguido pelo teste post hoc de Tukey quando p >0,05. Os valores foram expressos como média + EPM
((Erro Padrao da Média), sendo considerados significativos valores de p<0,05, n=8. * diferente do grupo
controle, segundo ANOVA de uma via; Fonte: dados do autor, 2021.

Apods 80 dias os niveis de TNF-a foram novamente analisados. Tanto em
fémeas (Figura 22A) quanto em machos (Figura 22B), os niveis de TNF-a nao

apresentaram diferencas significativas em nenhuma das estruturas analisadas.
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Figura 22: Niveis de TNF-a em bulbo, cértex, hipocampo e estriado em fémeas (A) e machos (B) com
80 dias. * Diferenca significativa em relagéo ao controle da mesma estrutura. Teste ANOVA one way,
seguido pelo teste post hoc de Tukey quando p >0,05. Os valores foram expressos como média + EPM
((Erro Padrao da Média), sendo considerados significativos valores de p<0,05, n=8. * diferente do grupo
controle, segundo ANOVA de uma via; Fonte: dados do autor, 2021.
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6. DISCUSSAO

Um crescente numero de pesquisas com foco em traumas infantis
estabeleceu que, experiéncias traumaticas no inicio da vida, estas podendo incluir
experiéncias fisicas, psicolégicas ou combinadas, alteram a suscetibilidade a
transtornos do humor na vida adulta, especialmente depressao maior (Scheller-Gilkey
et al. 2004, Brunson et al. 2005, Pietrek et al. 2013). Embora consequéncias destes
traumas durante o inicio da vida sejam bem documentadas (Kessler et al. 1997),
muitos aspectos da vida permanecem ainda desconhecidos. Por exemplo, qual é a
idade mais vulneravel? Experiéncias traumaticas exercem efeitos mais graves e
duradouros quando sendo exposto no inicio da vida? Se este trauma no inicio da vida
causa uma condicdo psiquiatrica, como ansiedade ou depressdo e se uma ou ambas
persistirem ao tempo, ou um transtorno acaba se transformando em outro? Se o
trauma no inicio da vida causa déficit de aprendizagem e deficiéncias de memoaria a
longo prazo? Esses déficits sdo permanentes? Qual idade tem a maior propenséo a
mostrar estes sintomas? As respostas para estas perguntas ndo séo facilmente
respondidas, pois a realizacdo desses estudos e pesquisas em humanos é bastante
desafiadora e rara.

Embora modelos animais ndo consigam revelar com precisdo o impacto
dos eventos trauméticos do inicio da vida sobre sintomas psiquiatricos que ocorrem
mais tarde na vida, os modelos em roedores se tornaram excelentes ferramentas para
pesquisa. Neste estudo, foram usados diferentes protocolos estressores em diferentes
fases da vida da prole. Foi investigado os efeitos de um modelo de ativagdo imune
materna (AIM) expondo durante a gestacdo a um antagonista viral (Poly:IC) (Vorhees
et al. 2015), bem como os efeitos de protocolo de privacdo materna durante o periodo
pos-natal (Marco et al. 2015) e também os efeitos de um modelo de estresse cronico
moderado durante o periodo jovem-adulto da prole (Forbes et al. 1996). Por fim,
mostramos os efeitos de todos estes estressores combinados.

Para avaliacdo da capacidade motora dos animais, os mesmos foram
submetidos ao teste da atividade locomotora que tem como objetivo analisar a sua
capacidade locomotora/exploratoria, uma vez que este teste é considerado um
modelo sensivel a atividade ansiolitica (Prut e Belzunc, 2003).

Em nosso estudo em geral, os resultados demonstraram uma

hiperlocomogédo apenas nos animais dos grupos Polyl: C em todas as idades
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independente do sexo dos animais. Resultado consistente ao desta pesquisa foi
encontrado por (Zhang et al. 2012), o qual verificou que o tratamento pré-natal com
Polyl: C aumentou significativamente aatividade locomotora na prole jovem-adulta.
Em adig&o,(Howland et al. 2012) ainda indetificou que o género da prole foi um
determinante critico das respostas locomotoras, uma vez que as fémeas
apresentaram niveis significativamente mais altos de atividade locomotora do que os
machos.

Diferente de quando observados os grupos que foram submetidos ao
protocolo de privacdo materna, onde estes mostraram uma diminuicdo da atividade
locomotora e exploratdria mostrando assim um comportamento do tipo depressivo
assim como (Vetulani 2013) também mostrou que animais que foram expostos ao
protocolo de privagdo materna desmontraram uma diminuicdo da atividade
locomotora.

Um fato importante a ser relatado é de que os efeitos da injecéo de Poly:IC
ja podem ser observados em diferentes fases desde a vida jovem até a vida adulta,
porém quando observado nos grupos de privacdo materna seus efeitos parecem ter
inicio em periodos mais tardes da vida. De fato, experimentos realizados por (Meyer
et al. 2006, Ozawa et al. 2006, Steain et al. 2009, Fatemi et al. 2012) observam
também alteracdes comportamentais em prole de animais submetidos ao modelo de
Poly:IC durante a gestacao.

A extensa literatura jA nos mostra que existem evidéncias suficientes para
concluir que a PM induz mudancas duradouras nas respostas emocionais e
fisiol6gicas da prole, como aumento da ansiedade e depresséo (Kalinichev et al. 2002,
Aisa et al. 2007), atencdo e memaria deficiéncias (Aisa et al. 2007), e também maior
vulnerabilidade a dependéncia (Moffett et al. 2007), que leva a ma adaptacao em
adultos (Lupien et al. 2009). Os animais que apresentaram um mesmo comportamento
durante toda a vida, ao serem expostos ao 3 estressor de ECM onde este demonstrou
um deéficit na atividade locomotora corroborando com (Kessler et al. 2010, Hu et al.
2017), ao analisar o comportamento do grupo que recebeu os 3 estressores, podemos
observar que o efeito da poly:ic parece ser maior e mais duradouro quando em
comparagao com grupos que sofreram apenas o ECM isto sendo observado em ratos
machos, ja nas fémeas os animais destes grupos ndo demonstraram nenhuma

alteracao significativa. Isso mostra que estes estressores como PM e ECM parecem
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depender da idade também do sexo dos animais como mostrado por (Willner et al.
1992, Jung et al. 2014, Miragaia et al. 2018).

Este estudo também avaliou alguns parametros através do teste do nado
forcado, este sendo baseado na observacao de que quando os ratos sdo expostos a
agua, apos comportamento de fuga intensa inicial, como nadando e escalando, eles
param de “lutar” e se mostram passivos determinando um comportamento de
imobilidade ou imovel. Acredita-se que o comportamento imovel reflete ou uma falha
em persistir no comportamento direcionado de fuga apds o estresse (ou seja,
desespero comportamental) ou o desenvolvimento de comportamento passivo que
desencadeia no animal de formas ativas de enfrentamento do estresse (Lucki 1997,
Cryan et al. 2002, Cryan and Mombereau 2004, Slattery et al. 2005).

Nosso trabalho ndo demonstrou nenhuma diferenga significativa quando
avaliando os parametros de nado e de escalada em nenhuma das idades analisadas.
Porém ao observar o parametro de imobilidade conseguimos destacar diferencas
significativas em ratos machos e fémeas que foram submetidos ao protocolo de
privagdo materna, 0os animais machos parecem sofrer seus efeitos apenas em idades
mais avancadas enquanto as fémeas parecem ser mais suscetiveis em diferentes
etapas da vida neste parametro também nao foram observadas nenhuma alteracao
significativa quando relatados os grupos Poly:IC. Estes achados vao de encontro com
estudos que nos mostram uma diferenca significativa entre o comportamento de
animais mais jovens e mais velhos no teste do nado forcado (Walker et al. 1995, Petit-
Demouliere et al. 2005, Butkevich et al. 2009). A capacidade de flutuar € observada
pela primeira vez em filhotes de ratos aos 21 dias de idade e estabilizada a partir dos
26 dias de idade (Abel 1993). Ratos Sprague-Dawley mais velhos (18-20 meses de
idade) submetidos ao teste do nado forcado se mostraram mais imdéveis no teste do
gue ratos adultos jovens (3-4 meses de idade (Turner et al. 2012). No estudo de
(Martinez-Mota et al. 2011), ratos machos adultos (90 dias de idade) exibem mais
imobilidade e menos atividade em comparagdo com animais adolescentes (35-37
dias) na sessao de pré-teste, mas mais imobilidade e comportamento de escalada na
sessao de teste.

Outros estudos, entretanto, indicam que ratas agrupadas nas fases de pro-
estro e estro do ciclo e nas fases de meta-estro e diestro ndo diferiram em seu
comportamento, mas ambos 0s grupos exibiram mais imobilidade do que os machos

(Butkevich et al. 2009, Kokras et al. 2012). O estresse cronico de modalidade mista
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(consistindo em isolamento, contencdo e derrota social) durante a adolescéncia
encurtou o tempo gasto em comportamento ativo no FST apenas em ratos Wistar
fémeas, mas nao em ratos Wistar machos (Bourke and Neigh 2011). Em outro estudo
(Armario et al. 1995), nenhuma diferenca baseada no género foi observada no teste
do nado forcado entre os sexos.

Variacdes interindividuais no comportamento do teste de nado forgcado em
animais podem interferir com 0 uso consistente deste teste. Por exemplo,
camundongos da mesma linhagem que n&o recebem nenhum tratamento podem ter
grandes varia¢des na duracdo da imobilidade (Petit-Demouliere et al. 2005). Ratos
suscetiveis ao teste de natacdo, que reduziram o esfor¢co no teste do nado forcado
e/ou aumentaram tiveram seu tempo de imobilidade aumentado, também
demonstraram ter diferengas interindividuais em outros comportamentos: alta
ingestao voluntaria de etanol, aumento do consumo de etanol induzido pelo estresse
(Bertholomey et al. 2011), reacBes suprimidas em resposta a choque elétrico
incontrolavel/esquiva ou PPI (Scott et al. 1996) e baixo desempenho em tarefas de
memoéria espacial (Naudon and Jay 2005). Quando os ratos séo divididos em grupos
de alta e baixa ingestéo de sacarose, com base em sua preferéncia por beber solucéo
de sacarose versus agua, o comportamento depressivo induzido por estresse de
derrota social crénica no teste do nado forcado € visto apenas em ratos com alto
ingestao de sacarose (Kanarik et al. 2011). Em outros estudos, 0 comportamento no
teste de nado forgado foi avaliado em ratos divididos em trés grupos de acordo com o
tempo gasto nos bragcos abertos de uma camara de labirinto em cruz elevada. O
labirinto em cruz elevado € um teste comportamental amplamente usado para
ansiedade assim como o teste de atividade locomotora (Pellow et al. 1985), baseado
em uma tendéncia exibida por ratos em evitar espacos abertos: normalmente, os
bragos fechados sé@o explorados por um periodo mais longo do que os bragos abertos.
Os animais mais ansiosos (aqueles que passaram menos tempo no braco aberto) tém
menos imobilidade na segunda sessao em relacdo a primeira e uma maior laténcia de
imobilidade, enquanto os outros grupos exibem mais imobilidade na segunda sesséo
de em relagdo a primeira e uma menor laténcia para imobilidade (Estanislau et al.
2011).

O teste de nado forcado ja pode ser considerado um estressor em
diferentes paradigmas experimentais (Jodar et al. 1995, Fischman et al. 1996,

Paredes et al. 2005). Alternativamente, tem sido usado para avaliagcdo dos efeitos
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depressogénicos de varios tipos de estresse. Eventos estressantes podem aumentar
a ocorréncia de depressao (Wager-Smith and Markou 2011), e seria de se esperar
gue tivessem acgao conjunta no teste do nado. No entanto, estudos publicados geram
resultados comportamentais inconsistentes sobre o efeito do estresse do nado
forcado. Estresse leve crénico imprevisivel resultou em um comportamento ativo mais
frequente durante a sessdo de pré-teste, mas também em um declinio maior de
comportamentos ativos do pré-teste para a sesséo de teste no rato FST (Bielajew et
al. 2003). Em outros estudos, o0 estresse cronico leve reduziu o tempo de imobilidade
em Ratos Wistar Machos (Harro et al. 2001, Haidkind et al. 2003), hipoteticamente
devido a um aumento da impulsividade. Porém o efeito do estresse cronico leve
depende da idade: a exposicao a estressores cronicos de modalidade mista durante
a adolescéncia diminuiu a laténcia para flutuar e o tempo gasto lutando em fémeas
mas ndo em machos (Bourke and Neigh 2011). O estressor da derrota social acabou
aumentou a imobilidade no rato (Becker et al. 2008, lio et al. 2011) ou nao teve impacto
no rato comportamento (Calvo et al. 2011).

A variagdo nestes achados pode ser explicada por diferencas
interindividuais na reacao a este tipo de estressor (Kanarik et al. 2011, Morley-Fletcher
etal. 2011). Estresse crénico por choque nos pés (usado em um modelo de depressao
aprendido de desamparo), ou choque inescapavel nas patas, aumentou
significativamente a duracdo da imobilidade no FST em camundongos (Chaturvedi et
al. 2001). Surpreendentemente, as variagdes do choque afetam diferentemente os
resultados do nado. Um choque elétrico suave aumentou o efeito do antidepressivo
triciclico clomipramina, enquanto choques moderados de maior intensidade ou
duracéo reduziram este (Consoli et al. 2005).

O efeito do estresse cronico de contencdo (imobilizagdo por véarias horas
diarias em um ambiente especial cAmara de contencdo por varios dias) varia
possivelmente devido a influéncia da hiperlocomocdo induzido por este tipo de
estressor no rato (Ito et al. 2010): pode diminuir a imobilidade (efeito do tipo
antidepressivo) (Swiergiel et al. 2007), produzir comportamento do tipo depressivo, ou
seja, um aumento no tempo de imobilidade (Veena et al. 2009, Lee et al. 2012) ou hao
ter nenhuma alteracéo no tempo de imobilidade (Suvrathan et al. 2010).

Efeito da privacdo materna precoce, por exemplo, separacdo de rato
filhotes de suas mées por varias horas por dia no inicio do periodo pds-natal pareciam

ter uma maior relevancia na predisposi¢cao genética do que pelo desenho experimental



66

ou idade dos animais. O procedimento relativamente leve de remocao temporaria da
mae (enquanto todos os filhotes deixam sua gaiola) aumentou o tempo de imobilidade
e levou a diminui¢cdo do tempo de escalada de Wistar adultos ratos machos (Réus et
al. 2011).

Em outros estudos, a privacdo materna ndo alterou a imobilidade em
linhagens de ratos espontaneamente hipertensos (Sterley et al. 2011) ou ratos Wistar
adultos (Wigger and Neumann 1999). No estudo de (Marais et al. 2008),
comportamento tipo depressivo foi observado em ratos submetidos ao protocolo de
privacdo materna somente apoOs estresse crénico adicional. Ratas mées também
mostraram um impacto comportamental de longo prazo de separacéao de seus filhotes,
exibindo aumento da imobilidade e encurtamento da natacdo (Boélukbas et al. 2020).

Em contrapartida a prole de maes expostas ao estresse durante a gravidez
demonstrou comportamento semelhante ao depressivo no teste do nado forcado
(Drago et al. 1999, Morley-Fletcher et al. 2003, Abe et al. 2007). No entanto, um estudo
de (Rayen et al. 2011), demonstrou que a prole de ratos estressados passou
significativamente menos tempo imével na adolescéncia em comparacao ao grupo
controle. Discrepancias nas consequéncias comportamentais do inicio da vida e
estresse pré-natal podem ser produzidas por diferencas nos protocolos experimentais,
bem como na linhagem ou idade dos animais (Butkevich et al. 2009).

A andlise do consumo de sacarose foi utilizada como forma de mensurar o
estresse e a apatia dos animais quando submetidos efeitos estressores diversos
conforme as faixas etarias dos animais. O protocolo utilizado por esse presente estudo
manteve a comparacao entre 0s animais controle, os quais nao foram privados, e 0s
animais submetidos a eventos como: Privacdo Materna (PM), Poly:IC e Poly:IC
associado a (PM). O teste de consumo da sacarose foi utilizado em animais do sexo
masculino e feminino, e a coleta de dados ocorreu nos periodos de 30 dias, 45 dias e
60 dias de vida.

Nos animais com 30 dias, apenas as fémeas submetidas a Poly: IC
obtiveram um maior consumo de sacarose 2% quando comparado aos animais nao
privados e aos demais fatores estressantes. Entretanto, os machos dessa mesma
idade que sofreram por privagdo materna ou por Poly:IC+ PM, passaram a consumir
menos sacarose 2%, quando comparado ao consumo de agua normal e que o
consumo dos néo privados. Curiosamente, os machos de 30 dias que estavam sob

efeito de Poly: IC, passaram a consumir mais agua e sacarose 2% que 0S hao
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privados. Na faixa etaria de 45 dias, as fémeas que passaram por privacdo materna
apresentaram consumo de sacarose maior qgue o consumo de agua, mas nao maior
que os nao privados e as fémeas sujeitadas a Poly:IC + PM apresentaram consumo
maior de agua que os néo privados. Quanto aos machos desse mesmo periodo, foram
notados apenas um sutil aumento do consumo tanto de agua quanto de sacarose 2%
nos privados de maternidade ou em Poly: IC + PM, dando destagque a um leve
consumo maior de sacarose a nestes ultimos. Nos animais de 60 dias, foi uma reducéo
no consumo de sacarose de ambos 0s sexos em privagdo materna ou em Poly:IC +
PM em relacdo ao grupo controle. Também foi percebido um aumento do consumo de
sacarose 2% em machos sujeitos a Poly:IC e aumento do consumo de agua e de
sacarose 2% em fémeas também submetidas a Poly:IC.

Os achados evidenciados nos animais utilizados tém como natureza o
aumento do consumo de sacarose 2% em relacdo aos néo privados, como podemos
enviar em machos e fémeas de 30 dias sob efeito de Poly: IC, nos machos de 45 dias
sob privacdo materna ou Poly:IC + PM, além de ambos os sexos da faixa etaria de 60
dias submetidos a Poly: IC. Esses resultados coletados corroboram com as pesquisas
realizadas com protocolos analogos de avaliacdo comportamental por meio do teste
de consumo de sacarose, utilizando-se de ratos C57BL/6J, ratos transgénicos e ratos
SPF ICR, e conduzidas pelos pesquisadores (Liu et al. 2019, Meyerolbersleben et al.
2020, Yoshizaki et al. 2020). Nesses estudos, foram demonstrados o estado de
anedonia animal, assim como de acordo com os resultados obtidos e apresentados
pelos animais de 30 dias nessa presente tese, a considerar, como relacao direta, 0s
efeitos estressores estudados com o0 comportamento excéntrico e com as
caracteristicas depressivas por parte destes animais.

Entretanto, nos demais grupos de animais utilizados, os resultados nao
condizem com as pesquisas supracitadas, divergéncia esta que pode ser inerente a
vieses ou dado as variagdes protocolais intrinsecas da estrutura de cada um dos
estudos citados acima, a podendo conferir certo contraste com o0s resultados
coletados por essa tese em questao.

O Splash teste foi utilizado para verificar a capacidade que o animal possui
em sentir prazer frente as condigbes traumaticas propostas pela pesquisa. A
comparacao realizada por este método revelou uma relevante variagdo entre os
animais Nao Privados, considerados controle, e agueles submetidos a eventos como:

Privacdo Materna (PM), Poly:IC e Poly:IC associado a Privacdo Materna (PM). Os
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dados também foram coletados e comparados entre animais do sexo masculino e
feminino, sendo os dados apurados nos periodos de 30 dias, 45 dias, 60 dias e 80
dias de vida.

Tanto os machos quanto as fémeas de 30 dias, quando submetidos a
Poly:IC e a Poly: IC + PM, apresentaram reducdes significativas frente ao Splash teste,
guando comparados ao grupo controle. A privacdo materna nesta mesma faixa etaria
reduziu o tempo de limpeza apenas nas fémeas e ndo surtiu 0 mesmo efeito nos
machos da mesma idade. Quando analisado os animais com 45 dias, foi percebido,
em ambos 0s sexos, a influéncia da privacdo materna. A associacdo de Poly:IC + PM
também se apresentou com reducéo do tempo de limpeza, caracterizando como um
comportamento anedénico. J& nos animais que possuem 60 dias, tanto a privacao
materna quanto a associagcédo de Poly:IC + PM, reduziram o tempo de limpeza em
ambos os sexos, fator que também foi percebido quando administrado Poly:IC em
machos. Por fim, nos animais que possuem 80 dias, torna-se nitida a influéncia, em
ambos 0s sexos, de todos os fatores estressantes impostos sobre os animais,
associados ou isolados, tais como nas cobaias em: Privacdo Materna, Poly: IC, Poly:
IC + PM, Nao Privados + ECM, Privacdo Materna + ECM, Poly: IC + ECM e Poly: IC
+ PM + ECM, a reduzir significativamente o tempo de limpeza em todos 0s casos
relatados nessa faixa etéria.

Os resultados obtidos no Splash test ja foram amplamente validados em
estudos de teste comportamental em modelo animal. Em uma pesquisa conduzida por
(Pereira et al. 2020), que utilizavam o Splash teste como forma de mensurar 0s niveis
de desespero e de enfrentamento do animal apds situacao estressante. Nesse estudo,
foram utilizados 48 camundongos machos no total, mantidos a 22+ 2 °C, sob 12h de
ciclo claro-escuro e com livre acesso a alimento e agua. A pesquisa foi dividida em
duas partes, e a avaliagdo inicial contava com a inducdo de comportamentos
depressivos pela administragédo crénica de corticosterona por 21 dias consecutivos e
a avaliacdo comportamental, 24 horas apos a ultima administracdo da droga, utilizou
como uma de suas ferramentas, o Splash teste, para ratificar alteracdes
comportamentais. Achados semelhantes também foram evidenciados em estudos
conduzidos por (Karbowska et al. 2020), onde o protocolo consistia com a utilizacao
de ratos albinos Wistar, aclimatados por 7 dias em biotério, com ciclos de 12 horas de
claro e escuro, temperatura de 25°C, umidade de 55 = 5%, alojando-os em gaiolas

individuais e com dietas a base de pellets e 4gua. O Splash Teste foi realizado sob
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luz vermelha e com a administracéo de solucdo de sacarose a 10% sobre o dorso do
animal. A sua avaliacao foi realizada entre o dia 24 e o dia 27 do experimento e obteve
resultados que também permitiram perceber alteragdes psicogénicas. Contata-se,
portanto, uma forte relacéo causal entre os fatores estressantes impostos aos animais
ao longo dos 30 dias, 45 dias, 60 dias e 80 dias, ao passo 0s ensaios aludidos
possuiam protocolos semelhantes aos apresentados por essa tese e que também
caracterizaram estas alterac6es no comportamento do Splash Teste como apaticas e
inexpressivas.

Por fim, em relacdo a dosagem de citocinas nosso trabalho fez a avaliacao
de quatro parametros inflamatérios em duas idades diferentes. Com isso,
conseguimos observar um aumento de citocinas pré-inflamatérias em estruturas
cerebrais como bulbo, cértex, hipocampo e estriado, onde uma ou todas acabaram
demonstrando alteracbes mediadas pelos estressores em algumas das idades
analisadas. De fato, a injecdo de Poly:IC contribui para alteragcdes na neurogénese
materno-fetal, na mielinizacéo fetal e esta diretamente envolvida na patogénese de
transtornos neurodesenvolvimentais na prole, em especial a esquizofrenia e o0
autismo, além de ansiedade e depressao (Babri et al. 2014). Com base nisso, modelos
animais de AIM tém sido estabelecidos a fim de demonstrar a relacéo entre infec¢ao
materna e transtornos psiquiatricos. Déficits relacionados a estes transtornos sao
observados na prole adulta de modelos animais, incluindo alteracbes
comportamentais, anormalidades em regides cerebrais e o desequilibrio na
neurotransmissao cerebral (Li et al. 2012).

Vérios estudos averiguaram os efeitos da infeccdo materna durante a
gestacdo em modelos animais utilizando diferentes agentes, como Lipopolissacarideo
(LPS), o virus influenza humano e Poly:IC (Golan et al. 2005, Fatemi et al. 2008), que
consiste em um RNA sintético de fita dupla frequentemente usado como mimético viral
que induz a liberag&o de citocinas pro-inflamatérias. A administracdo de uma injecao
pré-natal de Poly:IC nas progenitoras demonstrou induzir varias mudancas cognitivas
e comportamentais na vida adulta de seus filhos (Ozawa et al. 2006), incluindo
alteracdes no comportamento exploratorio, inibicdo de pré-pulso, inibicdo latente e
memoria espacial funcional (Meyer et al. 2008).

A liberacdo de ativadores imunologicos e inflamatorios, tais como Poly:IC,
IFN-y e LPS, séo induzidos por eventos estressores e ativam a microglia no sistema

nervoso central (SNC). Esses ativadores sdo mais notérios em periodos criticos da
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vida, como no periodo gestacional. Assim, a ativacao da microglia libera citocinas pro-
inflamatorias e radicais livres que podem causar degeneracdo neuronal,
anormalidades na substancia branca e diminuicdo da neurogénese materna e fetal.
Esta interacdo, neurdnio-microglia, pode levar a lesédo e perda neuronal, sendo
inclusive um importante fator envolvido na fisiopatologia dos transtornos
neurodesenvolvimentais (Monji et al. 2009).

No entanto, houve uma diminuig&o dos niveis de citocinas anti-inflamatorias
(IL-10) e aumento dos niveis de pré-inflamatérias (IL-183, IL-6 e TNF-a) no cérebro e
soro dos animais. As alteracdes nos niveis de citocinas parecem ter associacdo com
estados de doenca, encontrados em pacientes com historico de traumas na infancia
gue desenvolveram esquizofrenia e/ou depresséo (Tractenberg et al. 2016). Visto que
no sistema nervoso central desempenham importante papel na neurogénese,
plasticidade sinaptica, memoéria e aprendizagem (Réus et al. 2017) e a regulacao
entre essas citocinas pré e anti-inflamatorios é necessaria para o desenvolvimento e
comportamento neuronal adequado.

As citocinas proé-inflamatérias exercem diferentes acdes neuroprotetoras e
neurotoéxicas. A IL-1B, por exemplo, contribui para a formagdo da memdéria no nivel
fisioldgico. No entanto, quando é expressa excessivamente, induz inflamacéo e inibe
a neurogénese hipocampampal (Kim et al. 2016). Ademais, as citocinas IL-4 e IL-10
tem um papel crucial na imunidade cerebral com efeitos benéficos na cognicéo,
aprendizagem e memodria, atuando na regulacdo da neurogénese, além de exercer
um efeito neuroprotetor via diminuicdo de citocinas pro-inflamatoérias e combatendo
alteracdes psicossomaticas (Gadani et al. 2012, Burmeister and Marriott 2018).,

Como a maioria das citocinas proé-inflamatérias compromete a
neurogénese e, sabendo-se que a injecéo de Poly:IC aumenta a liberacdo destas, em
especial IL-1, IL-6 e TNF-a, € possivel que a elevagao destes marcadores na vida
jovem-adulta da prole desencadeie prejuizos neurogénicos e, consequentemente,
alteracdes comportamentais (Gonzalez-Perez et al., 2012).

As respostas ao estresse podem ser, portanto, amigas e inimigas, e 0s
custos e beneficios sédo equilibrados para proporcionar o melhor resultado de
adequacao. A extensao em que os custos de longo prazo s&o importantes em um
sentido evolutivo varia entre as espécies. A evolucao por meio da selecdo natural
moldou as caracteristicas da historia de vida dos animais (idade e tamanho na

maturidade, padrbes de crescimento, nimero de descendentes, investimento relativo
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na autossustentacdo) para maximizar seu sucesso reprodutivo durante a vida. Para
algumas espécies, crescer rapido e ter um Unico evento reprodutivo importante
seguido de morte d4 o melhor resultado de adequacdo, enquanto para outras
espécies, a melhor estratégia é crescer lentamente, viver muito tempo e produzir
repetidamente um pequeno numero de descendentes. Esses tipos de ajustes
benéficos de caracteristicas fenotipicas com base em sinais transmitidos direta ou
indiretamente para os animais em desenvolvimento foram inseridos em "respostas
adaptativas preditivas" (PARS) (Gluckman et al. 2009).

Isso depende de alguma estabilidade ambiental - ou seja, as condi¢cdes
experimentadas durante o desenvolvimento precisam ser preditivas das condicfes
subsequentes em um periodo apropriado. Nao esta claro se as patologias aparentes
associadas a exposicao precoce ao estresse (Monaghan and Haussmann 2015) séo
de fato uma consequéncia de ajustes fenotipicos que fazem o melhor em situacées
ruins ou representam niveis de estresse fora das capacidades de enfrentamento

desenvolvidas.



72

7. CONCLUSAO

Este estudo investigou pardmetros comportamentais e inflamatorios em
animais que foram expostos a diferentes estressores em diferentes idades da vida.
Pode se concluir que estes estressores sdo capazes de induzir comportamentos do
tipo ansiolitico como o aumento da atividade locomotora através de protocolo de
ativacao imune materna utilizando da Poly:IC e demonstrando comportamentos do
tipo depressivo, através dos protocolos de PM e ECM. Assim como também mostrou
alteracdes em estruturas cerebrais para parametros pré-inflamatérios, IL-18 e TNF-q,
e alteracbes em parametros anti-inflamatérios, IL-4 e IL-10, em diferentes idades da
vida.

Quando se buscando uma relacéo entre grupos que acabaram sendo
submetidos a mais de um protocolo estressor, os resultados nos indicam que pelo
menos parcialmente eles ndo parecem se complementar, ou seja, 0s estudos indicam
gue ao menos os estressores testados neste trabalho acabam agindo de maneiras
isoladas para cada tipo de sintoma observado no trabalho, n&o se potencializando ao
longo da vida.

Diante disso, enfatiza se a necessidade de novos estudos pré-clinicos que
avaliem diferentes parametros e utilizem de ferramentas que auxiliem a compreender
até que ponto as histérias de desenvolvimento dos individuos influenciam sua

capacidade de lidar com os desafios ambientais.
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