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RESUMO 

 

Eventos estressantes no período perinatal podem alterar a estrutura e a função 

cerebral dos filhotes levando a mudanças comportamentais permanentes ao 

longo da vida. Desse modo, nosso trabalho tem como objetivo avaliar a influência 

do estresse pós-traumático durante a gestação sobre as respostas 

comportamentais na mãe e na prole. As ratas gestantes, no 10º dia de gestação, 

foram divididas em 2 grupos (n = 10 por grupo): não choque e choque. Elas foram 

expostas ou não a choques inescapáveis nas patas (2 s, 0,8 mA) e isoladas em 

caixas individuais. Um dia após o nascimento (DPN1), os filhotes foram 

padronizados em 4 machos e 4 fêmeas e as ratas lactantes foram reexpostas a 

caixa de choque para avaliar o tempo (s) de congelamento. O comportamento 

materno foi avaliado no 2º ao 8º dia de lactação nas ratas, o teste de campo 

aberto foi realizado no 4° dia e o de reconhecimento de objetos no 5º de lactação.  

A prole foi avaliada na infância nos seguintes testes (n = 10 por grupo): 

quantificação da vocalização ultrassônica (DPN5) e teste de comportamento de 

retorno a maravalha da mãe (DPN13). Durante o período de adolescência (DPN 

28-32) foram realizados os testes comportamentais de campo aberto, labirinto 

em cruz elevado, comportamento de brincar e teste da placa de furos. As 

análises estatísticas foram feitas utilizando-se o software GraphPad versão 7.0, 

teste t de Student ou two way Anova seguido pelo pós teste de Bonferroni. Todos 

os procedimentos experimentais foram aprovados pela comissão de ética em 

experimentação animal da Unifal-MG, protocolo n° 50/2018. O grupo de mães 

choque, apresentaram um aumento no tempo de congelamento ao serem 

reexpostas a caixa de choque, redução do comportamento materno, redução do 

índice de reconhecimento de objetos a curto prazo e longo prazo, além de 

apresentarem um nível aumentado de corticosterona plasmática após a 

exposição e reexposição ao choque quando comparadas ao grupo de mães não 

choque. Na infância, os filhotes de mães submetidas ao choque, apresentaram 

aumento no número de vocalizações ultrassônicas, latência para atingir a 

maravalha da mãe e redução do tempo de permanência na maravalha da mãe 

quando comparados a filhotes de mães não choque. Já na adolescência, houve 

redução no tempo total de comportamento de brincar e um aumento no número 
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de imersões com a cabeça no teste de placa com furos, redução no tempo de 

permanência nos braços abertos e aumento de mergulhos com a cabeça no teste 

de labirinto em cruz elevado, além do aumento de expressão de GR no 

hipocampo e um aumento da corticosterona plasmática após dosagem em nível 

basal e após o teste de labirinto em cruz elevado.  Assim, podemos concluir que 

o TEPT, além de afetar negativamente a mãe, proporciona uma programação 

fetal induzindo ao comportamento tipo ansioso na prole. 

 

Palavras chave: Estresse perinatal. TEPT. Prole. Ansiedade. 
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ABSTRACT 

 

Stressful events in the perinatal period may alter puppies' brain structure and 

function leading to lifelong permanent behavioral changes. Thus, our study aims 

to evaluate the influence of posttraumatic stress during pregnancy on behavioral 

responses in mother and offspring. The pregnant rats on the 10th day of gestation 

were divided into 2 groups (n = 10 per group): no shock and shock. They were 

exposed or not to inescapable foot shocks (2 s, 0.8 mA) and isolated in individual 

boxes. One day after birth (DPN1), puppies were standardized into 4 males and 

4 females and lactating rats were re-exposed to the shock box to assess freezing 

time (s). Maternal behavior was evaluated on the 2nd to 8th day of lactation in 

rats, the open field test was performed on the 4th day and the recognition of 

objects on the 5th lactation. The offspring were evaluated in childhood in the 

following tests (n = 10 per group): quantification of ultrasonic vocalization (DPN5) 

and mother's return behavior test (DPN13). During adolescence (DPN 28-32) 

open field behavioral tests, elevated pluz maze, play behavior and hole plate test 

were performed. Statistical analyzes were performed using GraphPad software 

version 7.0, Student's t-test or two-wayAnova followed by Bonferroni post-test. 

All experimental procedure were approved by the animal experimentation ethics 

committee of Unifal-MG, protocol no. 50/2018. The group of dams mothers 

showed an increase in freezing time when re-exposed to shock box, reduced 

maternal behavior, reduced short-term and long-term object recognition index, 

and increased plasma corticosterone after exposure and re-exposure to shock 

when compared to the non-shock mothers group. In childhood, puppies from 

shocked mothers showed an increase in the number of ultrasonic vocalizations, 

latency to achieve mother wonder, and reduced time spent in mother wonder 

when compared to puppies from non-shock mothers. Already in adolescence, 

there was a reduction in the total time of playing behavior and an increase in the 

number of head immersions in the hole plate test, reduction in the time spent in 

the open arms and increased head dips in the elevated cross maze test. , in 

addition to increased expression of GR in the hippocampus and an increase in 

plasma corticosterone after baseline dosing and after elevated cross-maze 

testing. Thus, we can conclude that PTSD, besides negatively affecting the 

mother, provides fetal reprogramming inducing anxious behavior in the offspring. 
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1 INTRODUÇÃO  

 

 A vida durante os tempos modernos vem se apresentando cada vez mais 

estressante, o que tem aumentado a incidência de doenças relacionadas ao 

estresse (MARGIS, 2003). Segundo a Organização Mundial da Saúde (OMS), 

estudos realizados nos últimos dez anos, demonstrou que o número de pessoas 

com depressão cresceu 18,4%, correspondendo a 322 milhões de indivíduos. 

Somente no Brasil, 5,8% dos habitantes é acometido pela depressão, sendo 

considerada a maior taxa da América Latina. O país também apresenta uma taxa 

de 9,3 % da população apresentando sintomas relacionados a ansiedade, 

podendo contribuir para o surgimento de outras doenças como ataques de 

pânico, fobias e o transtorno do estresse pós-traumático. Estima-se que até 

2020, desordens relacionadas ao estresse sejam a segunda maior causa de 

incapacidade (OMS, 2019).  

O Transtorno do estresse pós-traumático (TEPT) é uma alteração 

psiquiátrica gerada após um evento traumático. O transtorno é considerado um 

distúrbio comum, crônico e incapacitante apresentando três sintomas principais: 

a reexposição ao trauma causando o estresse, a fuga de situações parecidas as 

que levaram ao desenvolvimento do transtorno e o estado de hipervigilância 

(BERARDI et al., 2014; WINGENFELD et al., 2016).  

Diversos modelos foram desenvolvidos para a indução da desordem, 

porém um modelo experimental bem estabelecido em roedores que induz TEPT 

é a exposição ao choque elétrico inescapável nas patas seguida por isolamento 

social. Para que seja estabelecida a desordem, é necessário que os animais 

sejam reexpostos ao local do trauma, gerando alterações neurofisiológicas 

levando ao comportamento de congelamento (BERARDI et al 2014). 

Os sintomas podem desenvolver-se imediatamente ou após algum tempo 

a exposição ao trauma e a ocorrência dos sintomas não é previsível, podendo 

se apresentar de formas diferentes nos indivíduos que sofreram o trauma 

(KELMENDI et al., 2016).  

 Sabe-se que o TEPT ocasiona diversas mudanças neurofisiológicas em 

um indivíduo, portanto, uma importante questão levantada nesse estudo e que 

até o presente momento não foi abordada na literatura é que se o 

desenvolvimento do TEPT durante a gestação traria consequências para o feto, 
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isso devido a que no período gestacional, o feto/embrião está diretamente ou 

indiretamente exposto as mesmas alterações da mãe. Sendo assim, um evento 

que afeta o organismo materno consequentemente atinge o feto/embrião em 

desenvolvimento (SMITH, 2004). Seguindo esse contexto, um ambiente fetal 

inapropriado pode promover diversas alterações nos filhotes, como por exemplo, 

um aumento da responsividade do eixo HPA (BRUNTON, 2008). 

Nos últimos anos, foram acumuladas diversas evidências experimentais 

e epidemiológicas que demonstram que o organismo do indivíduo adulto pode 

ser fortemente influenciado por experiências no início da vida. As origens do 

desenvolvimento de saúde e doença no adulto, afirmam que experiências 

adversas ao feto podem “programar” predisposições a distúrbios posteriores 

como doenças cardiovasculares, cognitivas, metabólicas e neurodegenerativas 

(HANSON, 2013). 
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2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

A presente revisão bibliográfica traz conhecimentos sobre o estresse, 

transtorno do estresse pós-traumático, estresse durante a gestação e lactação, 

ansiedade e a importância de um ambiente gestacional equilibrado para 

manutenção do feto e consequências na alteração desse meio causando 

alterações comportamentais e neuroendócrinas na prole. 

 

 

 2.1 ESTRESSE 

 

 A vida nos tempos atuais vem se tornando cada vez mais estressante. O 

estresse provocado pela vida cotidiana e cada vez mais afazeres, pode 

influenciar em diversos aspectos do nosso corpo e cérebro.  Apesar de que, 

alguns de seus efeitos sejam mediados por hormônios corticosteroides que 

acometem o sistema nervoso, ainda pouco se sabe sobre como e quando os 

efeitos do estresse são benéficos ou prejudiciais para se tornar deletério no 

organismo (LUCASSEN et. al, 2014). 

 A relação entre estresse e doença, atualmente, está caracterizada, porém 

nem sempre foi assim. Hans Selye (1956), foi quem primeiro incorporou esse 

termo ao descrever a "resposta não específica do corpo a qualquer demanda”, 

ou seja, estresse seria a situação gerada por um desafio ao qual o organismo 

estaria submetido (SIANG YONG TAN, 2018). 

Selye observou em alguns estudos experimentais as consequências do 

estresse no organismo de animais de laboratório ao submetê-los a diversos 

agentes estressores, como por exemplo, variações térmicas, comportamentais, 

entres outros.  No decorrer das investigações, foi constatado que as respostas 

de luta ou fuga eram apenas a primeira reação de uma sequência de outras que 

o organismo produz quando é submetido a um agente estressor. Tais reações 

fisiológicas foram denominadas de Síndrome de Adaptação Geral (SAG) (LEE 

et al., 2015). 

 A SAG possui três fases: a primeira consiste na fase de alerta, em que 

há o mecanismo de resposta de luta ou fuga perante uma situação desafiadora 
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e sua finalidade é a de mobilizar todos os recursos do organismo para enfrentar 

o agente. É uma resposta rápida e mediada principalmente pela ativação do 

sistema nervoso autônomo simpático (SNAs) que promove a liberação de 

neurotransmissores em diversos órgãos-alvo e estimula a medula das glândulas 

adrenais na liberação dos hormônios adrenalina e noradrenalina. A segunda fase 

é a de resistência, em que o agente indutor de estresse se mantém ativo, mas 

não é severo o suficiente para causar a morte, sendo nessa fase que o 

organismo tenta se adaptar ao agente causador do estresse ou eliminá-lo.  

Assim, as respostas fisiológicas e comportamentais, a fim de restabelecer 

a homeostase se mantêm e são mediadas principalmente pelo cortisol (hormônio 

corticosteroide), sintetizado e liberado pelas glândulas suprarrenais, em resposta 

a ativação do eixo hipotálamo-pituitária-adrenal (HPA). Nessa fase as respostas 

adaptativas apresentam melhor desempenho físico e cognitivo, além de 

manifestar uma condição de neutralizar o agente estressor. Na terceira fase 

temos a exaustão, onde a prolongada estimulação fisiológica faz com que o 

organismo tenha uma resposta continua e as alterações fisiológicas e 

comportamentais, que de início seriam adaptativas, levem a uma sobrecarga 

energética e exaustão dos sistemas, podendo causar danos irreparáveis como 

o surgimento de doenças e até levar a morte (KOOLHAAS et al., 2011; PACÁK 

& PALKOVITS, 2001; RODRIGUES, 2005; RJIA et al., 2010;). 

 A maneira como a resposta ao estresse é apresentada, varia de um 

indivíduo para outro, assim como suas consequências e sua resposta ao agente 

estressor, pois depende de um conjunto de fatores e eventos como fatores 

ambientais, genéticos, entre outros. Assim, a reação ao agente estressor pode 

compreender aspectos comportamentais, cognitivos e fisiológicos que o 

organismo desenvolve diante de um desafio (agente estressor) de natureza 

física ou psicossocial (positivo ou negativo), que rompe a homeostase do 

organismo exigindo assim, um esforço de adaptação, denominado de alostasia                       

(LUCASSEN, 2014 ;RODRIGUES, 2005). 

 De acordo com McEWEN, (1998), alostasia é definida como uma resposta 

fisiológica do indivíduo frente a uma situação de estresse, sendo essencial para 

a manutenção do equilíbrio do organismo e a adaptação a essa adversidade tem 

consequências para o corpo que pode ser definida como carga alostática. 
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Sendo assim, a carga alostática é a resposta do corpo e do cérebro 

resultante da hiperatividade ou da inatividade crônica dos sistemas fisiológicos 

envolvidos na resposta ao estresse. As respostas mais comuns envolvem a 

ativação do eixo HPA e do SNA, sendo a ativação do eixo HPA uma resposta a 

longo prazo com liberação de glicocorticoides pelo córtex da adrenal e a ativação 

do SNA uma resposta rápida ao estresse com liberação de noradrenalina e 

adrenalina na corrente sanguínea (LEE et al., 2015). 

Essas respostas são resultantes de ajustes do organismo para 

restabelecer a homeostase frente à um agente estressor e desvios da 

homeostase física e emocional que podem ocorrer sob condições de estresse 

agudo ou crônico, traumático ou não-traumático provocando alterações que 

resultam em desordens psiquiátricas e psicossomáticas como depressão, 

ansiedade e transtorno do estresse pós-traumático (LEE; KIM; CHOI, 2015; 

MARGIS et al, 2003;). 

2.2 TRANSTORNO DO ESTRESSE PÓS TRAUMÁTICO  

O transtorno de estresse pós-traumático (TEPT), classificado em Trauma 

e distúrbios relacionados ao estresse no DSM é um problema de saúde mental 

que pode ocorrer após a experiência de um evento psicologicamente traumático, 

como guerra, agressão ou desastre. A prevalência estimada de TEPT na 

população em geral é de 1 a 9%, entre as vítimas com trauma significativo como 

veteranos de guerra, o número é de 20 a 45% (OMS,2017). 

O TEPT começou a ser estudado durante a Segunda Guerra Mundial após 

soldados e veteranos de guerra apresentarem sintomas de medo, tristeza, 

intrusão e ansiedade. Os estudos também se concentram em refugiados, 

militares e indivíduos que foram expostos a grandes experiências traumáticas 

como violência sexual, assaltos e acidentes (SCHESTATSKY, et al., 2003). 

O transtorno é considerado um distúrbio comum, crônico, incapacitante e 

apresenta manifestações concomitantes de três sintomas: a reexposição ao 

trauma causando o estresse, a fuga de situações parecidas as anteriores que 

levaram ao desenvolvimento do transtorno e o estado de hipervigilância 

(BERARDI et al., 2014; WINGENFELD et al., 2016).  

Os sintomas do TEPT podem se desenvolver imediatamente ou algum 

tempo após a exposição ao evento traumático, manifestando-se de formas 
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diferentes em cada indivíduo apresentando como principais sintomas distúrbios 

de humor. Assim pode ocorrer o desenvolvimento de depressão e ansiedade, 

além de alterações cognitivas (TREZZA; CAMPOLONGO, 2013).  

Um modelo experimental em roedores muito bem estabelecido e utilizado 

neste trabalho, capaz de induzir ao TEPT é a exposição ao choque elétrico 

inescapável seguido por isolamento social por um período normalmente igual ou 

superior a sete dias. Após esse período, quando os animais são reexpostos ao 

local do trauma, eles apresentam comportamento de congelamento, em que se 

pode observar se houve ou não retenção de memória ligada ao trauma 

(BERARDI et al., 2014). 

Algumas reações apresentadas durante o TEPT, estão associadas com a 

incapacidade de inibir respostas ao medo, já que sentir medo é uma resposta 

natural que pode desencadear diversas alterações fisiológicas para preparar o 

organismo para evitar o perigo, porém os indivíduos que sofrem com TEPT são 

incapazes de controlar o medo, devido ao fato da reação estar alterada ou 

danificada. Embora haja um comportamento ansioso em indivíduos com o 

transtorno, a doença inclui mudanças neuroendócrinas que podem levar a 

prejuízos cognitivos e ao desenvolvimento de outras desordens emocionais 

como a depressão. (TREZZA; CAMPOLONGO, 2013; BERADI et al., 2014).  

 

2.3 ESTRESSE DURANTE A GESTAÇÃO E LACTAÇÃO E CONSEQUÊNCIAS        

      NA PROLE. 

Durante a gestação, o estresse pode ser ocasionado devido a eventos 

associados ao próprio período gestacional como o medo de complicações 

durante a gestação e no parto e mudanças no corpo, além de violência 

doméstica, gravidez indesejada, uso de drogas, depressão e outros contextos 

sociais e familiares (PEREIRA; LOVISI,2007). 

 No período gestacional, o feto/embrião está diretamente ou indiretamente 

exposto as mesmas alterações da mãe. Sendo assim, um evento que afeta o 

organismo materno consequentemente atinge o feto/embrião em 

desenvolvimento (SMITH, 2004). Seguindo esse contexto, um ambiente fetal 

inapropriado pode promover diversas alterações nos filhotes, como por exemplo, 

gerar um aumento do risco de doenças cardiovasculares, aumento da 
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responsividade do eixo HPA e levar a distúrbios psicológicos na vida adulta 

(ATKINSON, WADDELL, 1995; BRUNTON, 2013). 

Estudos realizados em humanos demonstraram que mães que sofreram 

estresse psicológico crônico durante a gestação são mais propensas a 

negligenciar seus filhos. Esses efeitos surgem supostamente da interação dos 

efeitos do estresse durante a gestação e no pós-parto desencadeando 

consequências negativas nos filhos, como por exemplo, baixo peso ao nascer, 

nascimento prematuro, atrasos no desenvolvimento e predisposição a distúrbios 

psicológicos na vida adulta (MEEK et al., 2001). 

 Pesquisas realizadas por Reynolds em 2013, demonstraram que, o 

estresse durante a gestação age diretamente no eixo HPA da mãe, fazendo com 

que haja uma produção exacerbada de glicocorticoides, que podem atravessar 

a placenta e desencadear alterações nos filhos como baixo peso ao nascer, 

efeitos a longo prazo como alterações cerebrais e alterações metabólicas, como 

é demonstrado abaixo na figura 1: 

 

                      Figura 1-Sinalização glicocorticoide entre mãe, placenta e feto. 

 

                    Fonte: Reynolds,2013. 
                    Nota: A figura mostra a interação entre os padrões maternos, placentários e 
                              compartimentos fetais durante a gestação que levaram à superexposição do 
                              feto em desenvolvimento a glicocorticoides.Ativação do eixo HPA materno                       
                              durante uma caminhada ao longo dos níveis circulantes de cortisol (círculos  
                              preenchidos). O CRH também ativou a hipófise materna e adrenal para      
                              aumentar ainda mais os níveis de cortisol, enquanto o cortisol materno           
                              também estimula a produção de CRH placentário.O cortisol materno passa    
                              através da placenta, onde é decomposto pela enzima HSD2 em cortisona  
                              inativa (triângulos cinza).O feto também pode sinalizar a placenta aumentar a  
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                              produção de CRH placentário quando as demandas metabólicas fetais  
                              aumentam.Superexposição ao cortisol no feto em desenvolvimento leva a    
                              ativação do eixo HPA fetal, que está associado ao baixo peso ao nascer e  
                              sequelas metabólicas e cerebrais. 
 
                    

Foi demonstrado que os efeitos a longo prazo do estresse precoce são 

mediados por alterações nos eixos hipotalâmico-hipófise-adrenal materno e 

fetal, levando à exposição intrauterinas a excesso de glicocorticoides 

(REZNIKOV et al.,1999; REYNOLDS et al., 2013). 

 As respostas endócrinas e materna-placentária-fetal têm sido propostas 

como um mecanismo  plausível que medeia os efeitos duradouros da exposição 

ao estresse durante o desenvolvimento gestacional em vários sistemas 

fisiológicos do organismo em desenvolvimento (ENTRINGER et al., 2010 ). 

O início da vida pós-natal é outro período sensível, com alto potencial para 

induzir efeitos de programação. Foi demonstrado que o comprometimento das 

interações mãe-filhote (como separação ou privação materna) durante o período 

pós-natal inicial, perturba as regulações neuroendócrinas, como a regulação 

positiva do receptor de glicocorticóide hipocampal (GR) e o fator de liberação de 

corticotropina, juntamente com o níveis aumentados de corticosterona e 

hormônio adrenocorticotrópico  (LIPPMANN et al., 2007 ; KOROSI E 

BARAM, 2010 ; NISHI et al., 2013). 

 Tais alterações neuroendócrinas podem ser induzidas pelo estresse e 

podem causar problemas comportamentais na idade adulta, como 

comprometimento da memória, aprendizado e comportamentos do tipo 

ansiedade e depressão (CURLEY et al., 2011 ). 

 Existem efeitos duradouros que estão associados a variações naturais no 

comportamento materno (CM) em roedores como níveis altos ou baixos de 

lambida e higiene. Ratos machos criados por mães com alta porcentagem de 

cuidado materno, demonstraram níveis mais baixos de responsividade ao 

estresse e maior desempenho em tarefas cognitivas na idade adulta, e 

exploraram mais um ambiente novo do que os filhos de ratas com baixo índice 

de cuidado materno (LIU et al., 1997, 2000 CALDJI et al., 2000). 

O CM é o conjunto de cuidados que a mãe oferece aos filhotes. Em cada 

espécie apresenta de forma espontânea, instintiva e específica, determinado por 

modificações fisiológicas que ocorrem imediatamente antes e após o parto 

https://anatomypubs.onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1002/dvdy.24211#dvdy24211-bib-0037
https://anatomypubs.onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1002/dvdy.24211#dvdy24211-bib-0077
https://anatomypubs.onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1002/dvdy.24211#dvdy24211-bib-0068
https://anatomypubs.onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1002/dvdy.24211#dvdy24211-bib-0101
https://anatomypubs.onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1002/dvdy.24211#dvdy24211-bib-0023
https://anatomypubs.onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1002/dvdy.24211#dvdy24211-bib-0078
https://anatomypubs.onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1002/dvdy.24211#dvdy24211-bib-0078
https://anatomypubs.onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1002/dvdy.24211#dvdy24211-bib-0017
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(NUMAN, 2010). Durante esse período, a meta da fêmea é garantir a própria 

sobrevivência e de seus filhotes (ORSO et al,2018). 

Durante as duas primeiras semanas após o nascimento dos filhotes o CM 

é mais acentuado devido ao filhote apresentar capacidade sensorial limitada 

sendo incapazes de regular sua temperatura corporal, nascer desprovidos de 

pelos e com incapacidade de ouvir, ver, se alimentar e locomover fazendo com 

que se tornem totalmente dependentes da mãe para sobreviver. Nesse contexto, 

a mãe desenvolve o comportamento materno para apoiar o desenvolvimento e 

sobrevivência de sua prole (BRIDGES, 2015). 

 O CM realizados pelas mães para garantir a sobrevivência dos filhotes 

incluem: 1) amamentação dos filhotes, onde as ratas lactantes ficam em posição 

de cifose (em posição arqueada) para facilitar a amamentação; 2) recolhimento 

dos filhotes, onde a mãe carrega seu filhote com a boca para leva-lo até o ninho 

ou carrega-lo até outro local; 3) lambidas, que tem por função estimulação para 

defecar e urinar; 4) construção do ninho para aquecer e manter os filhotes 

protegidos na ausência da mãe (NUMAM; INSEL, 2003; BRUNTON; RUSSELL, 

2008). Na figura 02 abaixo são apresentados alguns dos parâmetros maternos 

exibidos pelas ratas lactantes. 

 

                           Figura 2- Representação esquemática de alguns parâmetros maternos  

                                          exibidos pelas ratas lactantes. 

 
                            Fonte: Adaptado de VERONESI, 2016. 
                            Nota: A) posição de cifose, B) carregando os filhotes, 

                                     C) lambidas, D) construção do ninho, F) agrupando os filhotes 

                                     G) sobre os filhotes. 
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Entretanto, esse comportamento que a mãe dirige aos filhotes pode ser 

modificado por diversos fatores, entre eles o estresse durante a gestação. Isso 

ocorre devido que após o nascimento, o CM representa um forte laço entre mãe 

e filhote que pode influenciar em alterações no comportamento, no crescimento 

e na fisiologia de seus descendentes (CURLEY; CHAMPAGNE, 2015).   

 Um exemplo da influência do comportamento materno na prole, foi 

observado em um estudo em que filhotes na idade adulta de mães com alta 

porcentagem de cuidado materno, apresentaram respostas reduzidas de medo 

frente a novos desafios e baixa ativação do eixo HPA frente a situações 

estressoras, o que ocorre opostamente em filhotes de mãe com redução na 

porcentagem de cuidado materno (WORKMAN et al., 2015). 

 Nesse sentido, tem sido demonstrado que o comportamento materno 

pode ser modificado pelo estresse gestacional e ainda modificar respostas 

fisiológicas e comportamentais também na prole. Em um estudo utilizando um 

modelo de estresse de contenção do 11º dia de gestação até o dia do nascimento 

(por 45 minutos/três vezes ao dia, sob luz intensa), observou-se que os filhotes 

machos e fêmeas provindos de mães que haviam passado pelo estresse de 

contenção apresentavam um aumento dos níveis de corticosterona e um 

comportamento tipo-depressivo, e em machos também observou-se um 

comprometimento da memória durante o envelhecimento (MACCARI et al,2014). 

 Desse modo, o foco do nosso estudo é avaliar a influência do estresse 

durante o período gestacional no comportamento materno e efeitos na prole, já 

que cérebro fetal é altamente susceptível ao estresse durante o período 

gestacional, ocasionando efeitos ao longo da vida na fisiologia e no 

comportamento dos descendentes (ITURRA et al ,2018).  

  

2.4 ANSIEDADE 

Aproximadamente cerca de 20 milhões de brasileiros sofrem de algum 

transtorno de ansiedade. Na maioria das vezes os quadros de ansiedade 

começam na infância ou na adolescência podendo também começar na idade 

adulta, sendo mais comum nas mulheres do que nos homens (OLIVEIRA et al, 

2011). 
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 Caracteriza-se por um sentimento vago e desagradável de medo, 

apreensão, caracterizado por tensão e desconforto derivado de antecipação de 

perigo ou algo desconhecido (OMS,2017). 

A ansiedade começou a ser estudada em 1895, quando Freud escreveu 

sobre a ‘neurose de ansiedade’ e identificou duas fases. A primeira é a saudável 

que surge de um sentimento difuso de medo, já a segunda é a do sentimento 

aterrorizante (LEAHY, R. 2011). 

Diferentemente da ansiedade normal, a ansiedade patológica causa 

prejuízos ao indivíduo, ao seu desempenho no trabalho, nas atividades diárias, 

gerando uma sensação de impotência diante das situações, dificultando o 

enfrentamento dos eventos geradores de ansiedade. Os transtornos ansiosos 

são quadros comuns tanto em crianças quanto em adultos, com uma prevalência 

estimada durante o período de vida de 9% e 15% (BARLOW, 2016). 

A ansiedade afeta não apenas a forma como uma pessoa pensa, mas 

também pode levar a sintomas físicos e pode ocorrer quando uma pessoa 

encontra dificuldade para controlar o medo durante vários dias mantendo-se por 

um período superior a seis meses e apresentar algum outro sintoma como 

irritabilidade, dores de cabeça, sudorese, fadiga, falta de concentração, 

surgimento de tremores ou tensão muscular (WADHWA et al., 2004). 

A causa especifica da ansiedade ainda não foi encontrada, porém 

diversos fatores como genética, fatores ambientais, traumas e questões 

perinatais podem contribuir para seu surgimento (MARON, 2017).  

Soares-Cunha e colaboradores (2018),  utilizando de uma método de 

estresse pré-natal imprevisível em ratas Wistar durante 4 horas por dia 3 vezes 

na semana durante toda a gestação, testou os filhotes machos e fêmeas com 2 

meses de idade e observou que filhotes provindos de ratas estressadas 

apresentaram um comportamento do tipo-ansioso  demonstrados pela 

diminuição do tempo gasto nos braços abertos do labirinto em cruz elevado e no 

lado claro da caixa escura-clara e pelo aumento do tempo de imobilidade no 

teste de natação forçada, além de níveis altos de corticosterona plasmática. 

Pesquisas realizadas por Barzegar, utilizando método de estresse sonoro, 

em que ratas prenhes foram submetidas ao estresse sonoro por 1, 2 ou 4 horas 

por dia durante toda a gestação, demonstraram que os filhotes apresentavam 

comportamento tipo ansioso e redução da memória espacial, analisados pelo 
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teste de labirinto em cruz elevado e labirinto aquático de Morris respectivamente 

e também apresentaram um nível aumentado de corticosterona plasmática, 

quando  comparados com filhotes provindos de ratas não estressadas. Sendo 

assim, podemos observar uma correlação de comportamentos semelhantes à 

ansiedade e elevação nos níveis de corticosterona. 

Além disso, existem estudos demonstrando a relação do aumento da 

expressão de GR no hipocampo de roedores logo após desmame (early life) e a 

vulnerabilidade em desenvolver comportamentos semelhantes à ansiedade 

(WEI et al., 2012). 
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3 JUSTIFICATIVA 

 

 Nos últimos anos, foram acumuladas diversas evidências experimentais 

e epidemiológicas que demonstram que o organismo do indivíduo adulto pode 

ser fortemente influenciado por experiências no início da vida. As origens do 

desenvolvimento de saúde e doença no adulto, afirmam que experiências 

adversas ao feto podem “programar” predisposições a distúrbios posteriores 

como doenças cardiovasculares, cognitivas, metabólicas e neurodegenerativas 

(HANSON, 2013).  

A exposição ao estresse pré-natal pode promover alterações 

comportamentais e neuroendócrinas permanentes na prole. Porém, pouco é 

conhecido sobre a influência do TEPT durante a gestação sendo que o TEPT é 

uma desordem psiquiátrica considerada um distúrbio comum, crônico e 

incapacitante. Assim, nosso estudo tem por objetivo avaliar a influência do TEPT 

durante a gestação e suas consequências comportamentais na mãe e na prole.  
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4 OBJETIVOS 

  

      A seguir serão apresentados os objetivos gerais e específicos do presente 

trabalho: 

 

 

4.1 OBJETIVO GERAL  

 

      Avaliar a influência do TEPT durante a gestação sobre as respostas 

comportamentais e neuroendócrinas na mãe e na prole. 

  

 4.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

a) Avaliar o desenvolvimento do TEPT nas mães através da avaliação do tempo 

de congelamento durante a reexposição ao aparato de choque inescapável e 

de avaliações comportamentais nos testes de campo aberto e de 

reconhecimento de objetos; 

b) Avaliar o ganho de peso gestacional e lactacional das ratas não choque e 

choque; 

c)  Avaliar o comportamento materno das ratas lactantes não choque e choque; 

d)  Avaliar a concentração plasmática de corticosterona das ratas dos grupos não 

choque e choque após a reexposição ao aparato de choque inescapável; 

e)  Avaliar o ganho de peso da ninhada proveniente das ratas dos grupos não 

choque e choque durante o período de lactacional; 

f) Avaliar o número de vocalizações ultrassônicas e a performance 

comportamental no teste de comportamento de retorno a maravalha da mãe dos 

filhotes provindos de ratas dos grupos não choque e choque; 

g)  Avaliar a performance comportamental nos testes de labirinto em cruz elevado, 

campo aberto, comportamento de brincar e placa de furos dos filhotes provindos 

de ratas dos grupos não choque e choque. 

h) Avaliar a expressão de GR no hipocampo dos filhotes provindos de ratas dos 

grupos não choque e choque. 

i) Avaliar a concentração plasmática de corticosterona dos filhotes provindos de 

ratas dos grupos não choque e choque e da nível basal e após desafio do teste 

de labirinto em cruz elevado 
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5 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

       A seguir serão apresentados os materias e métodos utilizados nesse 

trabalho. 

 

  5.1 ANIMAIS 

 

Foram utilizadas ratas Wistar pesando de 150 a 200g, a partir de sete 

semanas de vida provenientes do Biotério Central da Universidade Federal de 

Alfenas – UNIFAL-MG. As ratas foram alojadas no biotério do laboratório de 

Fisiologia na UNIFAL-MG, campus Alfenas em caixas de polipropileno 

adequadas à sua manutenção, tratadas com ração comercial e água “ad libitum” 

e mantidas em sala climatizada a 21 ± 2ºC em ciclo 12 horas claro-escuro. 

Também foram utilizados ratos da mesma linhagem (pesando entre 250 a 300g) 

para o acasalamento. Todos os procedimentos com os animais foram aprovados 

pelo Comitê de Ética do Uso de Animais da UNIFAL-MG (CEUA - protocolo nº 

50/2018). 

 

5.2 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL 

               Figura 3- Representação esquemática do delineamento experimental do trabalho 

 

     Fonte: Da autora 
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5.3 ACASALAMENTO 

 

      Após o período de ambientação (7 dias), logo ao final do dia, as ratas foram 

transferidas para caixas com o rato sexualmente experiente na proporção de três 

fêmeas para um macho. No dia seguinte, no período da manhã (07h00min – 

08h00min) a detecção da prenhez foi realizada após coleta e análise do lavado 

vaginal em microscópio óptico. A confirmação da presença de espermatozoides 

na fase estral no lavado vaginal foi designada como o dia 0 de gestação (DG0) 

e o dia do parto foi designado como o dia 0 de lactação (0 DL).  

 

5.4 INDUÇÃO DO TRANSTORNO DO ESTRESSE PÓS-TRAUMÁTICO 

 

     Para indução do transtorno do estresse pós-traumático foi seguido o 

protocolo de Berardi et al., 2014. No dia gestacional 9 (DG), as ratas prenhes 

foram colocadas individualmente na caixa de choque por 10 minutos para 

habituação.   

    No dia seguinte (DG10), as ratas foram colocadas na caixa de choque 

novamente onde 10 delas receberam o choque e 10 não receberam choque. Os 

choques foram dados da seguinte maneira: nos primeiros 2 minutos os animais 

não receberam choque, assim como no último minuto. Durante os três minutos 

intermediários, os animais receberam 5 choques aleatórios inescapáveis de 0,8 

mA e 2 segundos de duração. As ratas não expostas ao choque permaneceram 

pelo mesmo tempo na caixa. Ao final desse procedimento, todos os animais 

foram isolados em caixas individuais e foram reexpostos à caixa no dia pós-natal 

1 (DPN 1) onde foi avaliado o comportamento de congelamento das ratas que 

receberam ou não o choque por 10 minutos. 

 

5.5 PADRONIZAÇÃO DAS NINHADAS 

 

O dia do nascimento dos filhotes foi considerado como DPN 0. No DPN1 

as ninhadas foram padronizadas em oito filhotes, sendo quatro machos e 

quatro fêmeas para todos os procedimentos experimentais. 
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5.6 AVALIAÇÃO DO GANHO DE PESO DAS NINHADAS 

  

      O peso da ninhada foi registrado a cada 3 dias durante a lactação, do 

PND1 até o desmame (DPN22). Foram então 8 registros de peso da ninhada, 

sendo no 1º, 4º, 7º, 10º, 13º, 16º, 19º e 22º dia de lactação.  Os pesos foram 

registrados sempre no período na manhã, (11h00min – 12h00min horas). 

 

 5.7 AVALIAÇÃO DO GANHO DE PESO DAS RATAS GESTANTES 

 

O ganho de peso das ratas gestantes foi registrado a cada 3 dias durante 

a gestação, desde o DG 0 até o nascimento dos filhotes. Foram então 8 registros 

de peso da ninhada, sendo no 0, 3º, 6º, 9º, 12º, 15º, 18º e 21º dia de lactação.  

Os pesos foram registrados sempre no período na manhã, (11h00min – 

12h00min horas).  

 

    5.8 AVALIAÇÃO DA PERFORMANCE COMPORTAMENTAL DAS RATAS 

LACTANTES  

 

         5.8.1 Comportamento materno  

 

    No 2º DL, o CM de cada rata tanto do grupo não choque e choque foi 

registrado diariamente do 2º até o 8º dia de lactação, período este em que há 

uma maior expressão do CM (GROTA; ADER, 1969), a análise foi realizada 

durante dois períodos:  2 sessões diárias de 90 minutos de observação cada, as 

quais ocorreram em dois horários: 7h30min – 09h00min e 15h30min – 17h00min. 

Cada observação de comportamento ratas foram registrado a cada 3 minutos, 

contabilizando um total de 31 observações por período x 2 períodos por dia = 62 

observações/rata/dia) (adaptado de Vilela; Giusti-Paiva, 2014). 

   Os parâmetros comportamentais registrados são divididos em 

maternais e não maternais. 

Parâmetros maternais 

a) Porcentagem em que a rata fica sobre a ninhada em posição de 

amamentação (posição arqueada ou cifose);  
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b) Porcentagem em que a rata fica sobre a ninhada sem estar em posição 

arqueada (sobre os filhotes); 

c) Porcentagem que a rata fica em posição passiva (de barriga para cima) para 

a amamentação dos filhotes; 

d) Porcentagem de lambidas nos filhotes; 

e) Porcentagem de construções do ninho; 

f) Porcentagem em que a rata estimulou os mamilos para a amamentação  

 Parâmetros não maternais: 

a) Porcentagem em que a rata está fora do ninho e se alimentando sem os 

filhotes; 

b) Porcentagem em que a rata permanece sem os filhotes explorando o 

ambiente  

c) Porcentagem em que a rata permanece sem os filhotes e não explorando o 

ambiente  

 

     5.8.2 Teste de Campo aberto 

 

O campo aberto (open field), é um modelo utilizado para análise da 

atividade locomotora do animal, pois permite quantificar a atividade locomotora 

espontânea. O aparato de campo aberto consiste em uma arena quadrada de 

acrílico, com diâmetro de 60 cm e paredes com 60 cm de altura, com o piso 

preto. Os ratos foram colocados no centro da arena e a sua atividade de 

locomoção foi observada. Foram avaliados a distância percorrida e o tempo de 

imobilidade durante a filmagem de dez minutos (Valle, 1970) para análises 

comportamentais subsequentes usando o programa EThoVision XT 9.0, um 

sistema de observação computadorizado que é capaz de realizar 

rastreamento, análise e reconhecimento comportamental por meios de vídeos 

(Noldus; Spink; Tegelenbosch, 2001). Após cada teste, o campo aberto foi 

limpo com álcool 5%.  

 

     5.8.3 Teste de reconhecimento de objetos  

 

     O teste de reconhecimento de objetos (RO), avalia a habilidade do 

roedor em reconhecer um objeto previamente explorado na presença de um 
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novo objeto não conhecido (Reger; Hovda; Giza, 2009). Dois dias antes do 

teste, os animais foram expostos a caixa teste (10 minutos) para a habituação 

para garantir que os animais passem quantidade suficiente de tempo 

explorando os objetos e não o ambiente (Andersen et al., 2004). O teste foi 

realizado em uma arena quadrada (60 cm x 60 cm) um dia após o teste de 

campo aberto. No dia do teste os animais foram apresentados a 2 objetos 

idênticos (A e B) durante 10 minutos (treinamento), 2 horas após, um dos 

objetos de treinamento A ou B (objeto familiar) foi substituído por um novo 

objeto C (objeto novo). Todos os objetos apresentaram texturas e tamanhos 

semelhantes, mas formas distintas. As ratas foram colocadas individualmente 

na arena e seu comportamento foi filmado por 10 minutos para análise 

subsequente. A exploração foi definida da seguinte forma: quando o animal 

cheirou ou tocou o objeto com o nariz. O tempo gasto pelo animal explorando 

os dois objetos (objeto familiar ou novo) foi tomado como uma medida de 

exploração de objetos. Um índice de reconhecimento (RI) foi calculado para 

cada animal e foi expresso pela razão: IR = TN / (TF + TN), TF = tempo gasto 

explorando o objeto familiar (objeto A ou B); TN = tempo gasto explorando o 

novo objeto (objeto C) (Rech et al., 2010; Andersen et al., 2004; Melancia, et 

al., 2017). Entre os testes, os objetos e a arena foram devidamente limpos com 

álcool 5%. 

Figura 4:  Teste de reconhecimento de objetos. 
 

 

                     
                       Fonte: Adaptado de MELANCIA, F.; TREZZA, V, 2018 
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       5.9 AVALIAÇÃO DAS VOCALIZAÇÕES ULTRASSÔNICAS E DA 

PERFORMANCE COMPORTAMENTAL DOS FILHOTES  

 

 5.9.1 Vocalizações ultrassônicas (VUS) 

 

No DPN 5, um filhote (macho e fêmea) de cada rata lactante foi avaliado 

para o monitoramento da VUS. Cada filhote foi separado de sua ninhada e 

colocado em uma caixa com temperatura controlada (30ºC) por 10 minutos. Após 

o isolamento, o filhote foi colocado em um recipiente de acrílico raso situado em 

uma câmara à prova de som posicionado na câmara abaixo de um microfone 

conectado a um sistema de aquisição computadorizado (ML 221 PowerLab, 

ADInstruments, Bella Vista, NSW, Austrália) para detectar as VUS a 40-100 kHz. 

Os sons foram registrados por 4 minutos e o número total de VUS foram 

analisados posteriormente (Batista et al., 2016). A câmara à prova de som e o 

recipiente de acrílico foram limpos com uma solução de 5% de álcool após cada 

teste. 

 

   5.9.2 Teste de comportamento de retorno a maravalha da mãe 

 

  No DPN 13, um filhote macho e fêmea de cada rata lactante foi separado 

de sua mãe e mantidos durante 30 minutos em uma sala com temperatura 

controlada. Após esse tempo, cada filhote foi colocado em uma caixa cujo fundo 

foi coberto por 1/4 com maravalha da mãe e por 3/4 de maravalha limpa. Os 

filhotes foram posicionados no lado da caixa que estava coberta por maravalha 

limpa e seu comportamento foi analisado por 4 minutos em tempo real. Os 

seguintes parâmetros foram registados: latência em segundos para atingir a área 

com maravalha da mãe, tempo total em segundos gastos pelo filhote na área de 

maravalha da mãe e número total de entradas e saídas na área de maravalha 

da mãe (Melancia et al., 2017). 
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                          Figura 5- Representação do teste de retorno a maravalha da mãe. 

 

 

                             
                      Fonte: Adaptado de MELANCIA, F.; TREZZA, V, 2018. 
 

5.9.3 Labirinto em Cruz Elevado 

 

      O labirinto em cruz elevado é um aparato com dois braços abertos e 

dois braços fechados, ligados por uma plataforma central. Os animais serão 

colocados no centro do aparato, de frente para um dos braços fechados. O 

comportamento do animal será filmado durante 5 minutos sendo avaliado a 

frequência de entradas e o tempo gasto nos braços abertos e fechados. Após o 

experimento com cada animal, o aparato será limpo com álcool 5% (BISON et 

al., 2009). 
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       Figura 6- Aparato de labirinto em cruz elevad

 

                                  

                                 Fonte: Insight,2019 

 

5.9.4 Teste de campo aberto 

 

O teste de Campo aberto foi realizado seguindo o mesmo protocolo 

experimental já descrito para as mães, (item 4.7.2), porém os filhotes foram 

avaliados entre o DPN 30-32. 

 

 

 5.9.5 Teste de comportamento de brincar 

 

O teste do comportamento de brincar foi realizado em uma caixa quadrada de 

acrílico (60 cm x 60 cm x 60 cm). Os ratos foram individualmente habituados à 

caixa de teste durante 10 minutos por 3 dias antes do experimento. No dia do 

teste (DPN 30-32), os animais foram isolados por 3h30min antes do teste para 

aumentar sua motivação social e assim facilitar a expressão do comportamento 

juvenil de brincadeira (Trezza; Vanderschuren; 2008; Trezza; Baarendse; 

Vanderschuren, 2009). O teste consiste em colocar dois animais pertencentes 

ao mesmo grupo experimental na arena de teste durante 10 minutos e as 
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interações do comportamento juvenil de brincadeira foram registradas para 

posterior análise. Os parâmetros analisados foram: (1) tempo em segundos 

gastos em exploração social - cheirando qualquer parte do corpo do parceiro de 

teste, incluindo a área anogenital; (2) tempo em segundos de following - 

avançando na direção ou seguindo o outro animal, que se afasta, e o tempo total 

de comportamento de brincar se dará com a soma de ambos. Com o objetivo de 

reduzir as interferências nas respostas comportamentais, os animais em pares 

não diferem de mais de 10 g no peso corporal e não apresentarão experiência 

social anterior (Melancia et al., 2017). 

 

Figura 7: Representação do teste de comportamento de brincar 

 

                           
                      Fonte: Adaptado de MELANCIA, F.; TREZZA, V, 2017 
 

 

 

 5.9.6 Teste com placas de furos  

 

O teste com placas de furos consiste em um aparato de arena quadrada 

com fundo preto e 16 furos com três cm de diâmetro cada. No DPN 30-32, os 

ratos foram colocados no aparato e seu comportamento foi filmado por 5 minutos 

para análise comportamental. O parâmetro medido através da filmagem foi o 

número de imersões com a cabeça em cada furo nos orifícios da placa (Servadio 

et al., 2016). Após o experimento com cada animal, o aparato foi limpo com 

álcool 5 %. 
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                  Figura 8: Representação do teste de placa com furos. 
        

 

                                                             
                           Fonte: Adaptado de MELANCIA, F.; TREZZA, V, 2018. 

 
 

5.9.7 Avaliação da expressão do receptor de glicocorticoide por Western 

Blotting 

 

Alguns animais, após o teste de labirinto em cruz elevado, foram utilizados 

para a análise da expressão de GR por Western Bloting. Para isso, após o teste 

de labirinto em cruz elevado, os animais foram mortos por decaptação e 

imediatamente depois o hipocampo foi dissecado e armazenado em -80°C até o 

momento da realização do teste de Bradford. Para a realização do teste de 

Bradford as amostras foram homogeneizadas em tampão de lise com um 

coquetel de inibidores de protease (Sigma-Aldrich, St Louis, MO). Em seguida 

as amostras foram centrifugadas (9200 rpm, 15 minutos, 4ºC) e a concentração 

de proteínas no sobrenadante foi quantificada pelo teste de Bradford. 

As amostras contendo o tampão de lise juntamente com Laemmli foram 

fervidas (100°C) submetidas a análise de Western bloting. As proteínas foram 

separadas por SDS-PAGE a 10% (eletroforese em gel de poliacrilamida com 

dodecilsulfato de sódio) e em seguida transferidas para membranas de 

nitrocelulose em um sistema eletroforético semi-seco (Bio-Rad, Hercules, CA).  

A membrana foi lavada 3 vezes em PBS contendo 0,05% de Tween 20, 

bloqueada com 5% de leite desnatado e 0,5% de albumina em TTBS durante 3 

h à temperatura ambiente e depois  incubadas overnight, a 4 ° C com um 
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anticorpo anti-Gr (1∶1000, Santa Cruz-sc 1004). No dia seguinte, após 3 

lavagens em PBS contendo 0,05% de Tween 20, as membranas foram 

incubadas durante 1 h à temperatura ambiente com anticorpo secundário 

específico anti-rabbit (1:4000, Abcam-ab). Após o período de incubação, a 

membrana foi lavada 3 vezes em PBS 0,1 M contendo Tween 20 a 0,05% e 

depois aplicou-se um kit de detecção comercial durante aproximadamente 1 a 2 

minutos (kit de detecção ECL, Bio-Rad, Hercules, CA). As imagens de análise 

foram capturadas por analisador de imagem por quimioluminescência 

(Chemidoc, Bio-Rad, Hercules, CA).    

   Posteriormente as membranas passaram pelo processo de stripping 

seguido do bloqueio em 5% de leite desnatado em PBS durante 2 h. Após o 

bloqueio as membranas foram lavadas 3 vezes em PBS 0,1 M contendo Tween 

20 a 0,05%, seguida da incubação overnight, a 4 ° C com anticorpo anti-actina 

(1:5000, sigma aldrich 4700). No dia seguinte, as membranas foram lavadas 3 

vezes em PBS 0,1 M contendo Tween 20 a 0,05%, e as membranas foram 

incubadas por 1 h com o anticorpo secundário anti-mouse (1:2000, Abcam-ab 

6789). 

Após a incubação, as membranas foram novamente lavadas 3 vezes em PBS 

0,1 M contendo Tween 20 a 0,05%, em seguida aplicou-se um kit de detecção 

comercial durante aproximadamente 1 a 2 minutos (kit de deteco ECL, Bio-Rad, 

Hercules, CA). As imagens de análise foram capturadas por analisador de 

imagem por quimioluminescência (Chemidoc, Bio-Rad, Hercules, CA) e as 

intensidades de banda foram quantificadas utilizando um software específico da 

Bio-Rad. 

A intensidade de cada banda foi expressa em relação à da β-actina e os 

dados foram expressos normalizados para o controle. 

 

 

 

 

 

 

 

 



47 
 

Figura 9- Equipamentos usados na técnica de Western Blotting 

 

                   Fonte: BIO RAD,2019. 

 

 

5.9.8 Dosagem dos níveis plasmáticos de corticosterona 

 

Para a coleta de sangue foram utilizados os mesmos animais que 

passaram pelo teste de reexposição ao aparato de choque e labirinto em cruz 

elevado e animais a nível basal, onde não foi realizado nenhum teste, assim, 

imediatamente após os testes, os animais provenientes de mães do grupo 

choque e do grupo não choque foram cuidadosamente transferidos para outra 

sala onde foram decaptados e o sangue foi coletado do tronco (5 mL), em tubos 

plásticos heparinizados, mantidos sob o gelo. O plasma foi separado por 

centrifugação (3000 rpm, 4°C, 15 min.) e as alíquotas mantidas a -20°C até o 

momento da dosagem hormonal. 

Antes da dosagem hormonal, as amostras foram liofilizadas. Para isto, as 

amostras descongeladas, agitadas uma por vez por 30 segundos, em seguida 

25 μl do plasma foi adicionado em um tubo de vidro contendo 1 ml de etanol 

seguido novamente de agitação de uma amostra por vez por 15 segundos. Em 

seguida as amostras foram mantidas em freezer a (-20°C, por 30 minutos) e 

posteriormente foram submetidas a centrifugação (4000 rpm, 4°C por 

20 minutos). O sobrenadante foi vertido em outro tubo devidamente identificado 

e submetido a liofilização (Labconco, Centrizap). A dosagem de corticosterona 

foi realizada utilizando-se a técnica de radioimunoensaio, que foi realizada no 

Laboratório de Neuroendocrinologia da Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto 

– USP 
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6 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

Os resultados obtidos foram analisados utilizando um software GraphPad 

versão 7.0 e expressos como média ± erro padrão da média (EPM). Para 

comparação de dois grupos foi aplicado o teste “t” de Student. Para comparação 

de dois fatores foi utilizado a análise de variância (ANOVA two-way) seguido pelo 

pós-teste de Bonferroni. Foram considerados estatisticamente diferentes grupos 

analisados em que p < 0,05. 
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7 RESULTADOS  

 

7.1 AVALIAÇÃO DA VARIAÇÃO DO GANHO DE PESO DAS RATAS    

      GESTANTES E LACTANTES  

 

 De acordo com a figura 10, gráfico A, observa-se que houve uma redução 

na variação do ganho de peso nos 18° DG (p < 0,01) e 21° DG (p < 0,001) das 

ratas do grupo choque quando comparadas as ratas do grupo não choque. (Fator 

tratamento: F 1,144 = 26,08 e p < 0,001, fator dias de gestação: F 7,144 = 239,60 e 

p < 0,006, interação entre os dois fatores: F7,144 = 3,92 e p = 0.001). No gráfico B 

observamos que não houve diferença entre os grupos estudados na variação da 

perda de peso (g). 

 

  Figura 10 – Gráfico A: Variação do ganho de peso (g) das ratas do grupo não choque do   

                   grupo choque 
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 Fonte: Da autora. 
 Nota: Gráfico A: Variação do ganho de peso (g) das ratas do grupo não choque (n=10) e ratas   
           do grupo choque (n=10) e gráfico B: Variação da perda de peso (g) das ratas do grupo  
           não choque (n=10) e ratas do grupo choque (n=10) 
           Valores expressos como média ± EPM **p < 0,01 e ***p < 0,001   quando comparada as  
           ratas do grupo não choque (ANOVA Two-way, seguido pelo pós-teste Bonferroni). 
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7.2 AVALIAÇÃO DO COMPORTAMENTO DE CONGELAMENTO DAS RATAS  

      LACTANTES  

 

 Na figura 11 observa-se que houve um aumento no tempo de 

congelamento das ratas lactantes do grupo choque (*** p < 0,001) quando 

comparadas as ratas lactantes do grupo não choque. 

 

                   Figura 11 – Tempo de congelamento das ratas 
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                              Fonte: Da autora. 
                Nota: Tempo de congelamento das ratas lactantes do grupo não choque  
                          (n=10) e das ratas  lactantes do grupo choque (n=10). 

                                       Valores expressos como média ± EPM ***p < 0,001 quando   
                                       comparadas as ratas lactantes do  grupo não choque(Teste t d student). 
                               
 

 

7.3 AVALIAÇÃO DA PERFORMANCE COMPORTAMENTAL DAS RATAS  

      LACTANTES  

 

 7.3.1 Avaliação do comportamento materno 

 

 Na figura 12 observa-se que ocorreu uma redução na porcentagem do 

número de lambidas (p < 0,001), da cifose (p < 0,01), posição passiva (p < 0,001), 

porcentagem da construção do ninho (p < 0,001), do self grooming (p < 0,05) e 

um aumento da porcentagem sob os filhotes (p < 0,01), de exploração sem os 

filhotes (p < 0,01), porcentagem de sem os filhotes se alimentando (p < 0,05) e 

sem filhotes não explorando (p < 0,001) das ratas lactantes do grupo choque 

quando comparadas com as ratas lactantes do grupo não choque.  
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      Figura 12– Avaliação da porcentagem do comportamento materno 
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      Fonte: Da autora. 
      Nota: Avaliação da porcentagem do comportamento materno de lambida, cifose, sobre os  
         filhotes, passiva,construção do ninho  e self-grooming e do comportamento não materno  
         de alimentação, exploração e não exploração das ratas lactantes do  grupo não choque 
         (n=10) e do grupo choque (n=10). 
         Valores expressos como média ± SEM *p < 0,05, **p < 0,01 e ***p < 0,001 quando           
         comparadas as ratas lactantes do grupo não choque. (Teste T de student). 
  

 

7.3.2 Avaliação do teste de campo aberto 

 

Na figura 12 observa-se que não houve diferença entre os grupos 

estudados na distância percorrida (cm) e no tempo (s) de imobilidade. 

 

Figura 13- Teste de campo aberto. 
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                 Fonte: Da autora. 
              Nota: Gráfico A: distância percorrida (cm) e gráfico B: tempo de imobilidade (s)  
                        das ratas lactantes do grupo não choque (n =10) e do grupo choque (n=10). 
                        Valores expressos como média ± EPM (Teste t de student) 
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7.3.3 Avaliação do teste de reconhecimento de objetos de memória a curto   

         prazo (2 horas) 

 

A figura 14 mostra a avaliação do teste de RO de memória a curto prazo 

(2 horas) de ratas lactantes do grupo não choque e do grupo choque. 

No gráfico A observa-se um aumento no tempo (s) de exploração do 

objeto familiar (p<0,05), no gráfico B observa-se uma redução no tempo (s) de 

exploração do objeto novo (p < 0,001) e no gráfico C uma redução do índice de 

RO (p<0,05) das ratas lactantes do grupo choque quando compradas com as 

ratas lactantes do grupo não choque 

 

Figura 14- Teste de reconhecimento de objetos a curto prazo. 
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          Fonte: Da autora. 
          Nota: Gráfico A: Tempo de exploração do objeto familiar, gráfico B: tempo de exploração  
                   do objeto novo e gráfico C: índice de  reconhecimento de objetos das ratas lactantes        
                   do grupo não choque (n=10) e do grupo choque (n=10). 

       Valores expressos como média ± EPM. * p < 0,05. e ***p < 0,001 quando                
       Comparada as ratas do grupo não choque (Teste t de student).   
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A figura 15 mostra a avaliação do teste de RO de memória a longo prazo 

(24 horas) das ratas lactantes do grupo não choque e do grupo choque. 

No gráfico A observa-se uma redução no tempo (s) de exploração do 

objeto familiar (p<0,05), no gráfico B observa-se uma redução no tempo (s) de 

exploração do objeto novo (p < 0,01) e no gráfico C não houve alterações entre 

os grupos de ratas lactantes do grupo choque quando compradas com as ratas 

lactantes do grupo não choque 

 

Figura 15- Teste de reconhecimento de objetos a longo prazo. 
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Fonte: Da autora. 
Nota:  Gráfico A: Tempo de exploração do objeto familiar, gráfico B: tempo de exploração  
           do objeto novo e gráfico C:índice de reconhecimento de objetos das ratas lactantes   
           do grupo não choque (n=10) e do grupo choque (n=10). 
          Valores expressos como média ± EPM. * p < 0,05, ** p < 0,01 e ***p < 0,001 quando  
          comparada as ratas do grupo não choque (Teste t de student).   
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7.3.4 Dosagem dos níveis plasmáticos de corticosterona em ratas após a      

         exposição ao choque e após a reexposição ao aparato de choque      

         inescapável 

A figura 16 mostra a dosagem dos níveis de corticosterona plasmática 

(ng/ml) das ratas gestantes do grupo não choque e do grupo choque após a 

exposição ao aparato de choque inescapável. 

No gráfico, observa-se um aumento dos níveis de corticosterona (p < 0,05) 

das ratas gestantes do grupo choque quando compradas com as ratas gestantes 

do grupo não choque. 

 

                      Figura 16- Dosagem de corticosterona plasmática 
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                       Fonte: Da autora. 

                       Nota: Dosagem dos níveis plasmáticos de corticosterona (ng/ml) das ratas      
                            gestantes do grupo não choque (n=7) e do grupo choque (n=7). 
                            Valores expressos como média ± EPM. * p < 0,05 quando comparado as ratas     
                            do grupo não  choque (Teste t de student).   

 

A figura 17 mostra a dosagem dos níveis de corticosterona plasmática 

(ng/ml) das ratas lactantes do grupo não choque e do grupo choque após a 

reexposição ao aparato de choque inescapável. 

No gráfico, observa-se um aumento dos níveis de corticosterona (p < 0,5) 

das ratas lactantes do grupo choque quando compradas com as ratas lactantes 

do grupo não choque. 
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                     Figura 17- Dosagem de corticosterona plasmática 
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                  Fonte: Da autora. 
                  Nota: Dosagem dos níveis plasmáticos de corticosterona (ng/ml) das ratas  
                            lactantes do grupo não choque (n=7) e do  grupo choque (n=7). 
                           Valores expressos como média ± EPM. * p < 0,05 quando comparado as ratas  
                            do  grupo não choque (Teste t de student).   
                  
 

7.4 AVALIAÇÃO DO GANHO DE PESO DAS NINHADAS 

 

 A análise através de two-way ANOVA mostrou que houve efeito no fator 

tratamento (FT: F1,162 = 118,5 e p < 0,0001), no fator dias pós-natal (FDPN: F 

8,162= 488,6 e p < 0,001) e na interação entre os dois fatores (FT x FDPN: F8,162 

= 5,453 e p < 0,001) quando analisado o ganho de peso (g) das ninhadas. A 

análise do pós-teste Bonferroni demonstrou que houve uma redução do ganho 

de peso das ninhadas no 6º DPN (p < 0,05), no 9º DPN (p < 0,05), 12° DPN (p < 

0,001), 15° DPN (p < 0,001), 18° DPN (p < 0,001) e 21° DPN (p < 0,001) 

provenientes de ratas do grupo choque quando comparadas com as ninhadas 

de ratas do grupo não choque. 
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                      Figura 18: Ganho de peso da ninhada. 
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                    Fonte: Da autora. 
                Nota: Ganho de peso (g) da ninhada provenientes de ratas do grupo não                    
                              choque (n=10) e do grupo choque (n=10). 
                              Valores expressos como média ± EPM. * p < 0,05 e *** p < 0,001 quando  
                              comparadas com as ninhadas provindas de ratas do grupo não choque        
                              (ANOVA Two-way, seguido pelo pós-teste Bonferroni). 
                    
 

7.5 AVALIAÇÃO DAS VOCALIZAÇÕES ULTRASSÔNICAS E DA  

      PERFORMANCE COMPORTAMENTAL DOS FILHOTES  

 

7.5.1 Vocalização Ultra-Sônica (VUS) 

 

Na figura 19, gráfico A observa-se um aumento no número de 

vocalizações ultrassônicas de filhotes machos (p < 0,05) e no gráfico B um 

aumento no número de vocalizações ultrassônicas de filhotes fêmeas (p < 0,05) 

provenientes de ratas do grupo choque quando comparadas com filhotes 

provenientes de ratas do grupo não choque. 
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Figura 19- Numero de vocalizações ultrassônicas  
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 Fonte: Da autora. 

Nota: Gráfico A: Número de vocalizações ultrassônicas dos filhotes machos provenientes  
          das ratas do grupo não choque (n=10) e do   grupo choque (n=10) e gráfico B:  
          número de vocalizações ultrassônicas dos filhotes fêmeas provenientes das ratas do               
          grupo não choque (n=10) e do grupo choque (n=10). 
          Valores expressos como média *p<0.05 ±EPM (Teste t de student) 

 

 

7.5.2 Teste de comportamento de retorno a maravalha da mãe 

 

Na figura 20, gráfico A, observa-se que houve um aumento na latência (s) 

para chegar a maravalha da mãe (p<0,01) e no gráfico B observa-se uma 

redução no tempo (s) de permanência na maravalha da mãe (p<0,01) dos 

filhotes machos provenientes de ratas do grupo choque quando comparado a 

filhotes machos provenientes do grupo não choque. 

 

Figura 20- Teste de retorno a maravalha da mãe. 
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           Fonte: Da autora. 
           Nota: Gráfico A: latência (s) dos filhotes para chegar a maravalha da mãe, gráfico B:  
                       tempo(s) de permanência dos filhotes machos na maravalha da mãe de ratas do  
                       grupo não choque (n=10) e  do grupo choque(n=10) . 
                       Valores expressos como média ± EPM.  (Teste t de student). **p < 0,01 quando                
                       comparado com os filhotes machos provenientes de ratas do grupo não choque. 
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Na figura 21, gráfico A, observa-se que houve um aumento na latência (s) para 

chegar a maravalha da mãe (p<0,01) e no gráfico B observa-se uma redução no 

tempo (s) de permanência na maravalha da mãe (p<0,05) dos filhotes fêmeas 

provenientes de ratas do grupo choque quando comparado a filhotes fêmeas 

provenientes do grupo não choque. 

 

Figura 21- Teste de retorno a maravalha da mãe. 
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Fonte: Da autora. 
Nota: Gráfico A: latência (s) dos filhotes para chegar a maravalha da mãe, gráfico B: tempo  
         (s) de permanência dos filhotes na maravalha da mãe de filhotes fêmeas de ratas do      
         grupo não choque (n=10) e  do grupo  choque(n=10) . 
         Valores expressos como média ± EPM.  (Teste t de student). *p < 0,05 e **p < 0,01 quando  
         comparado com filhotes fêmeas  provenientes de ratas do grupo não choque. 
 
 
 

7.5.3 Avaliação do teste de labirinto em cruz elevado 
 

 

Na figura 22, gráfico A, observa-se que não houve diferenças entre os 

grupos estudados quando analisado o tempo (s) de permanência nos braços 

fechados, no gráfico B observa-se uma redução no tempo (s) de permanência 

nos braços abertos (p<0,05) e no gráfico C observa-se um aumento no número 

de mergulhos com a cabeça (***p<0,001) dos filhotes machos provenientes de 

ratas do grupo choque quando comparado a filhotes machos provenientes do 

grupo não choque. 
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Figura 22- Teste de labirinto em cruz elevado  
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Fonte: Da autora. 
Nota: Gráfico A: Tempo (s) de permanência nos braços fechados e gráfico B: tempo (s)  
          de permanência nos braços abertos de filhotes machos de ratas do grupo não choque  
          Valores expressos como média ± EPM.  (Teste t de student). *p < 0,05 e *** p <  
          0,001) quando comparado com os filhotes machos provenientes de ratas do grupo não       
          choque. 
 

 

Na figura 23, gráfico A, observa-se que não houve diferenças entre os 

grupos estudados quando analisado o tempo (s) de permanência nos braços 

fechados, no gráfico B observa-se uma redução no tempo (s) de permanência 

nos braços abertos (p<0,01) e no gráfico C observa-se que houve um aumento 

no número de mergulhos com a cabeça (p<0,001) dos filhotes fêmeas 

provenientes de ratas do grupo choque quando comparado a filhotes fêmeas 

provenientes do grupo não choque. 
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Figura 23- Teste de labirinto em cruz elevado  
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Fonte: Da autora. 
Nota: Gráfico A: Tempo (s) de permanência nos braços fechados, gráfico B: tempo (s)  
          de permanência nos braços abertos e gráfico C: mergulhos com a cabeça de filhotes       
          fêmeas de ratas do grupo não choque (n=10) e do grupo choque(n=10) . 
          Valores expressos como média ± EPM.  (Teste t de student). **p < 0,01 e ***p<0,001     
          quando comparado com os filhotes fêmeas provenientes de ratas do grupo não choque. 
 

 

7.5.4 Avaliação do teste de campo aberto 

 

Na figura 24 observa-se que não houve diferenças entre os grupos 

estudados na distância percorrida (cm) no gráfico A e no tempo (s) de 

imobilidade no gráfico B, já no gráfico C houve um aumento no tempo (s) de 

permanência na periferia do aparato e no gráfico D houve uma redução do tempo 

(s) de permanência no centro do aparato quando comparado filhotes machos 

provenientes de ratas do grupo choque com os filhotes de ratas do grupo não 

choque. 
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Figura 24: Teste de campo aberto. 
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Fonte: Da autora 
 Nota: Gráfico A: distância percorrida (cm), gráfico B: tempo de imobilidade (s), gráfico C: tempo  
          (s) de permanência na periferia do aparato e gráfico D: tempo (s) de permanência no centro  
          do aparato dos filhotes machos provenientes das ratas lactantes do grupo não choque (n  
          =10) e do grupo choque (n=10). 
          Valores expressos como média ± EPM (Teste t de student) 
 

 

Na figura 25 observa-se que não houve diferenças entre os grupos 

estudados na distância percorrida (cm) no gráfico A e no tempo (s) de 

imobilidade no gráfico B, já no gráfico C houve um aumento no tempo (s) de 

permanência na periferia do aparato e no gráfico D houve uma redução do tempo 

(s) de permanência no centro do aparato quando comparado filhotes fêmeas 

provenientes de ratas do grupo choque quando comparadas com os filhotes de 

ratas do grupo não choque. 
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Figura 25- Teste de campo aberto. 
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Fonte: Da autora 
Nota: Gráfico A: distância percorrida (cm), gráfico B: tempo de imobilidade (s), gráfico C: tempo  
          (s) de permanência na periferia do aparato e gráfico D: tempo (s) de permanência no centro  
          do aparato dos filhotes fêmeas provenientes das ratas lactantes do grupo não choque (n  
          =10) e do grupo choque (n=10). 
          Valores expressos como média ± EPM (Teste t de student) 
 

 

 

7.5.5 Teste de comportamento de brincar  

 

Na figura 26, gráfico A observa-se uma redução do tempo (s) do 

comportamento total de brincar de filhotes machos (p<0,001) e no gráfico B 

observa-se uma redução do tempo (s) do comportamento total de brincar de 

filhotes fêmeas (p<0,001) provenientes de ratas do grupo choque quando 

comparado ao grupo não choque. 
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       Figura 26-Teste de comportamento de brincar  
F  
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Fonte: Da autora. 
 Nota:  Gráfico A: Tempo (s) do comportamento total de brincar de filhotes machos e gráfico  
            B: tempo (s) do comportamento total de brincar de filhotes fêmeas provenientes das  
            ratas lactantes do grupo não choque (n=10) e do grupo choque (n=10). 
            Valores expressos como média ± EPM. *p <0,5, **p < 0,01, e *** e p < 0,001 quando  
            comparado ao grupo não choque. 
 

 

7.5.6 Teste da placa com furos 

 

Na figura 27 observa-se no gráfico A que não houve diferenças no número 

de imersões com a cabeças dos filhotes machos nos grupos estudados. Já no 

gráfico B observa-se um aumento no número de imersões com a cabeça de 

filhotes fêmeas provenientes de ratas do grupo choque (p<0,001) quando 

comparado com os filhotes fêmeas provenientes de ratas do grupo não choque. 

 

   Figura 27- Teste de placa com furos. 
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  Fonte: Da autora. 
  Nota: Gráfico A: Número de imersões com a cabeça dos filhotes machos provenientes de  
            ratas do grupo não choque (n=10) e do grupo choque (n=10) e gráfico B: Número  
            de imersões com a cabeça dos filhotes fêmeas provenientes de ratas do grupo não                  
            choque (n=10) e do grupo choque (n=10) 
            Valores expressos como média ± EPM (Teste t de student) ***p < 0,001 
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7.5.7 Avaliação da expressão de GR por Western Blotting 

 

Na figura 28 observa-se no gráfico A observa-se um aumento da 

expressão de GR no hipocampo dos filhotes machos provenientes de ratas do 

grupo choque (p<0,05) quando comparado com os filhotes machos provenientes 

de ratas do grupo não choque. Já no gráfico B observa-se um aumento da 

expressão de GR no hipocampo dos filhotes fêmeas provenientes de ratas do 

grupo choque (p<0,05) quando comparado com os filhotes fêmeas provenientes 

de ratas do grupo não choque.  

 

Figura 28- Teste de Western blotting 
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Fonte: Da autora. 
Nota: Gráfico A: Expressão de GR dos filhotes machos provenientes de ratas do grupo não  
          choque (n=4-6) e do grupo choque (n= 4-6) e gráfico B: expressão de GR dos filhotes  
          fêmeas provenientes de ratas do grupo não choque (n=4-6) e do grupo choque . Nota:          
          Valores expressos como média ± EPM (Teste t de student) *p < 0,05 quando comparado  
          com os filhotes do grupo não choque. 

 

7.5.8 Dosagem dos níveis plasmáticos de corticosterona 

 

A figura 29 mostra a dosagem dos níveis de corticosterona plasmática 

(ng/ml) em filhotes machos e fêmeas do grupo não choque e do grupo choque a 

nível basal. 

No gráfico A, observa-se um aumento dos níveis de corticosterona (p < 

0,05) dos filhotes machos do grupo choque quando comparados com os filhotes 

machos do grupo não choque, no gráfico B, também observa-se um aumento 
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dos níveis de corticosterona (p < 0,05) dos filhotes fêmeas do grupo choque 

quando comparadas com os filhotes fêmeas do grupo não choque, 

 
Figura 29- Dosagem de costicosterona basal. 
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Fonte: Da autora. 

Nota: Gráfico A: Dosagem dos níveis plasmáticos de corticosterona (ng/ml) dos filhotes  

          machos do grupo não choque  (n=7) e do grupo choque (n=7) e gráfico B: : Dosagem  
          dos níveis plasmáticos de corticosterona (ng/ml) dos filhotes fêmeas  do grupo não      
          choque (n=7) e do grupo choque 
          Valores expressos como média ± EPM. * p < 0,05 quando comparado as ratas do grupo     
          não choque (Teste t de  student).   

 

A figura 30 mostra a dosagem dos níveis de corticosterona plasmática 

(ng/ml) em filhotes machos e fêmeas do grupo não choque e do grupo choque 

após o teste de labirinto em cruz elevado. 

No gráfico A, observa-se um aumento dos níveis de corticosterona (p < 

0,05) dos filhotes machos do grupo choque quando comparados com os filhotes 

machos do grupo não choque, no gráfico B, também observa-se um aumento 

dos níveis de corticosterona (p < 0,05) dos filhotes fêmeas do grupo choque 

quando comparadas com os filhotes fêmeas do grupo não choque. 
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 Figura 30- Dosagem de corticosterona após teste de labirinto em cruz elevado. 

0

5 0

1 0 0

1 5 0

C
o

rt
ic

o
s

te
ro

n
a

 (
n

g
/m

l)

N ã o  c h o q u e

C h o q u e

M a c h o s  d e  m ã e s :

*

0

5 0

1 0 0

1 5 0 N ã o  c h o q u e

C h o q u e

C
o

rt
ic

o
s

te
ro

n
a

 (
n

g
/m

l)

*

F ê m e a s  d e  m ã e s :

A B

 

Fonte: Da autora. 

Nota: Gráfico A: Dosagem dos níveis plasmáticos de corticosterona (ng/ml) dos filhotes  
          machos do grupo não choque (n=7) e do grupo choque (n=7) e gráfico B: : Dosagem  
          dos níveis plasmáticos de corticosterona (ng/ml) dos filhotes fêmeas  do grupo não  
          choque (n=7) e do grupo choque 
          Valores expressos como média ± EPM. * p < 0,05 quando comparado as ratas do grupo      
          não choque (Teste t de  student).   
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8 DISCUSSÃO  

 

 Os resultados desse trabalho demonstram até o momento, que ratas 

submetidas ao TEPT apresentaram um aumento no tempo de congelamento ao 

serem reexpostas ao local do trauma, redução do ganho de peso em períodos 

finais da gestação, além de redução do comportamento materno. Já em filhotes 

provenientes de ratas submetidas ao TEPT, observamos uma redução do peso 

ao nascer, aumento do número de vocalizações ultrassônicas, aumento da 

latência para alcançar a maravalha da mãe e redução do tempo de permanência 

na maravalha da mãe na infância, além de na adolescência, apresentarem uma 

redução do tempo de permanência nos braços abertos e aumento no número de 

mergulhos com a cabeça no teste de labirinto em cruz elevado,redução do 

comportamento de brincar e aumento no número de imersões com a cabeça no 

teste de placas com furos quando comparados a filhotes provindos de mãe não 

submetidas ao TEPT.  

 Ainda é desconhecida na literatura a influência do TEPT gestacional sobre 

alterações no comportamento materno e na prole. Diante disso, nosso trabalho 

faz-se necessário, pois avaliou como um modelo de choque inescapável seguido 

de isolamento social para indução de estresse pós-traumático pode alterar o 

comportamento materno e o neurodesenvolvimento da prole.  

O TEPT é uma doença psiquiátrica crônica com altos índices de 

prevalência, sendo desenvolvida em indivíduos após a exposição a um evento 

traumático. Foi listado na quinta edição do Manual Diagnóstico e Estatístico de 

Transtornos Mentais (DSM-5) como sendo um transtorno relacionado a trauma 

e estresse, incluindo em suas características como alterações emocionais e 

cognitivas relacionadas a uma adaptação ao trauma. Entre os sintomas do TEPT 

estão: sinais de insegurança, alterações de respostas ao medo e a ansiedade, 

sintomas associados à depressão, além de alterações cognitivas. Tais 

disfunções parecem estar ligadas ao desenvolvimento e cronicidade do TEPT 

(MESSMAN-MOORE; WARD; AMERICAN PSYCHIATRIC ASSOCIATION, 

2013; HOLMES & SINGEWALD, 2013). 

Um dos modelos utilizado na indução do TEPT, e que foi utilizado em 

nosso estudo, é o choque elétrico seguido por isolamento social. Este modelo 

causa efeitos comportamentais e fisiológicos a longo prazo e reproduz sintomas 
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semelhantes ao TEPT em humanos (PYNOOs et al., 1996; PAWLYK et al., 

2005).  

Usando sessão de reexposição, avaliamos a retenção de memória 

analisando o tempo de permanência em congelamento. Foi observado um 

aumento no tempo de congelamento em animais expostos ao choque 

demonstrando uma forte memória contextual para a experiência traumática. 

Corroborando com nossos resultados, outro estudo que utilizou o mesmo modelo 

de TEPT demonstrou um aumento no tempo de congelamento no mesmo 

intervalo de retenção (BERARDI et al., 2014). 

Para caracterizar o desenvolvimento do TEPT é importante observar 

alterações de memória não relacionada ao trauma, já que um dos sintomas do 

TEPT é o déficit cognitivo. Para isso, foi realizado o teste de RO. É um teste 

simples e não é considerado estressante, apresenta-se muito eficiente para 

detectar alterações na memória a curto e longo prazo (MIKICS; BARANYI, 

HALLER, 2008). Estudos anteriores demostraram um déficit de memória a curto 

prazo e a longo prazo em ratos machos com TEPT induzido por estresse único 

prolongado (SPS), quando submetidos ao teste de RO (PHILBERT; BELZUNG; 

GRIEBEL, 2015). Estes estudos corroboram com nossos dados em que houve 

uma redução no índice de RO a curto e a longo prazo de ratas submetidas ao 

choque demonstrando assim déficit de memória não relacionada ao trauma e 

sugerindo que as ratas que foram submetidas ao choque adquiriram sintomas 

semelhantes ao TEPT. 

 Foi realizado também o teste de campo aberto para avaliação da atividade 

locomotora das ratas submetidas ou não ao choque. Em nossos resultados, não 

observamos diferença na distância percorrida (cm) e no tempo de imobilidade 

(seg) entre os grupos, sugerindo que o TEPT não alterou a locomoção no teste 

de campo aberto. Existem relatos na literatura que roedores com sintomas 

semelhantes ao TEPT, não demonstraram diferenças de locomoção entre os 

grupos estudados, corroborando com os resultados desse trabalho. Assim, como 

em um estudo de Zhang et al (2015), onde observou-se que animais com TEPT 

induzido por SPS, não apresentaram mudanças relacionadas a locomoção no 

teste de campo aberto quando comparados a animais não estressados 

(REZNIKOV et al., 2014; BERARDI, 2014).  
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Em nosso estudo, foi avaliado o ganho de peso das ratas durante a 

gestação, onde ratas submetidas ao TEPT apresentaram uma redução do ganho 

de peso em períodos finas da gestação (18° e 21° DG) quando comparadas com 

ratas não submetidas ao TEPT. Em um estudo realizado por Prado e 

colaboradores (2018), observou-se em ratas submetidas ao estresse de 

superpopulação uma redução do ganho de peso a partir do 14°DG. Essa redução 

de peso, em relação ao controle, já foi descrita em diferentes modelos de 

estresse (SPS e nado forçado) (Amugongo, Hlusko. 2014; Fujita, et al., 2010; Liu 

et al. (2015), assim como, Govindaraj et al. (2017), utilizando um modelo de 

estresse de contenção, observaram menor ganho de peso durante a gestação. 

Além disso Nishio et al. (2006) e Haim et al. (2016), demostram também um 

efeito do estresse na redução do ganho de peso durante períodos finais da 

gestação, corroborando assim com nossos resultados.  

 Avaliamos também o comportamento materno das ratas submetidas ou 

não ao choque e observamos que houve uma redução do comportamento 

materno. Pesquisas realizadas em nosso laboratório demonstraram que níveis 

elevados de corticosterona plasmática devido a uma situação de estresse, 

podem reduzir o comportamento materno e a secreção de hormônios como 

ocitocina e prolactina que são essenciais para o início e manutenção do CM 

(VILELA; GIUSTI-PAIVA, 2011). Prado e colaboradores (2018) ao utilizar 

estresse de superpopulação, observaram a redução do comportamento materno, 

principalmente no número de lambidas. Golub et al. (2016) constataram uma 

redução no tempo de lambida em camundongos expostos ao estresse pré-natal 

induzido por choque, demonstrando que uma mãe tipo-ansiosa lambe menos 

seus filhotes.  

Um outro estudo ao utilizar SPS (contenção, 20 minutos de natação 

forçada, 15 minutos de descanso e 1-2 minutos de éter dietílico) como modelo 

de indução de estresse no 12° dia de gestação, demonstrou uma redução de 

lambidas, de cifose e construção do ninho assim como no nosso estudo 

(Alzoubi.k, H., 2019). 

Dosagens de costicosterona plasmáticas também foram realizadas após 

a exposição ao aparato de choque e após a reexposição ao choque. Logo após 

a exposição a fonte de estresse, as ratas do grupo choque apresentaram níveis 
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aumentados de corticosterona plasmática quando comparadas ao grupo não 

estressado.  

Níveis aumentados de corticosterona também foram observados por 

Jafari e colaboradores (2017), que ao submeter um grupo de camundongos nos 

dias gestacionais 12 ,14 e 17 ao estresse por ruído de 3000 Hz por 24 horas e 

outro grupo de camundongos ao estresse físico de contenção e realizaram 

dosagem de corticosterona após o estresse. 

Em estudo realizado por Wilson e colaboradores (2012), utilizando do 

método de estresse único prolongado do 14° dia gestacional até períodos finais 

da gestação, ao dosar níveis plasmáticos de corticosterona após a exposição ao 

estresse demonstrou que há um aumento dos níveis em relação a ratas não 

estressadas. 

Ao nascer, a prole provinda de ratas submetidas ao TEPT apresentou um 

peso reduzido quando comparada a prole de ratas não submetidas ao TEPT. 

Prado (2018) utilizando um modelo de estresse social por superpopulação 

durante toda a gestação, observou uma redução do peso da prole ao nascer 

quando comparada a prole de mães não submetidas ao estresse. Corroborando 

com nosso trabalho, Vaughan e colaboradores (2012), adicionaram 

corticosterona na água de beber de ratas prenhes durante toda a gestação e 

verificaram que houve uma redução do peso da prole. Portanto, estresse durante 

a gestação pode reduzir o peso da prole ao nascer. 

 No 5º dia de lactação, foi avaliado o número VUSs e foi encontrado um 

aumento do número de VUSs dos filhotes machos e fêmeas provindos de ratas 

submetidas ao TEPT quando comparados com seus respectivos controles. O 

aumento pode ter sido influenciado pela redução do comportamento materno, 

como no trabalho de Veronesi e colaboradores (2017), onde ratas que ingeriram 

dipirona na lactação, apresentaram uma redução do comportamento materno e 

seus filhotes obtiveram um aumento do número de vocalizações ultrassônicas. 

Além disso, alguns pesquisadores sugerem que o aumento do número de VUSs 

pode ser correlacionado com um comportamento inicial semelhante a ansiedade 

(TONKIS Et al.,2003; SEFFER et al.,2014; BATISTA et al., 2016). 

Outra análise realizada durante o período de lactação, no 13º dia, foi o 

comportamento de retorno a maravalha da mãe. O teste avalia padrões de 

discriminação olfativa, social e cognitiva dos filhotes mediante a discriminação 
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do odor da maravalha limpa com o odor da maravalha da mãe (BIGNAMI, 1996; 

SERVADIO; VANDERSCHUREN; TERRY; JOHANSON, 1996, TREZZA,2015). 

Em nosso estudo, os filhotes machos e fêmeas provindos de ratas submetidas 

ao TEPT, apresentaram uma redução do tempo de permanência e aumento da 

latência para alcançar a maravalha da mãe. Estes resultados são semelhantes 

ao estudo realizado por Souza e colaboradores (2013), em que ratas foram 

colocadas em uma plataforma elevada do 15° ao 18° dia de gestação e 

posteriormente na sua prole houve uma redução do tempo de permanência 

maravalha da mãe e um aumento da latência para chegar na maravalha da mãe. 

Assim, pode-se observar que o estresse gestacional pode prejudicar a 

discriminação olfativa dos filhotes e este fato pode posteriormente implicar em 

alterações no desenvolvimento do comportamento social e reconhecimento 

social (TERRY; JOHANSON, 1996). 

Para avaliação de parâmetros preditivos de ansiedade realizamos o teste 

de labirinto em cruz elevado em que constatamos que animais provindos de 

mães submetidas ao estresse pré-natal permaneceram menos tempo nos braços 

abertos e aumento no número de mergulhos com a cabeça no teste, indicando 

comportamento tipo ansioso. Resultados semelhantes foram obtidos por Golub 

e colaboradores (2016), em que ao submeter camundongos no 12° dia 

gestacional ao modelo de choque inescapável nos pés e testaram seus filhotes 

no 28° de vida no teste de labirinto em cruz elevado e observou que os filhotes 

provindos de mães estressadas permaneceram menos tempo nos braços 

abertos e teve mens porcentagem de entrada nos mesmos quando comparados 

aos filhotes não estressados. 

Pesquisas realizadas por Estanilau (2006), ao submeterem ratas durante 

toda a gestação a choques incontroláveis nos pés e testar seus filhotes com 

30,45 e 60 dias de vida no teste de labirinto em cruz elevado, obteve como 

resultado um menor tempo de permanência nos braços abertos e um aumento 

no número de mergulhos com a cabeça (head dips). Usando o método de 

estresse único prolongado, Wilson (2013), também observou o aumento no 

número de mergulhos com a cabeça de filhotes provindos de ratas estressadas 

quando comparado com os controles. 

A fim de avaliar a atividade locomotora dos filhotes, foi realizado o teste 

de campo aberto, em que não houve diferenças entre os grupos estudados, 
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assim como no modelo de estresse gestacional induzido por superpopulação por 

Prado e colaboradores (2018), onde não houve alterações de locomoção nos 

grupos analisados. Portanto, as alterações encontradas nos filhotes não estão 

relacionadas com uma alteração da locomoção. No teste de campo aberto 

observamos também parâmetros preditivos de ansiedade ao analisar o tempo 

de permanência no centro e na periferia do aparato e como resultados obtivemos 

que filhotes provindos de ratas que passaram pelo estresse durante a gestação, 

passaram mais tempo na periferia do aparato e menos tempo no centro quando 

comparado com filhotes provindos de ratas não estressadas. 

Resultados semelhantes foram observados por Iturra-Mena e 

colaboradores em 2018, em que ao submeter ratas ao estresse de contenção 

durante os dias 14 a 21 da gestação e testar sua prole na adolescência no teste 

de campo aberto, viu que os filhotes eram mais ansiosos e permaneciam mais 

tempo na periferia do aparato e menos tempo no centro do aparato quando 

comparado aos filhotes de mães não estressadas. Lussier (2018), ao submeter 

ratas prenhes ao estresse único prolongado, concluiu que seus filhotes 

apresentaram um comportamento tipo ansioso analisado pelo labirinto em cruz 

elevado e no campo aberto, em que permaneceram um tempo menos na área 

central do aparato, quando comparados a filhote de ratas não estressadas. 

Além disso, os animais foram submetidos ao teste de comportamento de 

brincar, que possibilita a análise de alterações no comportamento de 

comunicação e contato entre os animais (MANDUCA et. al.,2015). Criado por 

File e Hyde no ano de 1978, foi baseado no comportamento de interação natural 

dos animais da mesma espécie, podendo ser analisado o tempo em que o animal 

gasta cheirando ou seguindo o outro animal (OVERSTREET; KNAPP; BREESE, 

2002). Obtivemos em nosso trabalho uma redução do tempo total de 

comportamento de brincar de filhotes machos e fêmeas provindos de ratas 

submetidas ao TEPT quando comparadas ao seu controle. O mesmo pode ser 

observado em um estudo citado anteriormente de Souza e colaboradores (2013), 

em que filhotes provindos de ratas submetidas ao estresse de plataforma 

elevada durante a gestação, apresentaram redução no comportamento de 

brincar. Portanto, pode-se observar que o estresse durante a gestação pode 

prejudicar o comportamento de brincar e isto pode implicar em consequências 

tardias como alterações cognitivas e emocionais (SIVIY, 2018).  
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 Utilizamos também o teste de placa com furos, onde é possível avaliar 

padrões de comportamento tipo-ansioso, observando o número de imersões 

com a cabeça nos buracos da placa (MAKANJUOLA Et al., 1997). Como 

resultado, observamos um aumento do número de imersões com a cabeça nos 

buracos da placa de filhotes fêmeas provindas de ratas com TEPT quando 

comparados ao controle, sugerindo um comportamento tipo-ansioso. Tais 

resultados também foram observados em estudo realizado por Siegmund e 

colaboradores (2009), em que ratas submetidas ao estresse de contenção de 45 

minutos por dia durante toda a gestação tiveram seus filhotes testados na 

adolescência para avaliação de comportamento tipo-ansioso na placa de furos e 

foi observado um aumento do número de imersões com a cabeça de filhotes 

provenientes de mães estressadas durante a gestação. Além disso, a 

administração de fluoxetina em ratos adolescentes provindos de mães 

submetidas ao estresse de contenção durante a gestação preveniu o aumento 

do número de imersões com a cabeça nos orifícios da placa com furos 

(BELZUNG ET.AL., 2001). 

Portanto, podemos sugerir que o TEPT durante a gestação levou ao 

aumento de parâmetros preditivos de ansiedade em diversos testes, além de 

prejudicar o comportamento de brincar da prole. Estas alterações podem estar 

associadas com a redução do CM e a exposição intrauterina dos embriões/fetos 

e pós-natal dos filhotes aos níveis aumentados de corticosterona materna. 

  Além disso, nossos resultados de corticosterona nos filhotes demonstrou 

que filhotes provindos de ratas com TEPT apresentaram níveis plasmáticos 

aumentados de corticosterona quando comparados a filhotes provindos de ratas 

sem TEPT. De fato, em estudo realizado Villain e colaboradores (2018) 

camundongos submetidos a um protocolo de estresse contendo nado forçado, 

contenção e choque inescapável nas patas durante a gestação deram origem a 

uma prole com maior concentração de corticosterona plasmática na 

adolescência quando comparado com camundongos provenientes de mães não 

estressadas, resultado também observado em pesquisa realizada por Golub em 

2016, onde camundongos foram submetidos a choque inescapável nas patas no 

12° DG e deram origem a filhotes apresentando nível de corticosterona 

plasmática também aumentado. 
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Por fim, analisamos a expressão de receptores de glicocorticoides (GR) 

no hipocampo dos filhotes e observamos um aumento da expressão de GR no 

hipocampo de filhotes provindos de ratas com TEPT. 

  A expressão de GR no hipocampo pode estar positivamente 

correlacionada com comportamentos semelhantes à ansiedade, como 

observado em estudos de Wei (2004) em que camundongos transgênicos 

superexpressando GR apresentaram um comportamento tipo ansioso em 

relação aos controles (WEI et al., 2004). Os efeitos da supreexpressão de GR 

também foi alvo de estudo de Wei em 2012, onde avaliou-se camundongos no 

teste de labirinto em cruz elevado e que apresentaram um aumento do 

comportamento tipo ansioso, tais achados sugerem que as primeiras 

programações na capacidade de respostas ao estresse são estabelecidas no 

início do desenvolvimento e tem consequências ao longo da vida para o 

desenvolvimento do comportamento tipo ansioso. 
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9 CONCLUSÃO 

 

Diante dos nossos resultados podemos concluir que o TEPT durante a 

gestação reduz o comportamento materno e induz ao comportamento tipo-

ansioso e a prejuízos no comportamento de brincar da prole, além do aumento 

dos níveis de corticosterona plasmática e da superexpressão de GR no 

hipocampo de filhotes provindo de ratas que desenvolveram o TEPT gestacional. 

Sendo assim, nosso estudo pode auxiliar para desvendar as causas do 

desenvolvimento de diversas desordens psiquiátricas sendo que o TEPT 

gestacional pode estar contribuindo para o aumento da incidência de transtornos 

relacionados à ansiedade. 
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