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“E preciso for¢a para sonhar e perceber que a estrada vai além do que se vé”.

(Los Hermanos)
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RESUMO

INTRODUCAO: Potenciais ameacas para a homeostasia podem ocorrer durante a
vida in utero, promovendo efeitos de programacdo tanto no desenvolvimento
neuroldgico quanto na funcéo do eixo hipotalamo-pituitaria-adrenal (HPA). O eixo HPA
€ 0 centro controlador e regulador do organismo que conecta 0 sistema nervoso
central com o sistema hormonal. Este eixo responde ao estimulo estressor e auxilia o
organismo a manter a homeostasia, além de ser essencial para auxiliar no
funcionamento fisiolégico normal. Individuos fisicamente aptos e que praticam
frequentemente atividades fisicas exibem um menor indice de problemas de saude,
especialmente quando se deparam com situacfes de estresse, contribuindo na

reducdo dos niveis de ansiedade e depressao.

OBJETIVO: Avaliar os efeitos do exercicio fisico antes do periodo gestacional sobre
alteracdes decorrentes do estresse pré-natal em camundongos adultos.

METODOLOGIA: Fémeas e machos Balb/c foram divididos em trés grupos: controle
(CTLE), estresse pré-natal por contencdo (PNS) e exercicio fisico antes do periodo
gestacional e estresse pré-natal por contencdo (EX+PNS). O peso dos animais foi
avaliado durante a gestacao, e nos dias 1, 10 e 21 de vida e na vida adulta. Esses
animais foram mantidos até a idade adulta (60 dias de vida) quando foram avaliados
0s comportamentos de medo/ansiedade, no aparato de labirinto em cruz elevada, e
depresséao, por meio do teste de preferéncia e ingestdo de sacarose. Além disso, foi
avaliada a expressao génica, através da técnica de PCR em tempo real, do receptor
tipo 1 do horménio liberador de corticotrofina (CRHR1) no cértex pré-frontal, do
receptor de glicocorticoide (GR) e do receptor de mineralocorticoide (MR) no

hipocampo e as concentracdes plasmaticas de corticosterona foram avaliadas.

RESULTADOS: Durante a gestacdo, as fémeas do grupo EX+PNS apresentaram
maior peso em relagdo ao grupo CTLE. Em relagéo ao peso da prole, os animais do
grupo EX+PNS exibiram um aumento no peso nos dias 1, 10 e 21 de vida, comparados
com o grupo PNS. Durante a vida adulta, os animais estressados no periodo pré-natal
apresentaram menor peso, enquanto 0 exercicio pré-gestacional promoveu um
aumento no peso da prole, em relagcdo ao grupo CTLE. Em relacdo aos testes
comportamentais, houve uma diminui¢éo significativa no tempo gasto no brago aberto

do aparato de labirinto em cruz elevada nos animais dos grupos PNS e EX+PNS, em



ambos os sexos, demonstrando um aumento no comportamento de medo/ansiedade.
O estresse pré-natal aumentou a preferéncia por sacarose em fémeas e a ingestao
de sacarose em ambos 0s sexos. No entanto, 0 exercicio promoveu uma diminui¢cdo
significativa na ingestao de sacarose, em machos e fémeas. A expressdo de CRHR1
diminuiu no cortex pré-frontal de fémeas do grupo EX+PNS em relag&o ao grupo PNS.
Por outro lado, o exercicio antes da gestagdo néo foi capaz de reverter a diminuicdo
significativa nas concentracdes basais de GR provocadas pelo estresse pré-natal em
fémeas adultas. Ndo houve diferencas significativas entre 0os grupos na expressao

génica de GR em machos e de MR e corticosterona em fémeas e machos.

CONCLUSAO: O exercicio fisico em esteira antes do periodo gestacional parece ser
capaz de reduzir os efeitos do estresse pré-natal em marcadores importantes da
resposta do eixo HPA de uma maneira dependente do sexo.

Palavras-chave: Estresse pré-natal. Eixo HPA. Exercicio fisico. Esteira.



ABSTRACT

INTRODUCTION: Potential threats to homeostasis may occur during the in utero
period, promoting programming effects on both neurological development and
hypothalamic-pituitary-adrenal (HPA) axis function. The HPA axis acts as a control and
regulatory center of the body that connects the central nervous system to the hormonal
system. The axis responds to the stressor stimulus and assists the body to maintain
homeostasis, as well as being essential to the normal regulatory physiological
functioning. Physically fit and physically active individuals exhibit a lower rate of health
problems, especially when faced with stressful situations, contributing to reduced

levels of anxiety and depression.

OBJECTIVE: To evaluate the effects of physical exercise before the gestational period

on changes due to prenatal stress in adult mice.

METHODS: Balb/c female and male mice were divided into three groups: control
(CTLE), prenatal restraint stress (PNS) and physical exercise before the gestational
period and prenatal restraint stress (EX+PNS). The weight of the animals was
evaluated during gestation, days 1, 10 and 21 of life and also as adults. Animals were
then maintained until adulthood (60 days of life) when fear/anxiety behaviors were
evaluated in the elevated plus maze, and depression was evaluated using the
preference for sucrose and the ingestion of sucrose test. In addition, real-time PCR
gene expression of corticotrophin releasing hormone (CRHR1) type 1 receptor in the
prefrontal cortex, glucocorticoid receptor (GR) and mineralocorticoid (MR) receptor in
the hippocampus, as well as plasmatic concentrations of corticosterone were

evaluated.

RESULTS: During gestation, females of the EX+PNS group presented greater weight
in relation to the CTLE group. Regarding the offspring weight, animals of the EX+PNS
group showed an increase in weight on days 1, 10 and 21 of life, compared to the PNS
group. During the adult life, animals stressed in the prenatal period presented lower
weight, while the pregestational exercise promoted an increase in the offspring weight
in relation to the CTLE group. In relation to behavioral tests, there was a significant
decrease in the time spent in the open arms of the elevated plus maze in the PNS and
EX+PNS groups, in both sexes, demonstrating an increase in fear/anxiety behavior.

Prenatal stress increased the preference for sucrose in females and sucrose intake in



both sexes. However, exercise promoted a significant decrease in sucrose intake in
males and females. CRHR1 expression decreased in the prefrontal cortex of EX+PNS
females compared to the PNS group. On the other hand, pregestational exercise was
not able to reverse the significant decrease in basal GR concentrations caused by
prenatal stress in adult females. There were no significant differences between groups
in GR gene expression in males, as well as in MR and corticosterone in both females

and males.

CONCLUSION: Physical exercise on the treadmill before the gestational period seems
to be able to reduce the effects of prenatal stress on important markers of the HPA

axis response in a sex-dependent manner.

Keywords: Prenatal stress. HPA axis. Physical exercise. Treadmill.
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1. INTRODUCAO

Cerca de metade da populacdo mundial é atingida por sintomas de depressao,
problemas de ansiedade ou outras doengas mentais em algum momento da vida. As
causas destas doencas sé&o pouco conhecidas, contudo diversos estudos sugerem
que isto pode ser influenciado por eventos estressores ocorridos durante a gestacéo.!!
Cerca de 6% das mulheres gravidas reportam altos niveis de estresse psicologico
durante a gestacao, os quais resultam de diversas condicbes como depresséo, panico
ou violéncia doméstica.ld Além disso, estudos epidemiolégicos realizados com
humanos demonstraram que filhos de maes estressadas durante o periodo
gestacional exibem comportamento mais ansioso, possuindo maior risco de

desenvolver alteracdes de conduta e déficit de atengdo.l!

Potenciais ameacas para a homeostasia podem ocorrer durante a vida in utero,
promovendo uma marca duradoura no organismo em desenvolvimento. Fatores
ambientais exercem influéncias no inicio da vida sobre o desenvolvimento estrutural
e funcional dos individuos, gerando alteracfes que podem persistir por toda a vida.
Este fenbmeno organizacional — que abrange os eventos pré-natais ambientais,
crescimento fetal alterado e o desenvolvimento de fisiopatologia de longo prazo — tem
sido designado como uma programacao de inicio da vida (“‘programming”). Estes
eventos parecem ser a base das origens do desenvolvimento da vulnerabilidade a
doencas crbnico-degenerativas que tém sido reveladas em estudos
epidemiolégicos. 5 Em estudos utilizando modelos animais, tem sido verificado que
a exposicao fetal a eventos adversos contribui na determinagdo da trajetoria do
desenvolvimento e promove alteracbes permanentes na funcdo de mudltiplos
sistemas.lf! A exposicdo, durante o periodo gestacional, a situacGes de estresse,
ansiedade e depresséao, pode contribuir para 0 aumento do risco da prole desenvolver

alteracdes comportamentais e neuroenddcrinas estaveis na vida adulta.

Ao mesmo tempo, muitos autores relatam que o exercicio fisico regular e a
pratica de atividades fisicas contribuem na melhoria dos sintomas decorrentes do
estresse e de diversas doencas crbnicas provocadas por agentes estressores. A
atividade fisica regular e o aumento da capacidade fisica promovem um efeito protetor

contra o desencadeamento de doencas metabdlicas e psiquiatricas.!”-1%
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Desta forma, esta dissertagéo teve como objetivo contribuir para um melhor
entendimento dos mecanismos fisioldgicos relacionados aos efeitos do exercicio fisico
antes do periodo pré-natal, possibilitando um conhecimento mais profundo sobre o
seu efeito a longo prazo e a sua interacdo com eventos estressores durante a
gestacdo, além de contribuir para possiveis a¢gdes preventivas nestes casos. Este
trabalho é composto de uma revisdo da literatura, a qual apresenta os aspectos e
mecanismos envolvidos nos efeitos do estresse pré-natal e na pratica de exercicio
fisico, além de um artigo cientifico original. Neste ultimo, abordamos os efeitos do
exercicio fisico antes da gestacdo sobre a resposta do eixo hipotalamo-pituitéria-
adrenal (HPA) em animais adultos submetidos ao estresse pré-natal por contencao.
Nele sdo avaliados os comportamentos de medo e ansiedade, por meio do teste de
labirinto em cruz elevada, e a anedonia, utilizando o teste de preferéncia por sacarose,
além da liberacdo de corticosterona e da expressao génica, no hipocampo e cortex
pré-frontal, de receptores envolvidos na resposta do eixo HPA.
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2. REVISAO DE LITERATURA
2.1 Estresse

Hans Selye, em 1936, incluiu o conceito de estresse no debate cientifico ao
utiliza-lo nas areas fisioldgicas e biomédicas. O estresse foi primariamente definido
como uma resposta inespecifica do organismo a um estimulo nocivo. Ele apontava
que o0 estresse era diferente de uma excitacdo emocional ou tensdo nervosa,
principalmente por observar que uma mesma resposta poderia ocorrer em diferentes
organismos Vvivos, inclusive naqueles que ndo possuiam sistema nervoso. Além disso,
propés, corretamente, que a intensidade do estimulo € um fator fundamental no

estabelecimento da resposta ao estresse.!11: 12

A fim de manter suas condicfes internas dentro de limites toleraveis em face
as diversas mudancas ambientais, 0s organismos vivos desenvolveram um equilibrio
dindmico denominado homeostase, a qual é colocada em ameaca por estimulos
estressores e, como resultado, um complexo repertorio de respostas fisiologicas e
comportamentais € ativado a fim de desestabilizar o potencial estressor. Os
estressores compreendem uma gama de potenciais forcas adversas que podem ser
emocionais ou fisicas, cuja magnitude e periodicidade do agente também sao fatores
significativos. Quando o estressor excede um determinado nivel de severidade ou
limiar temporal, o sistema homeostatico adaptativo do organismo ativa respostas

compensatorias que se ajustam funcionalmente ao estressor.[12!

O eixo HPA é o centro controlador e regulador do organismo que conecta o
sistema nervoso central (SNC) com o sistema hormonal. O eixo responde ao estimulo
estressor e auxilia 0 organismo a manter a homeostasia além de ser essencial para
auxiliar no funcionamento fisiolégico normal.l¥! Em resposta ao estressor, o nucleo
paraventricular hipotalamico estimula a producéo e secrec¢do de dois neuropeptidios,
o hormonio liberador de corticotrofina (CRH) e a arginina vasopressina, 0s quais
atingem o lobo anterior da pituitaria e ativam a secrecdo de hormdnio
adrenocorticotréfico (ACTH). Quando liberado na circulagdo periférica, o ACTH
estimula a secrecdo de epinefrina, noraepinefrina e glicocorticoides pelo cértex da
adrenal.[! Os glicocorticoides liberados atuam na atividade de feedback negativo por

meio da ativacao de receptores de glicocorticoide (GR) e mineralocorticoide (MR) no
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hipocampo, e GR no nucleo paraventricular do hipotalamo e pituitaria anterior (figura
1)_[16]

Hipocampo Amigdala

- -

Nucleo
- Paraventricular

l Regulacdodafuncido
0

Pituitaria

Glicocorticoides ACTH —> periférica e cerebral

(resposta ao estresse)
Cortexda
adrenal

Glicocorticoides

Fonte: Adaptado de Nature Neuroscience.

Figura 1. Eixo hipotalamo-pituitaria-adrenal.

O estresse é um fator de risco para o desenvolvimento de uma variedade de
alteracdes, desde doencas autoimunes até distarbios mentais. O aumento da
liberagéo simpatoadrenal de catecolaminas - inicialmente adrenalina e noradrenalina

- tal como glicocorticoides adrenais, orquestram para o inicio do catabolismo,
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mobilizando lipideos e reservas de glicose.[!”2%1 Além disso, ocorre a ativagdo de
respostas cognitivas que incluem os sistemas que mediam 0s processos de atencao
como aprendizado e memdria.?® Durante o estresse, os individuos tornam-se
hipervigilantes, o nivel de atencao direcionada ao ambiente circundante é aumentado
a custa de situacdes que ndo sdo essenciais para a sobrevivéncia.l?l Ao mesmo
tempo, os glicocorticoides agem em areas especificas cerebrais, como a amigdala,
para aprimorar a memoria e o aprendizado./?? O estresse conjuntamente altera o
estado emocional devido a ativacéo crénica dos sistemas relacionados a resposta ao

agente estressor, promovendo prejuizo cognitivo, estado de ansiedade e disforia.l?®
24]

2.2 Estresse pré-natal

Visto que o inicio da vida € marcado por ser um periodo de alta plasticidade,
0 crescimento e o desenvolvimento do individuo sdo moldados de acordo com o
ambiente no periodo fetal.[5] O conceito fisiolégico de programming tem sido utilizado
amplamente para explicar as associacfes entre eventos ambientais pré-natais que
alteram o crescimento e o desenvolvimento fetal, os quais promovem “marcas” que
permanecem ao longo da vida.l®! Estudos desenvolvidos em animais demonstraram
que o estresse pré-natal pode ter efeitos de programacao tanto no desenvolvimento
neuroldgico quanto na funcéo do eixo HPA.[* 5 281 A hiper-reatividade crénica do eixo
HPA, confere ao individuo um estado de alerta e uma maior chance de sobrevivéncia.
As respostas adaptativas geram alteracdes persistentes no funcionamento do
organismo, provavelmente por meio de processos epigenéticos, potencialmente
transmissiveis através das geracdes.?”] No decorrer da programacéo, a adversidade
ambiental é transmitida para o feto e age em tecidos especificos durante periodos
sensiveis para mudar as trajetorias de desenvolvimento e, portanto, a sua organizacao
e funcionamento. Uma vez que diferentes células e tecidos sé&o sensiveis a varios
fatores em diferentes momentos, os efeitos da adversidade sobre a biologia de um

individuo seréo tecido, tempo e desafio especifico.l?®!

Ainda, tem sido demonstrado em modelos experimentais com maes expostas

a diversos estimulos estressores - como imobilizagédo, barulho e choque - que este
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tratamento ocasiona alteracbes permanentes na prole. Animais estressados no
periodo pré-natal demonstram atraso no desenvolvimento motor na vida adulta,
reducdo na exploracdo e no comportamento adaptativo, reacdes mais ansiosas em
um ambiente ndo familiar, funcdo cognitiva comprometida, além de alteracées no
comportamento social e sexual. Na vida adulta, estes animais também possuem altas
concentragcbes basais sanguineas de glicocorticoides e reduzido nimero de GR no
hipocampo. Quando expostos ao estimulo estressor, na vida adulta, a resposta
hormonal é mais rapida e forte, contudo mais prolongada, sugerindo que esta resposta
hiperativa e desregulada esta relacionada com um mecanismo anormal de feedback

negativo do eixo HPA [?9-32]

A placenta representa a conexdo entre a mée e o feto, a qual mantém
ativamente a homeostase intra-uterina por meio de fung¢des vitais incluindo a troca de
nutrientes, oxigénio, secrecdo de hormonios e fatores de crescimento, entre outros. 3
Diversos estudos tém proposto diferentes mecanismos que possam explicar a
elevacdo dos niveis fetais de corticosteroides durante a exposicdo materna ao
estresse. A enzima placentaria 11B-hidroxiesteroide desidrogenase (HSD) possui a
isoforma 11B-HSD2, com apenas a atividade de desidrogenase, responsavel pela
conversdo do cortisol materno em cortisona inativa.®¥ Em muitas espécies, as
concentracfes dessa enzima estdo diminuidas no final da gestacdo — para permitir
gue as altas concentracdes de cortisol facilitem a maturacao pulmonar do feto - o que
acarreta em uma maior exposi¢ao aos glicocorticoides maternos. Além disso, estudos
experimentais ja demonstraram que o0 estresse no periodo pré-natal reduz a
expressao e atividade da 113-HSD2, o que poderia aumentar a exposicao do feto aos
hormonios maternos.?® Outra possibilidade seria através é da estimulacdo de CRH
na placenta durante periodos de estresse, promovendo a ativacdo do eixo HPA

fetal.[36]

A exposicao excessiva aos glicocorticoides maternos, causado por um evento
estressor pré-natal, provoca a reducdo na expressdo de GR e MR no hipocampo,
hipotalamo e pituitaria da prole, os quais sdo importantes locais de controle do eixo.["]
O MR é responsavel pela manutengéo basal do eixo HPA, sendo altamente expresso
no hipocampo e com cerca de dez vezes mais afinidade com os glicocorticoides
circulantes do que o GR. Por outro lado, o GR é distribuido em todo tecido cerebral, e

em situacOes de estresse agudo, a elevacdo das concentracbes de cortisol
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(corticosterona em roedores) satura o0 MR e promove a ativacdo do GR.[38 39 A
reducdo da expressao destes receptores pode resultar na diminuicdo do feedback
negativo controlado por glicocorticoides e, consequentemente, no aumento da
atividade do eixo HPA.[*l Para modular a atividade do eixo, os glicocorticoides
efetuam uma retroalimentagc&o no hipocampo via ligacao tanto com o GR quanto com
o MR. Além disso, os glicocorticoides inibem o CRH hipotalamico, a producdo de
arginina vasopressina e a secrec¢ao do hormonio adrenocorticotréfico pela hipofise
anterior, principalmente via GR.[*! A exposicéo pré-natal aos glicocorticoides também
promove alteracdo nos niveis de CRH circulantes especificamente no cortex pré-
frontal — uma regido importante na regulacdo cognicdo e da emoc&o.*? Podendo ser
um potente modulador das respostas comportamentais, visto que a atividade do
receptor tipo 1 de CRH (CRHR1), em roedores, esta relacionada com o aumento do

comportamento de medo e ansiedade.!*?!

A atividade do eixo HPA é altamente suscetivel ao programming durante o
desenvolvimento fetal, e os glicocorticoides agem como mediadores primarios. Estes
induzem a regulacdo da plasticidade do circuito neural do eixo HPA, podendo
constituir um meio através do qual a exposi¢cdo ao estresse desempenha um papel
em um amplo espectro de anormalidades do eixo, incluindo ritmos circadianos

aberrantes, resposta anormal ao estresse e desregulacio basal do eixo HPA.[#4

Machos e fémeas apresentam diferentes respostas ao estresse em diversos
estagios da vida, estas diferencas séo relacionadas tanto com a organizacdo e
ativacdo de horménios gonadais, quanto a genes relacionados com 0S Cromossomos
sexuais.*3 45 461 Existem muitas evidéncias de que a exposi¢cdo pré-natal aos
glicocorticoides maternos promove diferentes efeitos em machos e fémeas. Machos
sdo mais vulneraveis a apresentarem déficits cognitivos, como de aprendizado e de
memoria. O estresse pré-natal é capaz de reduzir a neurogénese no hipocampo € a
densidade de espinhos dendriticos no cértex pré-frontal em machos, o que pode
justificar os estudos que demonstram que a exposicdo ao estresse durante a
gestacdo, em machos adultos, diminui a meméria em testes como de reconhecimento
de objetos e localizacdo espacial.l*”l Em fémeas, estudos com roedores relatam uma
maior resposta ao estresse, gerando um aumento na ansiedade e depressao, além
de maiores concentracdes de &cido ribonucleico mensageiro (MRNA) do receptor de

CRH hipotalamico, em animais estressados no periodo pré-natal.[*?]
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O eixo HPA desempenha um papel fundamental na regulacdo dos sistemas
cardiovascular, metabdlico, reprodutivo e neurologico, e a desregulacdo deste eixo
pode ser associada as diversas doencas cronicas e psiquiatricas.[?8! Da mesma
maneira, a programacao do eixo HPA decorrente da exposi¢do aos glicocorticoides
tem sido considerada fundamental na relacéo entre experiéncias no inicio da vida e o

desenvolvimento de doencas cronicas ao longo da vida.!*

2.3 Exercicio Fisico

Embora a quantidade e o tipo de exercicio necessario para a maxima protecao
nao sejam conhecidos, estudos demonstram que individuos fisicamente aptos e que
praticam frequentemente atividades fisicas exibem um menor indice de problemas de
saude, especialmente quando se deparam com situacGes de estresse.[l Além disso,
o exercicio fisico contribui na reducéo dos niveis de ansiedade e neutraliza os efeitos
do estresse e da depressdo sobre a cognicdo e o humor.*® Os mecanismos biolégicos
responsaveis pela promoc¢ao dos beneficios estimulados pela pratica do exercicio
fisico incluem a otimizacdo da resposta do sistema relacionado ao estresse (eixo HPA
e SNC),P melhora da capacidade cardiovascular®® e aumento da expressdo de
fatores de crescimento e plasticidade neural.®?! A relagdo entre o exercicio e a
atividade do eixo HPA é complexa, visto que € influenciada pela duracéo, tipo,
intensidade e cronicidade do exercicio, além das caracteristicas do estressor e da

populacao utilizada.53-56]

A modulacao da secrecao de glicocorticoides em animais exercitados tem sido
sugerida como uma das responsaveis pelo mecanismo de atuacdo do exercicio.l®’]
Em periodos prolongados de exercicio fisico, os glicocorticoides podem ser o0s
responsaveis pela manutengdo da glicose sanguinea por meio da estimulacdo de
aminoacidos, ativacdo de gliconeogénese e aumento da mobilizacdo de reservas de
gordura.[®® 59 Além disso, a pratica regular de exercicio fisico tem sido relatada por
trazer efeitos positivos em diversos sistemas bioldgicos, incluindo a diminuicdo da

resposta ao estresse pelo eixo HPA .60
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Estudos prévios tém relatado efeitos antidepressivos e ansioliticos do exercicio
fisico tanto em pacientes quanto em modelos animais.[®l: 621 Além disso, o efeito
ansiolitico do exercicio tem sido introduzido para a prevencdo de comportamento
relacionados a ansiedade, em animais, promovidos pela exposicdo a diferentes
eventos estressores como privagdo materna, utilizagédo de glicocorticoides exdégenos,
exposicdo pré-natal ao etanol, entre outros.> 63 641 Em estudos utilizando exercicio
voluntario, além de observar-se a diminuicdo de marcadores de depressédo, o
exercicio promoveu, em camundongos, quando observados em aparatos de avaliacédo
comportamental, menor niumero de entradas no braco aberto no teste de cruz elevada
e menor tempo de imobilidade no teste de suspensdo pela cauda.l® ¢ Ademais,
utilizando um modelo de separacdo materna, demonstrou-se que o exercicio fisico
forcado é capaz de aumentar a densidade de GR na regido do giro denteado, além do
namero de células GR positivas no nlcleo paraventricular das proles exercitadas,
acarretando na melhora dos sintomas envolvidos na resposta ao estresse.[®”1 Em um
estudo avaliando o uso de exercicio moderado em esteira e comparando animais
sedentarios e exercitados, pode-se observar que o exercicio foi capaz de promover
uma reducdo na secrecdo de ACTH em resposta a um estressor.%8 Embora o
exercicio fisico pareca ter efeitos protetores e terapéuticos no tratamento de doencas
psiquiatricas, como depressdo e ansiedade, 0os mecanismos envolvidos nesses
beneficios ainda sdo pouco compreendidos. Os efeitos protetores, diante de uma
situacdo estressora, tém focado nas respostas relacionadas ao hipocampo, uma
regido na qual o exercicio exerce importante funcdo na inducdo de neurogénese e

expresséo de fatores de crescimento.#6: &



25

3. JUSTIFICATIVA

A exposicao fetal a eventos estressores contribui na determinacgéo da trajetéria
do desenvolvimento e promove alteracbes permanentes na funcdo de mdultiplos
sistemas. Diversos estudos tém demonstrado que a exposi¢ao, durante o periodo
gestacional, a situacfes de estresse, ansiedade e depressao pode contribuir para o
aumento do risco da prole desenvolver alteragbes comportamentais e
neuroendocrinas estaveis na vida adulta. Ao mesmo tempo, estudos tém demonstrado
que a pratica regular de exercicio fisico € um importante componente para o
tratamento de diversas doencas. Desta forma, este estudo pretende contribuir para
um melhor entendimento dos mecanismos fisioldgicos relacionados aos efeitos a
longo prazo do exercicio fisico antes do periodo pré-natal, possibilitando um
conhecimento mais profundo sobre a sua interagdo com eventos estressores neste

periodo e contribuindo para possiveis acdes preventivas nestes casos.
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4. OBJETIVOS
4.1 Objetivo geral

Avaliar os efeitos do exercicio fisico antes do periodo gestacional sobre alteracdes

decorrentes do estresse pré-natal em camundongos adultos.

4.2 Objetivos especificos

- Avaliar os efeitos do exercicio fisico antes do periodo gestacional sobre a resposta
comportamental em camundongos adultos submetidos ao estresse pré-natal por

contencao;

- Avaliar os efeitos do exercicio fisico antes do periodo gestacional sobre a expressao
génica de GR e MR no hipocampo de camundongos adultos submetidos ao estresse
pré-natal por contencao;

- Avaliar os efeitos do exercicio fisico antes do periodo gestacional sobre a expressao
génica de CRHR1 no cértex pré-frontal de camundongos adultos submetidos ao

estresse pré-natal por contencéo;

- Avaliar os efeitos do exercicio fisico antes do periodo gestacional sobre as
concentrac6es hormonais de corticosterona em camundongos adultos submetidos ao

estresse pré-natal por contencgao.

- Avaliar se ha diferencas sexuais nos efeitos do exercicio fisico antes do periodo
gestacional sobre as alteracdes induzidas pelo estresse.
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5. HIPOTESES

7

- O exercicio fisico antes da gestacdo € capaz de alterar o comportamento de
medo/ansiedade e de ingestdo de sacarose promovido pelo estresse pré-natal;

- O exercicio fisico antes da gestacao promovera uma diminuicdo na expressao génica
de CRHR1 no cértex pré-frontal em comparagédo aos animais submetidos ao estresse

pré-natal;

- O exercicio fisico antes da gestacdo promovera um aumento na expressao génica
de GR, MR no hipocampo em comparac¢do aos animais submetidos ao estresse pré-

natal;

- O exercicio fisico antes da gestacdo diminuira a secre¢do de corticosterona diante
de um evento estressor em comparacdo a resposta ao estresse de animais

submetidos ao estresse pré-natal;

- O exercicio fisico antes da gestacdo promovera alteracdes nos mecanismos de

resposta ao estresse dependentes do sexo.
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6. METODOS

Os experimentos foram realizados no Centro de Modelos Bioldgicos
Experimentais (CEMBE) da Pontificia Universidade Catdlica do Rio Grande do Sul
(PUCRS).

6.1 Animais

O trabalho foi realizado com camundongos machos e fémeas Balb/c de
laboratorio, provenientes do CEMBE. Os animais foram mantidos em ambiente de
temperatura controlada (24+2°C), ciclo claro/escuro de 12 horas, com livre acesso a
dgua e alimento por pelo menos 10 dias antes de qualquer procedimento
experimental. Os camundongos foram mantidos em caixas de acrilico transparente,
com cama de maravalha esterilizada e, tanto as caixas quanto a cama e 0S

bebedouros eram trocados por material limpo e estéril conforme rotina do vivario.

6.2 Desenho Experimental

Fémeas Balb/c foram divididas em trés grupos experimentais: 1) CTLE —
controle; 2) PNS - estresse pré-natal por contencdo; 3) EX+PNS - exercicio fisico
antes do periodo gestacional e estresse pré-natal por contencéo. Os animais do grupo
CTLE foram mantidos nas caixas e apenas manipulados na rotina de limpeza.

O ciclo estral das fémeas foi verificado previamente ao acasalamento por meio
da visualizacdo por microscopia do material vaginal coletado. Durante o periodo fértil,
as fémeas foram colocadas junto com machos da mesma raca, durante o ciclo escuro,
para permitir o acasalamento. Com a confirmacdo do acasalamento, o qual foi
considerado o dia 0 de gestacdo (G0), as fémeas prenhes foram randomizadas,
dispostas individualmente e pesadas no G1, G8 e G15. ApGs o nascimento dos
filhotes, as ninhadas foram padronizadas em 6 animais e o desmame foi realizado no

21° dia (PND 21). Fémeas e machos foram acondicionados em caixas distintas com,
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no maximo, 5 animais por caixa. O acompanhamento do crescimento foi feito atraves
da verificagcdo do peso nos dias 1, 10, 21 e 74 de vida. Estes animais foram mantidos
até a idade adulta para a realizacdo dos testes comportamentais de labirinto em cruz
elevada e de preferéncia por sacarose, nos dias 60 e 67 de vida, respectivamente. No
74° dia de vida os animais foram eutanasiados para a realizacdo dos procedimentos
de obtengcdo das amostras. Dois animais de cada sexo, por ninhada, foram
submetidos ao protocolo de estresse por contencao durante 30 minutos previamente
a eutanasia. Os demais animais foram retirados das suas caixas e imediatamente
eutanasiados. Estes animais somente foram trazidos para a sala de procedimentos
no momento da eutanasia, a fim de evitar o contato com o estimulo olfativo de sangue
— 0 qual poderia acarretar na elevacédo de parametros relacionados ao estresse. Foi
retirado o encéfalo para avaliacdo da expressao génica de GR, MR - no hipocampo —
e de CRHR1 - no cortex pré-frontal. Além disso, foi feita a coleta de sangue para
dosagem das concentra¢cdes plasméticas de corticosterona.
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6.3 Procedimentos e Técnicas

6.3.1 Modelo de Estresse por Contencao

O aparato consiste em um cilindro fechado, confeccionado em acrilico cristal,
com 34 mm de altura, 42 mm de largura, 100 mm de circunferéncia e 10 furos laterais
de 6 mm para entrada e saida de ar. A regido frontal e traseira do aparato € removivel

e travada por manipulos.

6.3.2 Estresse Pré-Natal

O estresse pré-natal foi aplicado, por meio do modelo de contengéo descrito
anteriormente, nas fémeas dos grupos PNS e EX+PNS. O protocolo foi realizado a
partir do 8° dia de gestacéo, durante 30 minutos em dias intercalados, até o dia do
nascimento da prole. As fémeas do grupo CTLE nao sofreram nenhuma intervencao

durante o periodo pré-natal.

6.3.3 Modelo de Exercicio Fisico

Visto que os camundongos sdo animais com habitos noturnos, os animais
praticaram o protocolo de exercicio fisico a partir da ultima hora do ciclo claro. As
fémeas do grupo EX+PNS foram submetidas ao exercicio fisico em esteira
motorizada, diariamente, somente durante as 3 semanas que precederam o dia do
acasalamento (G0). Os animais foram familiarizados com a esteira em sessfes de
velocidade de 5 m/min, durante 10 minutos, nos trés dias anteriores ao inicio do
protocolo. As fémeas foram submetidas ao exercicio fisico na velocidade de 10 m/min
durante 60 minutos, 5 dias na semana. Os animais que se recusaram a praticar o
exercicio fisico de forma espontanea foram excluidos do estudo. Os camundongos do

grupo CTLE e PNS realizaram apenas atividades espontaneas em suas gaiolas.l"®



33

6.3.4 Testes Comportamentais

Quando adultos, os animais machos e fémeas, foram submetidos a dois testes
comportamentais: teste de labirinto em cruz elevada (elevated plus-maze) para
avaliacdo de medo e ansiedade, e teste de consumo de sacarose, para avaliacdo da
anedonia. Os testes iniciaram na primeira hora do ciclo escuro e, para a realizacéo do
teste de labirinto em cruz elevada, os animais foram habituados na sala do teste
durante 30 minutos. Os parametros do labirinto em cruz elevada foram analisados

utilizando o software Stoelting ANY-maze.

6.3.4.1 Labirinto em Cruz Elevada

O teste consiste em de dois bragos abertos (30 x 5 cm) e dois fechados (30 x 5
x 15 cm) unidos equidistantemente produzindo um campo central em comum (5 x 5
cm), com altura de 66 cm do ch&o. No inicio do teste, os animais foram colocados na
plataforma central com a cabeca direcionada para o brago fechado e permaneceram
no aparato durante 10 minutos.[’!] Foi avaliado o tempo gasto nos bracos abertos. Ao
término do teste, os animais foram retirados, devolvidos as suas caixas e a superficie

do aparato foi higienizada com &lcool 70%.

6.3.4.2 Consumo de Sacarose

Para a avaliacdo da anedonia, os animais receberam, durante 24 horas, duas
garrafas: uma contendo solucdo de sacarose 1% e outra com apenas agua. Para
prevenir possiveis efeitos por preferéncia de posicdo para beber, a localizacdo das
garrafas foi alterada ap0s 12h do inicio do teste. Nenhuma privacdo de agua ou
alimento foi aplicada antes do teste. O consumo da agua e da solucao de sacarose foi
estimado em todos 0s grupos experimentais por meio da pesagem das garrafas antes

e apos a realizacdo do teste. A preferéncia por sacarose foi calculada de acordo com
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a porcentagem de consumo de solugéo de sacarose em relacdo ao consumo total
(dgua e 4gua com sacarose), e o consumo de sacarose foi avaliado em relacdo a

porcentagem de sacarose ingerida corrigida pelo peso do animal.[’2 73l

6.3.5 Resposta ao estresse na vida adulta

Para avaliar a resposta do eixo HPA diante de um segundo estimulo estressor
na vida adulta, os animais foram subdivididos em dois grupos: decapitados em
condicbes basais ou submetidos a um protocolo de contencdo (descrito

anteriormente) durante 30 minutos e imediatamente decapitados.

6.3.6 Eutanasia

Apss uma semana da realizacdo dos testes comportamentais, os animais foram
eutanasiados por decapitacdo. A utilizacdo deste método é aceita mediante
justificativa e, no caso do presente projeto, consistiu na necessidade de coleta de
sangue fresco para dosagem de horménios que sdo extremamente sensiveis a

estimulos estressores, além de permitir a rapida e efetiva retirada do encéfalo.

6.3.7 Armazenamento das Amostras

Apos a eutanasia dos animais, os encéfalos foram retirados e armazenados em
RNA-Later (Applied Biosystems) por 24h a 4°C e, apos isto, transferidos para freezer
-80°C até o processamento final. O sangue foi coletado, armazenado em tubos
contendo acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) e centrifugado a 4°C em 3000

rotacdes por minuto (rpm) durante 10 minutos, para a coleta do plasma sanguineo.

6.3.8 Corticosterona
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Para a dosagem das concentracdes plasmaticas de corticosterona foi utilizado
o kit comercial de ensaio de imunoabsorcdo enzimatica (ELISA) (Mouse/Rat Cortisol
ELISA, Sigma-Aldrich, USA). Para a avaliacdo foram utilizados 25 pL dos padrdes,
dos controles, de diluente e das amostras de plasma em placa de 96 pocos. Foi
adicionado em todos os pocos da placa 100 pL do conjugado e colocada durante 1
hora em temperatura ambiente sob agitacdo. Apds, foi retirado o liquido dos pocos e
lavado 3 vezes com 300 pL de wash buffer (tampéo de lavagem). Em seguida, foi
adicionado 100 pL do substrato tetrametilbenzidina (TMB) em todos poc¢os e incubado
durante 15 minutos em temperatura ambiente sem agitacdo. Por fim, foi adicionado
50 pL do stop solution e a placa foi colocado sob agitacdo durante 10 minutos e lida
em leitor de placa de ELISA (EZ Read 400, Biochrom Ltd, UK) no comprimento de
onda de 450 nm.

6.3.9 Expressao Génica

Foi realizada a expressao génica de GR e MR no hipocampo, e de CRHR1 no
cortex pré-frontal. O RNA celular total foi extraido pelo método de Trizol (ThermoFisher
- Scientifc) segundo as instrugcdes do fabricante. O RNA foi ressuspendido em 20 uL
de agua livre de nuclease (Ambion®) e convertido em acido desoxirribonucleico
complementar (cDNA) (GoScript™ Reverse Transcription System Protocol -
Promega), de acordo com o protocolo indicado pelo fabricante. A concentracao final
de cDNA foi analisada por método fluorimétrico (Qubit® - ThermoFisher — Scientifc)
utilizando kit comercial (Qubit® dsDNA HS Assay - ThermoFisher — Scientifc).

A expressao génica foi realizada em PCR quantitativo de tempo real (Step One
Plus — Applied Biosystems) utilizando 16 ng de cDNA. As amostras foram preparadas
em duplicata e a expresséo relativa de mRNA foi calculada pelo método Delta-Delta
Ct (AACt) adotando gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH) como gene
endogeno de referéncia. Um controle negativo para cada primer foi utilizado em cada
placa para verificar possivel contaminacdo. As medidas dos reagentes para a
amplificagéo foram calculadas baseadas na incorporacdo do marcador fluorescente
SYBR® Green (Applied Biosystems) na dupla fita de cDNA para cada reagao de
amplificagéo.
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O conjunto de primers especificos para cada gene foram: GR (direto &’
GGAATAGGTGCCAAGGGTCT 3’; reverso 5 GAGCACACCAGGCAGAGTTT 3’), MR
(direto 5 CCAGTTCTCCGTTCTCTGTA 3’; reverso 5 CTTGAGCACCAATCCGGTAG
3), CRHR1 (direto &5 TGAGTGTTAGCGATGCCTTG 3’; reverso &
TCCTACCACTGAGGACTGG 3’) e GAPDH (direto 5 GGGGAGCCAAAAGGGTCATC
3’; reverso 5 GACGCCTGCTTCACCACCTTCTTG 3’).

6.4 Andlise estatistica

Os dados foram analisados utilizando o software GraphPad Prism 7 (GraphPad
Software, San Diego, CA, USA). A normalidade dos dados foi testada através do teste
de Shapiro-Wilk. Os dados foram expressos utilizando média e erro padréo da média.
Para a avaliacdo das diferencas entre os grupos experimentais (CTLE, PNS e
EX+PNS) foi utilizada ANOVA de uma via seguida do pos-teste de Tukey. Ja para
avaliacdo da interacdo entre 0s grupos experimentais e a resposta ao estresse, foi
utilizada ANOVA de duas vias seguidas do pos-teste de Tukey. Em todos os casos, 0

nivel de significancia adotado foi de 5%.
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7. CONCLUSOES

Em geral, esta dissertacdo demonstrou os efeitos de um protocolo de trés
semanas de exercicio fisico em esteira antes do periodo gestacional, avaliando os
efeitos desse protocolo sobre as alteracdes induzidas pelo estresse pré-natal por
contencdo durante as duas Ultimas semanas de gestacdo. Evidenciamos um
importante efeito sexual nas respostas dos mecanismos de atuacao do exercicio fisico
sobre o eixo HPA. Os resultados do presente estudo indicam que o exercicio fisico é
capaz de promover alteracées no ganho de peso das mées durante a gestacédo, bem
como da prole ao longo da vida. Além disso, o exercicio fisico antes da gestacéo foi
capaz de atenuar os efeitos promovidos pelo estresse pré-natal em marcadores de
depressdo, em ambos os sexos, e da expressdo génica de CRHR1 no cértex pré-
frontal de fémeas. Por outro lado, apesar do estresse pré-natal ter gerado alteracdes
dependentes do sexo, o exercicio fisico parece ndo ter efeito na avaliacdo
comportamental de medo/ansiedade, na expressao génica dos receptores envolvidos
na resposta de feedback negativo do eixo HPA e na secrec¢ao corticosterona.

Os resultados deste estudo podem auxiliar no melhor entendimento dos
mecanismos relacionados com o envolvimento do exercicio fisico antes da gestacao,
além de contribuir para a busca de novos tratamentos para doencas relacionadas ao
estresse. Contudo, mais estudos devem empregados na busca de um melhor
entendimento sobre as respostas desencadeadas pelo estresse pré-natal e a atuacéo

do exercicio, além das possiveis diferencas entre 0s sexos.
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Oficio 34/2015 - CEUA Porto Alegre, 11 de junho de 2015.

Prezado Si{a). Pesquisador(a),

A Comissdo de Etica no Uso de Animais da PUCRS apreciou e aprovou seu
Protocolo de Pesquisa, registro CEUA 15/00446, intitulado “Efeitos do exercicio
fisico no periodo gestacional sobre alteragdes induzidas pelo estresse pré-natal
em camundongos adultos”.

Sua investigacéo, respeitando com detalhe as descrigbes contidas no projeto e
formularios avaliados pela CEUA, esta autorizada a partir da presente data.

Informamos que & necessario o encaminhamento de relatério final guando
finalizar esta investigagcdo. Adicionalmente, ressaltamos que conforme previsto na Lei
no. 11.794. de 08 de outubro de 2008 (Lei Arouca), que regulamenta os
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