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Resumo 

 

Os transtornos mentais, tais como o transtorno bipolar (TB), são condições crônicas e 

incapacitantes, com impacto mundial significativo. A etiologia do TB pode estar associada ao 

desenvolvimento prejudicado do sistema nervoso em um período precoce da vida. 

Similarmente, acredita-se que a fisiopatologia do TB esteja relacionada à interação entre fatores 

ambientais e genéticos. Além disso, o estresse oxidativo tem emergido como uma importante 

fonte de biomarcadores para o TB. Neste contexto, há um crescente interesse no papel da 

epigenética e do estresse oxidativo na fisiopatologia deste transtorno. O objetivo deste estudo 

foi avaliar as alterações comportamentais em ratas prenhes submetidas ao estresse pré-natal e 

em sua prole, bem como parâmetros epigenéticos e de estresse oxidativo no hipocampo da 

prole. Foram utilizadas ratas Wistar com 14 dias de gestação (n = 16). Os animais do grupo 

estresse pré-natal foram submetidos a um protocolo de estresse repetido e variado até o dia do 

nascimento dos filhotes. Entre o 1º e o 6º dia pós-natal, foram realizadas observações do 

comportamento materno das matrizes com suas respectivas proles. Após o desmame dos 

filhotes (21º dia pós-natal) foi realizada a avaliação dos comportamentos do tipo maníaco e 

depressivo das matrizes, bem como uma avaliação complementar do peso da glândula adrenal. 

Foram também avaliados, em sua prole adulta (60 dias pós-natais), os comportamentos do tipo 

maníaco, depressivo e ansioso, bem como parâmetros epigenéticos – atividade das enzimas 

DNA metiltransferases, histonas desacetilases e histonas acetiltransferases; e o nível de 

acetilação da histona H3 (resíduos de lisina 9 [H3K9] e 14 [H3K14]). Além disso, foram 

avaliados o peso da glândula adrenal e parâmetros de estresse oxidativo (nível de substância 

reativa ao ácido tiobarbitúrico; oxidação do diacetato de 2ʹ,7ʹ-diclorofluoresceína; atividades 

da superóxido dismutase e catalase) no hipocampo da prole. Foi observado que as matrizes que 

foram submetidas ao estresse apresentaram menor frequência de comportamentos de cuidado 

materno em dias específicos (2º, 3º e 6º dias de observação); entretanto, quando foi considerada 

a média dos seis dias de avaliação, bem como o peso da glândula adrenal, não foram detectadas 

diferenças significativas entre os grupos estresse e controle. Também foi demonstrado um 

comportamento do tipo maníaco nas fêmeas da prole descendentes de matrizes submetidas ao 

estresse, o qual foi caracterizado por aumento no número de cruzamentos e levantamentos e 

diminuição do tempo de latência no teste de campo aberto. Além destas alterações, observou-

se uma hipertrofia da glândula adrenal na prole de ratas estressadas, bem como aumento da 

atividade de DNMTs em hipocampo. Outra alteração epigenética observada foi o aumento da 

acetilação de H3K14 no hipocampo, detectado nas fêmeas da prole. Nos machos, também foi 

detectado um aumento na atividade da superóxido dismutase. Portanto, foi possível uma melhor 

caracterização das alterações comportamentais induzidas pelo estresse repetido e variado pré-

natal em ratas prenhes, bem como um maior detalhamento dos efeitos comportamentais e 

neuroquímicos em sua prole. O presente estudo propõe que estas alterações poderiam fazer 

parte da neurobiologia do TB, e o paradigma de estresse pré-natal utilizado poderia ser 

empregado para mimetizar alguns aspectos deste transtorno. 

 

Palavras-chave: Epigenética; estresse oxidativo; estresse pré-natal; hipocampo; transtorno 

bipolar. 
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Abstract 

 

Mental disorders, such as bipolar disorder (BD), are chronic and disabling conditions with a 

significant worldwide impact. BD etiology may be associated with an impaired development 

of the nervous system early in the life. Similarly, BD pathophysiology may be related to the 

interaction between environmental and genetic factors. In addition, oxidative stress has 

emerged as an important source of biomarkers for BD. In this context, there is a growing interest 

on the role of epigenetics and oxidative stress in the pathophysiology of this disorder. The aim 

of this study is to evaluate behavioral changes in pregnant rats subjected to prenatal stress and 

in their offspring, as well as epigenetic and oxidative stress parameters in the offspring 

hippocampus. The experiments were carried out with Wistar rats at day 14 of gestation (n = 

16). The animals in the prenatal stress group were submitted to a repeated and varied stress 

protocol until the day of the pup’s birth. Between the first and the 6th post-natal day, the dams 

were submitted to assessments of nursing behavior to take care their pups. After the weaning 

of the pups (postnatal day 21), an assessment of the manic and depressive-like behaviors of the 

dams was carried out, as well as an additional assessment of the adrenal gland weight. Manic, 

depressive, and anxious-like behaviors were also evaluated in their adult offspring (60-day-

old), as well as epigenetic parameters – activity of DNA methyltransferases, histone 

deacetylases, and histone acetyltransferases; acetylation level of histone H3 (lysine residues 9 

[H3K9] and 14 [H3K14]). In addition, the weight of the adrenal gland and oxidative stress 

parameters (level of thiobarbituric acid reactive substances; 2',7ʹ-dichlorofluorescein diacetate 

oxidation; superoxide dismutase and catalase activities) in the offspring hippocampus were 

evaluated. It was observed that dams subjected to stress exhibited a lower frequency of maternal 

care behaviors, especially in the 2nd, 3rd, and 6th days of assessments; however, when the mean 

of the six days of evaluation was considered, as well as the weight of the adrenal gland, no 

significant differences were detected between the stress and control groups. Manic-like 

behavior was also demonstrated in the female offspring from dams subjected to stress, which 

was characterized by an increase in the number of crossings and rearings and decrease in the 

time of latency (open field test). Additionally, there was hypertrophy of the adrenal gland in the 

offspring from rats subjected to stress, as well as increased activity of DNMTs in the 

hippocampus. Another epigenetic alteration observed was the increase in H3K14 acetylation in 

the female offspring hippocampus. In males, an increase in superoxide dismutase activity was 

also detected. Therefore, it was possible to better characterize the behavioral changes induced 

by repeated and varied prenatal stress in pregnant rats, as well as to get better insight on the 

behavioral and neurochemical effects in their offspring. The present study proposes that these 

alterations could be part of the BD neurobiology, and the prenatal stress paradigm used can 

mimic some aspects of this disorder. 

 

Keywords: Epigenetics; oxidative stress; prenatal stress; hippocampus; bipolar disorder. 
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1 Introdução 

  

1.1 Transtorno bipolar 

 

O transtorno bipolar (TB) é um transtorno mental caracterizado por flutuações cíclicas 

do humor, incluindo desde estados de alegria e tristeza até mudanças patológicas, tais como os 

episódios de mania ou hipomania, depressão e estados mistos (Ketter, 2010; Baek et al., 2011; 

Kim et al., 2017). Basicamente, o TB é classificado em dois tipos: 1) No tipo I, os pacientes 

apresentam os episódios de mania alternados com os de depressão; 2) No tipo II, entretanto, os 

pacientes apresentam episódios de hipomania ao invés de mania, alternados com episódios 

depressivos. A mania é um estado elevado do humor, no qual o paciente encontra-se expansivo 

ou irritável por um período de, pelo menos, uma semana ou se a hospitalização for necessária. 

O episódio hipomaníaco possui os mesmos critérios de alterações de humor do estado maníaco, 

porém, com duração mínima de quatro dias (Associação de Psiquiatria Americana, 2013; Jain 

e Mitra, 2021). 

Apesar de o marco clínico no diagnóstico do TB ser a mania (ou a hipomania), é bem 

descrito que os pacientes passam a maior parte de suas vidas em episódios depressivos (Judd et 

al., 2003). O paciente em depressão apresenta o humor deprimido e/ou anedonia, o que é 

acompanhado por perda ou ganho significativo de peso, insônia ou hipersonia, retardo ou 

agitação psicomotora, fadiga ou perda da energia, sentimentos de inutilidade ou culpa 

excessiva, dificuldade para concentrar-se e pensamentos de morte ou ideação suicida 

(Associação de Psiquiatria Americana, 2013). O TB é um dos transtornos mentais mais 

incapacitantes já descritos, com alto impacto na saúde e na vida do paciente, de sua família e 

da sociedade (Namjoshi e Buesching, 2001; Zendjidjian et al., 2012; Sylvia et al., 2015). 

Estima-se que a sua taxa de prevalência mundial seja de até 2,4% (Merikangas et al., 2011). 

Além disso, esta condição é a sexta maior causa de incapacitação e a terceira entre os transtornos 

psiquiátricos, após o transtorno depressivo maior e a esquizofrenia (Murray e Lopez, 1997; 

Colombo et al., 2012). Apesar de sua gravidade, o TB ainda é uma condição pouco 

compreendida e inúmeras pesquisas têm sido realizadas a fim de promover um melhor 

entendimento sobre a etiologia e fisiopatologia deste transtorno. 

O tratamento do TB é realizado por meio de abordagens farmacológicas, tais como o 

uso de lítio, antipsicóticos atípicos, valproato e alguns antidepressivos, bem como por terapias 

psicossociais, tais como a terapia cognitiva-comportamental e a psicoeducação (Geddes e 

Miklowitz, 2013). Já o diagnóstico desta condição é realizado exclusivamente pela avaliação e 
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interpretação de sinais e sintomas e, apesar do grande avanço, não existe nenhum marcador 

biológico específico para o transtorno, indicando a necessidade de mais estudos sobre sua 

neurobiologia (Grande et al., 2015; Teixeira et al., 2016). 

Embora a fisiopatologia do TB seja pouco conhecida, diversas teorias fisiopatológicas 

foram postuladas para esse transtorno. Uma teoria convincente é o desenvolvimento 

prejudicado do sistema nervoso em estágios precoces do desenvolvimento (Marangoni et al., 

2016). Além disso, foi demonstrado que o desenvolvimento anormal do sistema nervoso central 

pode desempenhar um papel importante na origem dos transtornos psiquiátricos (Lewis e 

Levitt, 2002; Rapoport et al., 2005; Kloiber et al., 2020). Neste contexto, acredita-se que a 

interação entre fatores ambientais e genéticos (na forma de alterações epigenéticas) esteja 

envolvida na fisiopatologia do TB (Fries et al., 2016). 

 

1.2 Estresse oxidativo 

 

O estresse oxidativo, um termo cada vez mais presente na pesquisa sobre o TB, pode 

ser definido como um desequilíbrio entre a formação de espécies reativas de oxigênio (ERO) e 

a capacidade das células de eliminar tais espécies por meio de defesas antioxidantes, de forma 

a propiciar o acúmulo de ERO (Pizzino et al., 2017; Liguori et al., 2018) (Figura 1). Ao menos 

três questões distintas emergem desta definição (Preiser, 2012): 

1) Uma produção de formas reativas ou ativadas de oxigênio, 

2) com toxicidade potencial; 

3) A presença de sistemas de desintoxicação (ou destoxificação). 

Neste contexto, apesar de as ERO serem necessárias em diversas funções celulares, 

estas espécies, quando produzidas em excesso e sem o controle dos sistemas de defesa 

antioxidante, podem induzir danos em quaisquer componentes de uma célula (Preiser, 2012). 
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Figura 1: Representação esquemática que ilustra a definição de estresse oxidativo. Geralmente, cada célula 

mantém um equilíbrio entre os níveis de espécies reativas de oxigênio (ERO) e os níveis de compostos que inibem 

a produção destas espécies, ou seja, os antioxidantes (enzimáticos ou não). Quando as fontes de ERO se sobrepõem 

aos mecanismos de defesa antioxidante, conforme observado em uma situação de desequilíbrio na homeostase 

redox, a produção de ERO excede a capacidade dos compostos antioxidantes de eliminar tais espécies reativas, o 

que resulta em estresse oxidativo, com dano potencial às macromoléculas e demais componentes celulares. 

Adaptada de Panieri e Santoro (2016). Abreviaturas: COXs: Ciclo-oxigenases (EC 1.14.99.1); CTEM: Cadeia de 

transporte de elétrons mitocondrial; ERO: Espécie reativa de oxigênio; GPx: Glutationa peroxidase (EC 1.11.1.9); 

GSH: Glutationa reduzida; GSSG: Glutationa oxidada; MAOs: Monoamina-oxidases (EC 1.4.3.4); NADP+: 

Dinucleotídeo de nicotinamida e adenina fosfato (oxidado); NADPH: Dinucleotídeo de nicotinamida e adenina 

fosfato (reduzido); PRX: Peroxirredoxina (EC 1.11.1.24); SOD: Superóxido dismutase (EC 1.15.1.1); TRX: 

Tiorredoxina redutase (EC 1.8.1.9). 
 

As mitocôndrias são a principal fonte de ERO, as quais são produzidas na medida em 

que os elétrons fluem pela cadeia respiratória e se combinam com o oxigênio molecular (O2) 

(Kandola et al., 2015). De fato, o transporte de elétrons por meio das enzimas da cadeia 

respiratória mitocondrial não é totalmente eficiente, de modo que a redução incompleta destas 

partículas ao se combinarem com o oxigênio resulta na formação do ânion superóxido (O2
•−) na 

matriz mitocondrial. A taxa de formação depende do número de elétrons presentes na cadeia, 

sendo elevada em condições de hiperóxia, hiperglicemia, ou mesmo na hipóxia (quando a 

disponibilidade reduzida de oxigênio, o qual atua como aceptor de elétrons no complexo IV, 

desencadeia acúmulo de elétrons) (Burton e Jauniaux, 2011). Adicionalmente, o metabolismo 

do ferro e de grupos heme na célula pode fazer com que o ferro adquira a configuração de cátion 

ferroso (Fe2+), catalisando a geração de radicais hidroxila (OH•) por meio das reações de Haber-

Weiss e Fenton. Desta forma, a homeostase redox deve ser regulada rigorosamente para garantir 

que o excesso de ferro seja quelado a fim de evitar a geração de OH• e de outras EROs 

(Breitenbach e Eckl, 2015). A Figura 2 esquematiza a sequência de reações envolvidas na 

redução do oxigênio molecular em água que ocorre na cadeia de transporte de elétrons 

mitocondrial. 
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Figura 2: Sequência de reações que ocorrem durante a redução do oxigênio molecular (O2) em água (H2O) 

na cadeia de transporte de elétrons mitocondrial. O O2 pode sofrer uma redução incompleta com o ganho de 

um elétron (e), gerando o ânion superóxido (O2
•−), na matriz da mitocôndria. A partir daí, o O2

•− pode tanto se 

combinar com o óxido nítrico (NO•), gerando o ânion peroxinitrito (ONOO−), ou ser convertido em peróxido de 

hidrogênio (H2O2) em uma reação catalisada pela superóxido dismutase (SOD, EC 1.15.1.1). O H2O2, por sua vez, 

pode sofrer decomposição em radical hidroxila (OH•) e O2
•− ou ser convertido em H2O por ação da catalase (EC 

1.11.1.21), glutationa peroxidase (GPx, EC 1.11.1.9) ou peroxirredoxina (PRX, EC 1.11.1.24). Adaptado de Noh 

e Ha (2011). 
 

Durante a conversão do oxigênio em água que ocorre na cadeia respiratória, ao menos 

duas importantes enzimas antioxidantes participam deste processo: A catalase (EC 1.11.1.21) 

e a superóxido dismutase (SOD, EC 1.15.1.1). A catalase catalisa a desprotonação (perda de 

prótons) do peróxido de hidrogênio (H2O2), gerando água e oxigênio (Sepasi Tehrani e 

Moosavi-Movahedi, 2018). Com base em diferenças em sua sequência e estrutura, há três tipos 

diferentes de catalase: 1) A enzima monofuncional contendo o grupo heme, que está presente 

em todos os organismos aeróbicos; 2) A enzima catalase-peroxidase bifuncional, que também 

contém um grupo heme mas é estruturalmente relacionada às peroxidases de plantas; 3) E a 

catalase contendo manganês como grupo prostético, a qual não apresenta o grupo heme (Nandi 

et al., 2019). Já a SOD é a enzima que catalisa a produção de oxigênio e água a partir do ânion 

superóxido. Em humanos, esta proteína se apresenta em três isoformas: SOD1, localizada no 

citoplasma; SOD2, mitocondrial; e a SOD3, que é extracelular. As SODs são associadas a 

cofatores, tais como ferro, cobre, zinco, manganês e níquel, de modo que a SOD1 e SOD3 

possuem cobre e zinco, enquanto que a SOD2 contém manganês em seu sítio ativo (Jiang et al., 

2016). Conforme descrito na Figura 2, a catalase e a SOD são proteínas cruciais no processo 

de desintoxicação de ERO nas células. 

As ERO causam modificações químicas em proteínas (desnaturação e agregação), 

lipídios (peroxidação), bem como em carboidratos e ácidos nucleicos (alterações na estrutura 

do DNA) (Jakubczyk et al., 2020). Neste contexto, o estresse oxidativo causa danos a 

macromoléculas e está associado a diversas doenças/condições, tais como aterosclerose, 
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diabetes, câncer, doenças neurodegenerativas e envelhecimento (Gupta et al., 2014) (Figura 3). 

Além disso, estudos têm demonstrado uma forte correlação entre estresse oxidativo e a 

fisiopatologia de transtornos mentais (Michel et al., 2012; Salim, 2014; Smaga et al., 2015; 

Hassan et al., 2016; Fedoce et al., 2018). No caso do TB, por exemplo, foram detectadas 

alterações em diversos parâmetros de estresse oxidativo (Andreazza et al., 2008; Steckert et al., 

2010; Andreazza et al., 2015; Tsai e Huang, 2015; Rowland et al., 2018), indicando que este 

processo pode ser uma importante fonte de marcadores biológicos para o transtorno. 

Além da catalase e SOD, outros parâmetros sugestivos de estresse oxidativo incluem 

as substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARS) e os níveis de oxidação do diacetato 

de 2’,7’-diclorofluoresceína (DCFH-DA). As TBARS são indicadores bioquímicos da 

homeostase redox, sendo biomarcadores de estado pró-oxidante, e sua determinação constitui 

um método para a triagem e monitoramento da peroxidação lipídica (dano oxidativo a lipídeos) 

(Mikić et al., 2011). Uma das TBARS mais avaliadas na pesquisa biomédica é o 

malondialdeído, um potencial marcador de peroxidação que, ao reagir com o ácido 

tiobarbitúrico, produz um conjugado capaz de refletir a luz vermelha (cuja intensidade da cor é 

proporcional à concentração do conjugado presente na amostra) (Ohkawa et al., 1978; Aguilar 

Diaz De Leon e Borges, 2020). A detecção in situ de níveis de ERO utilizando DCFH-DA tem 

sido também amplamente adotada por pesquisadores que estudam o estresse oxidativo 

(Labuschagne e Brenkman, 2013). Neste procedimento, o DCFH-DA cruza a membrana celular 

e é facilmente desacetilado por esterases intracelulares; esta reação converte o DCFH-DA em 

um intermediário não fluorescente, o qual é imediatamente oxidado ao composto fluorescente 

2’,7’-diclorofluoresceína (DCF) na presença de H2O2 e outras ERO. Desse modo, os níveis de 

DCF, diretamente proporcionais à intensidade de fluorescência a ser mensurada, são 

proporcionais ao nível aproximado de ERO presente em um determinado meio (Labuschagne 

e Brenkman, 2013; Yoon et al., 2018). 
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Figura 3: Representação esquemática ilustrando a preponderância do estresse oxidativo em diferentes 

condições de saúde. Adaptado de Ghezzi et al., 2017. Abreviatura: AVE: Acidente vascular encefálico. 
 

1.3 Epigenética 

 

Grande parte do DNA de eucariotos é compartimentalizada em estruturas chamadas 

nucleossomos, complexos supramoleculares formados quando uma sequência de DNA de 

aproximadamente 147 pares de base envolve um octâmero de histonas (Xu e Olson, 2010; 

Cutter e Hayes, 2015; Brown et al., 2018). Cada octâmero de histonas é uma estrutura globular 

formada por duas cópias de cada uma das histonas H2A, H2B, H3 e H4 (Quina et al., 2006; de 

Jong e van Noort, 2019). A acessibilidade do DNA à transcrição gênica é regulada 

dinamicamente pela atividade de enzimas epigenéticas, incluindo as DNA metiltransferases 

(DNMTs, EC 2.1.1.37), histonas acetiltransferases (HATs, EC 2.3.1.48) e as histonas 

desacetilases (HDACs, EC 3.5.1.98) (Copeland et al., 2010). Estas enzimas constituem o core 

de mecanismos que dirigem o neurodesenvolvimento em mamíferos, conforme revisado 

recentemente por Salinas e colegas pesquisadores (2020). 

Neste contexto, a epigenética é um termo que pode ser definido como todos os 

mecanismos que levam a alterações funcionais do genoma ao induzir modificações estáveis na 

expressão gênica, sem que a sequência de nucleotídeos de ácido desoxirribonucleico (DNA) 

que constitui o gene seja alterada (Nieratschker et al., 2013). O câncer, as doenças autoimunes, 

os transtornos mentais, as doenças neurodegenerativas e o abuso de substâncias são eventos 

com significativo envolvimento de alterações epigenéticas (Moosavi e Motevalizadeh 
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Ardekani, 2016). Entretanto, processos fisiológicos como o desenvolvimento embrionário e 

fetal e o envelhecimento também são regulados por mecanismos epigenéticos (Figura 4). 

 

 
Figura 4: Esquema que ilustra genericamente os mecanismos epigenéticos que alteram a estrutura da 

cromatina. A metilação do ácido desoxirribonucleico (DNA) está associada ao desenvolvimento embrionário e 

fetal, uso de fármacos, envelhecimento e a certos componentes da dieta. Por outro lado, a modificação de histonas, 

que consiste na ligação covalente de fatores epigenéticos nas extremidades das cadeias N-terminais (“caudas”) 

destas proteínas, pode ser induzida por câncer, doenças autoimunes, distúrbios/transtornos mentais e diabetes. O 

resultado destes mecanismos contribui positiva ou negativamente para a exposição de sequências de DNA que 

compõem determinados genes. Adaptada de National Institutes of Health (2011). 
 

1.3.1 DNMTs 

 

A metilação do DNA, que normalmente ocorre no carbono 5’ de resíduos de citosina 

em dinucleotídeos de citosina-fosfato-guanina (CpG), é catalisada pelas DNMTs, grupo de 

enzimas com um domínio regulatório (N-terminal) e catalítico (C-terminal) que inclui a 

DNMT1, DNMT3A e a DNMT3B (Gujar et al., 2019). Estas enzimas utilizam como coenzima 

a S-adenosilmetionina, um composto sintetizado na via da metionina que serve como o principal 

doador de grupos metila em reações bioquímicas (Armstrong et al., 2014). Os mecanismos 

catalisados pelas DNMTs, além de poder reprimir a transcrição gênica, incluem a repressão 
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transcricional herdável de retrotransposons, a expressão monoalélica de genes que sofreram 

imprinting, a inativação do cromossomo X em células femininas, bem como a exposição 

seletiva de promotores de genes aos fatores de transcrição (Edwards et al., 2017). Por outro 

lado, a metilação de ilhas CpG intragênicas em sítios diferentes da região promotora é associada 

ao aumento da expressão gênica através da inibição da iniciação da transcrição em regiões não 

promotoras do gene (Neri et al., 2017). 

Após a replicação, a metilação do DNA pode ser mantida pela DNMT1, a qual é uma 

metiltransferase de manutenção, com preferência por sítios CpG hemimetilados (Gowher e 

Jeltsch, 2018). Por outro lado, a DNMT3A e a DNMT3B não demonstram tal preferência, razão 

pela qual elas estão envolvidas na geração de novo de padrões de metilação do DNA durante o 

desenvolvimento de células germinativas e nos estágios embrionários iniciais (Li e Zhang, 

2014; Gowher e Jeltsch, 2018). As DNMTs possuem uma importante função biológica na 

manutenção da integridade do genoma, colaborando para impedir a instabilidade dos 

cromossomos (Jin e Robertson, 2013). Além disso, a manutenção de padrões específicos de 

metilação do DNA através das divisões celulares torna a atividade destas enzimas um 

importante mecanismo para a preservação da memória epigenética (Chen e Zhang, 2020). 

 

1.3.2 HATs 

 

A acetilação de histonas é um mecanismo epigenético associado à ativação da 

transcrição gênica (Imran et al., 2019). Este mecanismo é catalisado pelas HATs, as quais 

transferem um grupamento acetila proveniente da acetil-coenzima A para grupos amino 

presentes em resíduos de lisina (K) nas extremidades das cadeias das histonas (Boycheva et al., 

2014). A acetilação em resíduos de lisina 9 (H3K9) e 14 (H3K14) da histona H3, por exemplo, 

é um mecanismo epigenético catalisado por HATs que induz uma cromatina mais aberta, 

transcricionalmente ativa (Bergmann et al., 2012; Karmodiya et al., 2012; Fernández-Sánchez 

et al., 2013; Qiao et al., 2015). 

As HATs podem ser classificadas em, pelo menos, cinco famílias diferentes, incluindo 

a HAT1 (histona acetiltransferase 1); Gcn5/PCAF (nomeada de acordo com seus membros 

fundadores Gcn5 (de levedura) e seu ortólogo humano, PCAF); MYST (nomeada de acordo 

com as letras iniciais dos nomes de seus membros fundadores MOZ, Ybf2/Sas3 (de levedura), 

Sas2 (de levedura) e Tip60 (humano)); p300/CBP (nomeada de acordo com os nomes de duas 

proteínas identificadas em humanos – hp300 e hCBP); e Rtt109 (denominada de acordo com 

sua identificação em levedura, atuando como um regulador da transposição do produto 109 do 
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gene Ty1) (Yuan e Marmorstein, 2013). É importante destacar que p300/CBP possuem um 

papel muito importante no desenvolvimento do sistema nervoso central, bem como na 

regulação da plasticidade de neurônios maduros (Lipinski et al., 2019). 

Ao contrário das HDACs, as HATs não são consideradas alvos terapêuticos relevantes, 

uma vez que nenhuma aplicação clínica foi descrita para tais enzimas (Wapenaar e Dekker, 

2016). Contudo, algumas isoformas de HAT, tais como a HAT 1, desempenham uma 

importante função no reparo do DNA dirigido por recombinação homóloga (Yang et al., 2013). 

Além disso, a acetilação de histonas catalisada por tais enzimas regula a renovação de células 

tronco hematopoiéticas, bem como sua proliferação e diferenciação nos progenitores 

hematopoiéticos, razão pela qual as translocações cromossômicas que envolvem HATs são 

frequentemente detectadas em enfermidades malignas hematológicas (Sun et al., 2015). 

 

1.3.3 HDACs 

 

A remoção de grupos acetila das histonas acetiladas constitui um mecanismo básico 

que leva a cromatina a um estado transcricionalmente inativo, devido à falta de acessibilidade 

das proteínas transcricionais à região promotora do gene (Parbin et al., 2014). A desacetilação 

de histonas é um mecanismo catalisado pelas HDACs, enzimas que removem grupos acetila 

ligados a resíduos de 1-N-acetil-L-lisina na extremidade das cadeias laterais das histonas, de 

modo a neutralizar o efeito das HATs e suprimir a expressão gênica (Lombardi et al., 2011; 

Chen et al., 2015). 

Há quatro classes principais de HDACs em humanos, agrupadas de acordo com sua 

homologia com proteínas de leveduras, tipo de atividade enzimática, bem como localização 

celular (Hassel, 2019). Algumas isoenzimas (classes I, II e IV) são dependentes de íons de 

zinco, pois utilizam este metal como cofator, incluindo a HDAC1–HDAC11 (Barneda-

Zahonero e Parra, 2012; Zhang e Zhong, 2014). As HDACs 1, 2, 3 e 8 estão agrupadas na classe 

I, apresentando similaridade de sequência com a dependência 3 de potássio reduzida de 

levedura (Rpd3). Já as HDACs de classe II, incluindo as HDACs 4, 5, 6, 7, 9 e 10, são 

distribuídas pelas subclasses IIA e IIB, apresentando homologia de sequência com a histona 

desacetilase 1 de levedura (hda-1). A HDAC 11 (classe IV) possui similaridade estrutural com 

as classes de desacetilase de levedura Rpd3 e hda-1. Outra classe de enzimas (III) requer o 

dinucleotídeo de nicotinamida e adenina (NAD+) como coenzima (Barneda-Zahonero e Parra, 

2012), tem similaridade de sequência com a desacetilase de levedura regulador 2 de informação 

silente (Sir2) e inclui as sete sirtuínas (SIRT1–SIRT7). As sirtuínas são conhecidas por modular 
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diversos processos biológicos, incluindo a sobrevivência, o envelhecimento, a resposta ao 

estresse e vários processos metabólicos (Singh et al., 2018). 

As HDACs são enzimas criticamente envolvidas no desenvolvimento do câncer, na 

fibrose intersticial, em doenças autoimunes e inflamatórias, bem como em distúrbios 

metabólicos (Tang et al., 2013). Além disso, estas enzimas foram propostas como importantes 

alvos terapêuticos para transtornos depressivos, de modo que o uso de inibidores destas 

proteínas tem se provado eficaz no tratamento destas condições (Misztak et al., 2018). 

Entretanto, um corpo crescente de evidência tem sugerido um importante papel da atividade 

das HDACs de classe I, especialmente as HDACs 1 e 2, no desenvolvimento do sistema nervoso 

central (SNC) assim como da transmissão sináptica, influenciando a aprendizagem e a memória 

(Mahgoub e Monteggia, 2014). No contexto do estresse oxidativo, tem sido demonstrado que 

a inibição de HDACs é capaz de contrabalançar os efeitos deste tipo de estresse em estudos 

mimetizando cenários patológicos (Shimazu et al., 2013; Nakamaru et al., 2015; Tokarz et al., 

2016; Gao et al., 2018; Manea et al., 2020), o que destaca o protagonismo destas enzimas na 

fisiopatologia de diversas doenças. 

A Figura 5 esquematiza as principais alterações mediadas pelas três enzimas 

epigenéticas discutidas no presente estudo (DNMTs, HATs e HDACs). 

 

 
Figura 5: Representação esquemática sobre a função de importantes enzimas epigenéticas. O DNA é 

compartimentalizado nos cromossomos através de sua interação com as histonas. A transcrição gênica pode ser 

inibida por meio da metilação do DNA (catalisada pela DNA metiltransferase, DNMT, EC 2.1.1.37), bem como 

através da desacetilação de histonas (catalisada pela histona desacetilase, HDAC, EC 3.5.1.98). Por outro lado, a 

acetilação de histonas, um mecanismo catalisado pela histona acetiltransferase (HAT, EC 2.3.1.48), geralmente 

ativa a transcrição gênica. Figura elaborada pelo autor. 
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1.4 A importância da epigenética para o neurodesenvolvimento e o TB 

 

A regulação de diversos aspectos do epigenoma (o conjunto de todos os mecanismos 

epigenéticos) é um fator crucial para o desenvolvimento cerebral normal in utero e permanece 

importante até o estágio cerebral adulto (Cristancho e Marsh, 2020). Vários fatores ambientais 

potencialmente “reeditam” o epigenoma. Entretanto, os mecanismos epigenéticos são 

reversíveis, o que é diferente do que ocorre no genoma, cujas alterações na estrutura são 

geralmente irreversíveis (Miyake et al., 2012). 

A importância dos mecanismos epigenéticos durante o desenvolvimento pode ser 

compreendida por uma questão fundamental: Como mais de 200 tipos celulares diferentes 

podem ser produzidos a partir de células com praticamente o mesmo material genético? Apesar 

de toda célula apresentar o mesmo material genético, a fração deste material que é transcrita 

ativamente difere de acordo com cada tipo de célula. Assim, diversos tipos celulares emergem 

a partir da embriogênese (O'Donnell e Meaney, 2020). O processo de diferenciação celular 

resulta em especialização das funções celulares, o que é refletido no perfil transcricional, ou 

transcriptoma, de um tipo celular específico, correspondendo à porção do genoma ativamente 

expressa naquele tipo celular. As células do cérebro, por exemplo, estabelecem a capacidade de 

aprendizado e memória, bem como a comunicação e interações sociais, utilizando frações 

específicas do genoma ao fazê-lo (O'Donnell e Meaney, 2020). 

Conforme supracitado, as alterações epigenéticas são mecanismos reversíveis. Neste 

contexto, durante muito tempo, acreditou-se que as alterações epigenéticas induzidas 

ambientalmente eram completamente eliminadas durante as duas ondas de reprogramação de 

marcas epigenéticas na gametogênese e após a fertilização (estágio a partir do qual são 

estabelecidos os padrões epigenômicos específicos para cada tipo de tecido). Contudo, hoje é 

aceito que as alterações epigenéticas induzidas pelo ambiente não são completamente 

eliminadas ao longo das divisões celulares, mas são parcialmente mantidas na gametogênese, 

em alguns loci no genoma, e transmitidas para a geração de células seguinte (Kubota et al., 

2012 e 2015). 

As alterações epigenéticas que são induzidas através do ambiente são capazes de 

exercer efeitos significativos no encéfalo em desenvolvimento, na plasticidade neural e em 

sistemas neuroendócrinos, cujas consequências são geralmente estáveis e podem perdurar no 

encéfalo até o estágio adulto (Kofink et al., 2013). De fato, o epigenoma é vulnerável a 

perturbações durante o desenvolvimento pré-natal, fase na qual as células-tronco sofrem 

diferenciação e marcas epigenéticas significativas estão sendo consolidadas, assim como 
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durante o desenvolvimento pós-natal precoce, estágio em que os circuitos neurais apresentam 

uma significativa plasticidade. Estas alterações epigenéticas podem interferir em vias 

implicadas em mecanismos patológicos de transtornos mentais, de modo que uma maior 

compreensão dos mecanismos envolvidos na interação entre genes e o ambiente circundante 

pode fornecer conhecimento valioso acerca da etiologia dos transtornos mentais (Kofink et al., 

2013). As alterações epigenéticas induzidas por estresse ambiental podem modificar fenótipos, 

e o aumento no número de pacientes com TB e outros transtornos de neurodesenvolvimento 

pode ser causado por alterações epigenéticas induzidas por estresse ambiental ou social sofrido 

por mães e ou seus filhos (Kubota, 2016). 

Os principais mecanismos epigenéticos passíveis de sofrerem desregulação no TB 

incluem a metilação do DNA, a metilação ou acetilação de histonas, bem como microRNAs e 

outros RNAs não codificantes (Legrand et al., 2021). No caso particular da metilação do DNA, 

esta pode atuar como um mediador entre a exposição a fatores de risco e o desenvolvimento de 

transtorno psiquiátrico na descendência adulta (Barker, 2018). 

A metilação do DNA, as modificações pós-transcricionais de histonas e a regulação 

epigenética mediada por microRNAs desempenham importantes funções no 

neurodesenvolvimento e são capazes de regular um grande número de genes simultaneamente 

(Shorter e Miller, 2015). Mutações em genes de DNMTs e em proteínas ligantes de DNA 

metilado (tais como a proteína 2 ligante de metil-CpG, MeCP2) podem levar a transtornos de 

neurodesenvolvimento. Em relação à modificação de histonas, a HDAC1 e HDAC3 são 

mediadores cruciais da neurogênese embrionária, regulando a acetilação de H3K9 (Večeřa et 

al., 2018; Salinas et al., 2020). Neste contexto, o ácido valproico e outros inibidores de HDAC 

são comumente utilizados na terapia do TB, o que reforça o caráter neurodesenvolvimental 

deste transtorno (Abel e Zukin, 2008; Salinas et al., 2020). 

De fato, a desregulação de histonas desempenha uma importante função na 

fisiopatologia do TB (Shorter e Miller, 2015). Além disso, foi demonstrado um padrão de 

metilação significativamente alterado em genes de vias envolvidas no neurodesenvolvimento e 

na fisiopatologia deste transtorno, incluindo os genes do receptor 24 acoplado à proteína G 

(MCHR1) e da catenina α-2 (CTNNA2) (Dempster et al., 2011). Foram também demonstradas 

alterações significativas no padrão de metilação em ilhas CpG adjacentes a promotores de genes 

envolvidos no neurodesenvolvimento e, ao mesmo tempo, no TB e na esquizofrenia (Li et al., 

2015). Além disso, embora não tenham sido analisados no presente estudo, também foi sugerido 

que os microRNAs -34a, -137, -138, -145 e -181b podem ter sua expressão desregulada no TB, 
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o que poderia estar envolvido nas alterações de migração e diferenciação de neurônios que 

foram associadas ao transtorno (O’Shea e McInnis, 2015). 

O fator de transcrição silenciador de elemento 1 repressor (REST), um fator 

silenciador da transcrição gênica amplamente expresso durante a embriogênese e com função 

crítica no desenvolvimento do fenótipo neuronal (Roopra et al., 2001; Ballas e Mandel, 2005; 

Ooi e Wood, 2007; Noh et al., 2012), é reconhecido por interagir com uma ampla gama de co-

reguladores da transcrição, o que pode promover a ativação da expressão gênica e repressão ou 

silenciamento epigenético em longo prazo de genes específicos de neurônios. Neste contexto, 

é importante ressaltar que níveis reduzidos de RNA mensageiro deste fator de transcrição foram 

detectados em linfócitos de pacientes portadores de transtornos de humor durante episódios 

depressivos, o que foi acompanhado por alterações na transcrição do hormônio de liberação da 

cortocotrofina (Otsuki et al., 2010). 

Pessoas que sofreram maus-tratos/abusos durante a infância precoce, os quais podem 

ter um padrão de estresse repetido e variado, são mais suscetíveis a desenvolver transtornos 

mentais como depressão maior, transtornos de ansiedade, transtornos de abuso de substâncias, 

esquizofrenia e TB na fase adulta (Schmitt et al., 2014). Além disso, as experiências na infância 

precoce que são acompanhadas por estímulo estressor significativo são associadas a alterações 

na expressão gênica. Os genes suscetíveis à desregulação epigenética induzida por estresse 

incluem os genes de resposta ao estresse do eixo HPA, o que é geralmente acompanhado por 

hiperatividade e alterações em processos corticais e subcorticais de neuroplasticidade e 

neurodegeneração. Podem ocorrer também alterações na regulação epigenética do gene 

codificante de receptor glicocorticoide (NR3C1), gene da proteína 5 ligante de FK506 (FKBP5), 

gene de vasopressina arginina (AVP) e de receptor α de estrogênio (ESR1), gene do 

transportador de 5-hidroxitriptamina (SLC6A4), bem como no gene codificante do fator 

neurotrófico derivado do encéfalo (BDNF) (Talarowska, 2020). 

Portanto, a análise de marcas epigenéticas específicas pode fornecer uma medida da 

qualidade do ambiente no início da vida e do risco para desenvolver transtornos mentais. Além 

do neurodesenvolvimento, as alterações epigenéticas parecem desempenhar um papel como 

mediadores na regulação do estresse e programação de sequelas decorrentes da exposição a 

estresses no início da vida (Murgatroyd e Spengler, 2012). 
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1.5 Estresse repetido e variado no período pré-natal 

 

A exposição materna ao estresse durante o segundo trimestre da gravidez pode alterar 

o desenvolvimento cerebral do feto (Buss et al., 2010; Wu et al., 2020). Eventos como luto 

materno, infecção viral, desnutrição ou a exposição a desastres naturais durante esta janela 

gestacional aumentam a probabilidade de a prole desenvolver transtornos psiquiátricos (Walker 

e Diforio, 1997; Koenig et al., 2002; Zhang et al., 2018). Está bem descrito que crianças de 

mães que sofreram de determinados estímulos estressores durante a gestação podem apresentar 

alterações no desenvolvimento motor precoce e vulnerabilidade a transtornos psiquiátricos na 

idade adulta, incluindo depressão, ansiedade, autismo, esquizofrenia e transtornos de abuso de 

substâncias (Maccari et al., 2003; Weinstock, 2005; Beydoun e Saftlas, 2008; Kinney et al., 

2008; Campbell et al., 2009; Lee et al., 2020). 

No contexto pré-clínico, os efeitos do estresse pré-natal sobre as alterações 

fisiológicas, morfológicas e comportamentais da prole de roedores têm sido estudados desde a 

década de 1950. Já no início da década de 1970, Archer e Blackman demonstraram, por meio 

de um estudo de revisão, que a prole adulta proveniente de matrizes estressadas pode exibir, em 

teste de campo aberto, uma menor frequência de movimentos de limpeza, maiores latências 

(para executar o primeiro cruzamento) e maior quantidade de bolo fecal que a prole de matrizes 

controles, não estressadas. Além disso, estes autores demonstraram que animais descendentes 

de ratas estressadas em período pré-natal podem exibir um padrão de locomoção mais lento em 

comparação com controles (Archer e Blackman, 1971). Isto poderia sugerir, ressalvadas as 

limitações dos estudos experimentais realizados naquela época, que a prole de matrizes 

submetidas a estresse durante a gestação tem uma maior predisposição a comportamentos 

similares àqueles observados em algumas condições humanas, tais como depressão e outros 

transtornos mentais. 

De forma semelhante ao que ocorre em humanos, o cérebro de roedores também é 

vulnerável ao estresse ambiental (Rayen et al., 2013; Notarangelo e Schwarcz, 2016). Nesse 

sentido, a exposição de ratas prenhes a eventos estressantes pode alterar o eixo hipotálamo-

hipófise-adrenal (HPA) da prole, o qual é reprogramado, de modo a potencializar as respostas 

comportamentais a drogas de abuso (Yang et al., 2006; Frye et al., 2011). Além disso, diversos 

estudos demonstraram que a exposição a estresse durante a gestação em ratos induz alterações 

fisiológicas e comportamentais importantes na prole adulta (Koehl et al., 1999; Weinstock et 

al., 2001; Bowman et al., 2004; Koenig et al., 2005; Rayen et al., 2013; Chen et al., 2020). 
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Adicionalmente, alguns estudos pré-clínicos também demonstram que a exposição 

repetida ao mesmo estresse em ratas prenhes não é capaz de reproduzir, na prole adulta, as 

alterações sensoriais e cognitivas que, em humanos, são elementos importantes no diagnóstico 

dos transtornos mentais (Lehmann et al., 2000; Bowman et al., 2004). Por outro lado, foi 

demonstrado que a exposição de ratas prenhes ao estresse repetido e variado induz déficits no 

comportamento e no desenvolvimento sensorial e cognitivo da prole adulta (Koenig et al., 2005; 

Wilson e Terry, 2013; Sickmann et al., 2015). Conforme citado na subseção anterior, as 

alterações no epigenoma que são secundárias a perturbações relacionadas ao estresse no início 

do neurodesenvolvimento podem ser um mecanismo chave que ajuda a explicar estes déficits 

cognitivos e comportamentais, tanto na prole adulta de roedores como em pacientes com 

transtornos mentais como o TB. 

 

1.6 Justificativa 

 

Considerando-se que o estresse pré-natal, especialmente o estresse repetido e variado 

pré-natal, pode levar a alterações no neurodesenvolvimento da prole (Koenig et al., 2005; 

Wilson e Terry, 2013; Sickmann et al., 2015) e que fatores ambientais podem influenciar a 

expressão gênica, estudos avaliando os efeitos do estresse induzido em ratas sobre as alterações 

epigenéticas e comportamentais na prole adulta são relevantes para a investigação destes 

sistemas no contexto do TB. De fato, há evidência demonstrando que o estresse pré-natal está 

associado às alterações comportamentais na prole adulta de roedores, tais como déficits de 

sociabilidade e comportamento do tipo ansioso (Chen et al., 2020), as quais são semelhantes às 

alterações observadas em alguns transtornos mentais. No TB, por exemplo, eventos estressantes 

no início da vida, tais como os conflitos familiares e problemas financeiros, foram observados 

em uma proporção significativamente maior em pacientes portadores de TB recidivantes, em 

comparação com pacientes que não passaram por tais experiências (Sam et al., 2019). Além 

disso, os eventos estressantes no início da vida podem ser considerados como um fator de risco 

para o início dos sintomas em pacientes com TB (Bergink et al., 2016). Visto que a 

fisiopatologia deste transtorno pode estar relacionada com a interação entre fatores ambientais 

e genéticos (Fries et al., 2016), as alterações epigenéticas constituem uma explicação 

interessante para a etiologia do TB e poderiam ser um elo mecanístico entre eventos estressantes 

no início da vida e o aparecimento desta condição. Adicionalmente, a análise de parâmetros de 

estresse oxidativo, os quais podem funcionar como marcadores biológicos em pacientes com 

TB (Steckert et al., 2010; Andreazza et al., 2015; Rowland et al., 2018), especialmente o 
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TBARS (Andreazza et al., 2008; Tsai e Huang, 2015), pode ser relevante em um cenário 

mimetizando o efeito do estresse pré-natal em tecido cerebral da prole adulta. Um melhor 

entendimento sobre a neurobiologia do TB pode colaborar para o desenvolvimento de novas 

estratégias terapêuticas para este transtorno. 
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2 Objetivos 

 

2.1 Objetivo geral 

 

Avaliar as alterações epigenéticas, comportamentais e parâmetros de estresse 

oxidativo na prole adulta de ratas submetidas ao estresse pré-natal, bem como o comportamento 

destas matrizes. 

 

2.2 Objetivos específicos 

 

• Aferir o comportamento das ratas em relação a sua prole, nos 6 primeiros dias de idade 

da ninhada; 

• Aferir a atividade locomotora e exploratória das ratas, após o desmame de seus 

respectivos filhotes; 

• Avaliar o comportamento do tipo depressivo das ratas, após o desmame de seus 

respectivos filhotes, por meio do teste do borrifo com solução de sacarose; 

• Mensurar o peso da glândula adrenal das ratas, após o desmame de seus respectivos 

filhotes; 

• Aferir o comportamento do tipo ansioso na prole adulta de ratas submetidas ao protocolo 

de estresse pré-natal, por meio do teste do labirinto em cruz elevado; 

• Avaliar a atividade locomotora e exploratória na prole adulta de ratas submetidas ao 

protocolo de estresse pré-natal, por meio do teste de campo aberto; 

• Avaliar o comportamento do tipo depressivo na prole adulta de ratas submetidas ao 

protocolo de estresse pré-natal, por meio do teste do borrifo com solução de sacarose e 

nado forçado; 

• Avaliar o peso da glândula adrenal da prole adulta de ratas submetidas ao protocolo de 

estresse pré-natal; 

• Mensurar a atividade de HDACs, HATs e DNMTs no hipocampo da prole adulta de 

ratas submetidas ao protocolo de estresse pré-natal; 

• Avaliar os níveis de histona H3 acetilada (em H3K9 e H3K14) no hipocampo da prole 

adulta de ratas submetidas ao protocolo de estresse pré-natal; 

• Determinar os níveis de malondialdeído no hipocampo da prole adulta de ratas 

submetidas ao protocolo de estresse pré-natal; 
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• Avaliar os níveis de DCF no hipocampo da prole adulta de ratas submetidas ao protocolo 

de estresse pré-natal; 

• Mensurar a atividade das enzimas catalase e SOD no hipocampo da prole adulta de ratas 

submetidas ao protocolo de estresse pré-natal. 
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3 Materiais e métodos 

 

3.1 Animais experimentais 

 

Foram utilizadas 16 ratas Wistar (Rattus norvegicus) com 14 dias de gestação, 

procedentes do biotério da Universidade do Extremo Sul Catarinense (UNESC). Visando à 

utilização do menor número possível de animais em experimentos, foi alcançada a quantidade 

de 16 animais. Previamente, estas fêmeas (60 dias de idade) foram mantidas em caixa moradia 

com machos da mesma espécie para acasalamento, durante aproximadamente 2 dias; somente 

no 14º dia gestacional é que foram utilizadas para experimentos (descontando-se os 2 dias para 

procriação). Foram utilizados, também, animais, com aproximadamente 60 dias, prole destas 

ratas (8-10 animais por matriz). Os ratos foram acondicionados em 5 por caixa, com ciclo claro-

escuro de 12 horas (claro às 6:00 h) e livre acesso à água e ao alimento. O ambiente foi mantido 

à temperatura de 22 ± 1 °C. Uma parte do presente estudo foi realizada com os machos da prole, 

enquanto que a outra parte com as fêmeas desta mesma prole, a fim de se eliminar uma possível 

influência de feromônios ou odores nos testes comportamentais (ou seja, machos e fêmeas 

foram avaliados separadamente). 

Todos os procedimentos experimentais foram realizados de acordo com as 

recomendações internacionais para o cuidado e uso de animais de laboratório (“Princípios de 

Cuidado com Animais de Laboratório”, National Institutes of Health, publicação n° 80–23, 

1996; e “Diretriz 86/609/EEC, do Conselho Europeu”), além das diretrizes para o uso de 

animais da Sociedade Brasileira de Neurociências e Comportamento. É importante ressaltar 

também que o presente projeto obedeceu a Diretriz Brasileira para o Cuidado e a Utilização de 

Animais para Fins Científicos e Didáticos, aprovada pela Portaria do Conselho Nacional de 

Controle de Experimentação Animal nº 465 de 23 de maio de 2013 (Brasil, 2013). Este projeto 

foi aprovado pela Comissão de Ética no Uso de Animais da UNESC (protocolos nos. 014/2018 

e 040/2019; Anexos A e B). 

  

3.2 Estresse repetido e variado pré-natal 

 

As ratas prenhes foram divididas em dois grupos: 1) estresse pré-natal (EP; n = 7) e 2) 

controle pré-natal (CP; n = 9). Os procedimentos de estresse pré-natal foram iniciados no 14o 

dia de gestação, estágio no qual se inicia o desenvolvimento neural (Clancy et al., 2001) e que 

corresponde ao segundo trimestre da gestação em humanos. As ratas prenhes foram submetidas 
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ao estresse repetido e variado até o nascimento dos filhotes, entre o 20º e 21º dia de gestação 

(Kinnunen et al., 2003). Os estressores utilizados no presente estudo foram: 1) contenção, em 

que o animal foi colocado em um cilindro de policloreto de vinila durante 1 hora (14º dia de 

gestação); 2) contenção e exposição a ambiente frio (4 °C), durante 6 horas; 3) 15 minutos de 

natação forçada; 4) estresse social de aglomeração overnight, em que cada rata prenhe foi 

acondicionada com outras 6 ratas prenhes em uma mesma caixa; 5) privação de comida da noite 

para o dia (12 horas; início às 18h00); 6) 24 horas de ciclo claro; 7) sem estresse (o que poderia 

se constituir em um estímulo ansiogênico, pois os animais estariam habituados a receber um 

tipo de estresse a cada dia); 8) isolamento social, em que cada rata foi isolada em uma caixa 

moradia. Esta ordem de estímulos estressores ao longo dos dias foi observada tendo-se em vista 

a necessidade de evitar a ocorrência de abortos. As ratas do grupo controle não foram 

submetidas a nenhum tipo de estressor e foram deixadas em suas caixas sem serem perturbadas. 

Logo após o parto, as ratas dos grupos EP e CP e seus filhotes foram submetidos à 

análise de comportamento materno, durante 6 dias, a qual será detalhadamente explicada a 

seguir (Item 3.5.3). Após a avaliação do comportamento materno, as ratas e suas respectivas 

proles foram deixadas em suas caixas, sem serem perturbadas, até o 21º dia do período pós-

natal. No 21º dia do período pós-natal, ocorreu o desmame, e os filhotes foram separados de 

suas mães e alocados em caixas. Estes animais foram utilizados nos procedimentos 

experimentais quando adultos (60 dias de idade). 

 

3.3 Experimentos de fase 1 – Avaliação de comportamentos do tipo locomotor, 

exploratório e depressivo das ratas após o desmame de seus respectivos filhotes 

 

Foram realizados testes comportamentais em cada uma das 16 ratas, após o desmame 

dos filhotes. Os comportamentos locomotor e exploratório foram determinados por meio do 

teste do campo aberto (Broadhurst, 1960), detalhado a seguir (Item 3.5.3). O comportamento 

do tipo depressivo das ratas foi avaliado por meio do “teste do borrifo com solução de sacarose” 

(Item 3.5.4). Esta metodologia foi utilizada para se aferir comportamento do tipo anedônico 

nos animais, caracterizado por uma incapacidade de sentir prazer e falta de autocuidado (em 

termos de movimentos de limpeza corporal) (Isingrini et al., 2010). O aparato utilizado neste 

procedimento foi o mesmo que o utilizado no teste do campo aberto. 

Ao término desta etapa, as ratas foram submetidas à eutanásia com guilhotina, sem 

anestesia. Destes animais, foi extraída a glândula adrenal, cujo peso foi avaliado com uma 

balança analítica de precisão. 
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3.4 Experimentos de fase 2 – Avaliação comportamental da prole adulta de ratas 

submetidas ao estresse pré-natal 

 

Neste protocolo, foram utilizados dois grupos experimentais: 1) ratos pertencentes à 

prole EP e 2) ratos pertencentes à prole CP. A estes animais, foram aplicados os seguintes testes 

comportamentais (os quais serão descritos a seguir, no Item 3.5): teste do campo aberto 

(Broadhurst, 1960); teste do nado forçado, desenvolvido por Porsolt e colaboradores (1977); 

teste do borrifo de sacarose (Isingrini et al., 2010); e o teste do labirinto em cruz elevado (para 

aferir o comportamento do tipo ansioso) (Pellow et al., 1985). Foi utilizado um n = 8 animais 

por grupo para cada teste comportamental. As principais etapas experimentais do presente 

estudo são apresentadas na figura abaixo (Figura 6). 

 

 
Figura 6: Representação esquemática que ilustra as etapas experimentais realizadas com as ratas prenhes 

e sua prole. As fêmeas (60 dias) foram postas para acasalar com machos durante aproximadamente 2 (dois) dias, 

a fim de assegurar que a maior quantidade possível de ratas tenha sido fertilizada. No 14º dia de gestação, 

descontados os dias para a procriação, as ratas foram submetidas a um protocolo de estresse repetido e variado 

pré-natal, o qual se iniciou com a contenção (por uma hora) e terminou com o estresse por isolamento social. No 

primeiro dia pós-natal (PN), foi avaliado o comportamento da rata em relação à sua prole (incluindo a 

amamentação) e, após o desmame (21º dia PN), a atividade locomotora e o comportamento do tipo depressivo das 

ratas matrizes foram avaliados, o que foi precedido por eutanásia por decapitação e dissecação da glândula adrenal 

(“Fase 1”). Os experimentos de fase 2 foram realizados exclusivamente com a prole adulta. Os animais da prole 

foram submetidos à eutanásia e amostras de hipocampo e glândula adrenal foram obtidas para a realização de 

análises subsequentes. 
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3.5 Testes comportamentais 

 

No presente estudo, em cada grupo de análise comportamental desempenhada na prole, 

foi utilizado um n = 8 ratos (8 machos/8 fêmeas). 

 

3.5.1 Análise do comportamento materno 

 

O procedimento que foi utilizado na presente pesquisa foi desenvolvido por Myers e 

colegas (1989), com ligeiras adaptações (Popoola et al., 2015). Baseia-se na observação do 

comportamento da rata matriz, em relação à prole. Brevemente, este protocolo consiste em três 

sessões de observação na “fase de claro” (6h00, 11h00 e 15h00) e duas sessões na “fase de 

escuro” (18h00 e 22h00). Cada sessão deve ter duração de 75 minutos, de modo que cada animal 

seja observado por períodos de 5 segundos, intercalados com intervalos de 3 minutos. Portanto, 

em cada sessão, cada matriz é observada 25 vezes (125 observações por dia). Estas análises 

ocorrem a partir do primeiro dia de nascimento dos filhotes, estendendo-se até o sexto dia pós-

natal. As variáveis de comportamento materno são as seguintes (Popoola et al., 2015): 1) 

limpeza dos filhotes (grooming); 2) amamentação (nursing); 3) carregar um filhote para o 

ninho; 4) estar em contato com a prole (sem amamentação); 5) estar longe dos filhotes. 

A postura de amamentação (nursing), por sua vez, inclui os seguintes subtipos: a) 

passiva (passive nursing; quando a rata está amamentando os filhotes deitada de perfil ou de 

costas); b) postura blanket, em que a mãe permanece sobre a ninhada, porém não levanta seu 

dorso ou estende suas pernas (está apenas sobre a ninhada); c) postura ABN (ABN, do inglês, 

arched-back nursing), a qual é, por sua vez, dividida em três posições: ABN1, em que a rata 

permanece “pairando” sobre a ninhada; ABN2, em que o dorso da rata permanece “arcado” e 

suas costas ou patas dianteiras estão semi-estendidas (posição denominada cifose); ABN3, em 

que o dorso da rata permanece arcado e todas as suas patas estão completamente flexionadas, 

de modo que a cifose é mais pronunciada (Figura 7). A postura ABN requer um maior 

despendimento energético da rata que a postura passiva ou blanket, permitindo maior 

movimentação dos filhotes entre os mamilos da rata (Popoola et al., 2015). É importante 

ressaltar que, na presente pesquisa, a utilização desta análise levou em conta a possibilidade do 

estresse induzido na rata matriz poder influenciar no modo como esta lida com sua prole, 

constituindo um importante comportamento a ser aferido. 
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Figura 7: Variáveis (parâmetros) avaliadas durante as observações de comportamento materno. A 

frequência de cada comportamento é avaliada utilizando-se uma tabela, a qual registra 25 observações, bem como 

outras informações relevantes (identificação, data de nascimento, etc.). Adaptada de Popoola et al., 2015. 

Abreviaturas: ABN: Do inglês, arched-back nursing – a posição de amamentação na qual a matriz permanece com 

o dorso curvado, sobre a ninhada. 

 

3.5.2 Teste do labirinto em cruz elevado 

 

Este procedimento é considerado válido para aferir comportamento do tipo ansioso em 

roedores, investigando aspectos comportamentais, fisiológicos e farmacológicos (Pellow et al., 

1985; Rodgers e Cole, 1994; Morato, 2006). Conforme o próprio nome sugere, o teste consiste 

em colocar o animal em um labirinto elevado do solo. Este aparato é formado por dois braços 

fechados (com paredes) e dois braços abertos (Figura 8), sendo analisada a frequência de 

entradas do animal em cada braço e o tempo gasto em cada tipo de braço. Outros 

comportamentos, incluindo deslocamentos, levantar-se e esticar-se, também são analisados. O 

animal explora os dois tipos de braço, mas geralmente entra mais e permanece mais tempo nos 

braços fechados. Considera-se a porcentagem da preferência (entradas e tempo gasto) pelos 

braços abertos ou pelos fechados como uma estimativa do comportamento do tipo ansioso: 

quanto mais evidente for este comportamento, menor a porcentagem de entradas nos braços 

abertos e o tempo gasto nos mesmos (Handley e Mithani, 1984; Pellow e File, 1986; Morato, 

2006). 
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Figura 8: Representação esquemática que ilustra o aparato utilizado no teste do labirinto em cruz elevado. 

Adaptada de Sweis et al., 2016. 

 

3.5.3 Teste de campo aberto 

 

Esta metodologia foi descrita originalmente por Broadhurst (1960). Brevemente, o 

teste é executado em uma caixa medindo 40 × 60 cm, cercada por paredes de 50 cm de altura 

feitas de madeira compensada, com uma parede de vidro frontal e um assoalho dividido em 

nove quadrados iguais separados por linhas pretas (Figura 9). Cada animal é colocado 

cuidadosamente no quadrante traseiro esquerdo, a fim explorar a arena por 5 minutos, onde é 

contado o tempo de latência com que o animal deixa o quadrante, o número de cruzamentos 

entre as linhas pretas (crossings, para a avaliação da atividade locomotora), bem como o número 

de vezes em que o rato permanece apoiado nas patas traseiras (rearings, para a avaliação da 

atividade exploratória). Além disso, é avaliada a quantidade de vezes e o tempo em que o rato 

permanece no quadrante central do aparato, para a verificação do comportamento de risco. 

Finalmente, a contagem de bolo fecal possibilita estimar o comportamento do tipo ansioso dos 

animais. 
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Figura 9: Representação esquemática que ilustra o aparato utilizado no teste comportamental de campo 

aberto. Alguns parâmetros analisados no teste do campo aberto e no teste do borrifo com solução de sacarose são 

apresentados. Adaptada de Valvassori et al., 2017. 

 

3.5.4 Teste do borrifo com solução de sacarose 

 

O teste do borrifo com solução de sacarose (também denominado splash) foi utilizado 

para estimar o comportamento do tipo anedônico nos animais. O teste consiste em uma 

borrifada de solução de sacarose 10% na parte dorsal do animal. O rato é então colocado em 

um aparato de campo aberto (vide teste do campo aberto, Item 3.5.3) e são observados os 

movimentos de grooming, durante cinco minutos (Isingrini et al., 2010). O grooming consiste 

em movimentos de autolimpeza realizados pelo animal, tais como lambidas nos pelos do tronco. 

Estes movimentos fornecem uma estimativa do comportamento de autocuidado dos animais 

(Isingrini et al., 2010). Na presente pesquisa, também foi analisado o tempo que cada animal 

consome na limpeza das vibrissas (sniffing), a fim de complementar os achados obtidos com o 

tempo de grooming. 

 

3.5.5 Teste do nado forçado 

 

Este teste consiste em dois dias de procedimento, nos quais cada rato é colocado em 

um cilindro com água a 23 °C, em quantidade suficiente para que o animal não consiga apoiar 

as patas no fundo e nem utilizar sua cauda para se apoiar no assoalho do aparato (Figura 10). 

No primeiro dia, os animais são forçados a nadar por 15 minutos (sessão de treino). Vinte e 

quatro horas após o treino, cada animal é novamente forçado a nadar durante 5 minutos (sessão 

de teste). Durante esta última sessão, é avaliado o tempo de imobilidade dos animais 

(imobilidade total ou movimentos para manter a cabeça fora da água sem intenção de escapar) 

(Porsolt et al., 1977). O tempo de imobilidade, o tempo de nado e o número de escaladas 
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fornecem importante informação sobre o “comportamento de desesperança” do animal (quanto 

maior for o tempo de imobilidade e menor for o tempo de nado e o número de escaladas, maior 

é o nível deste comportamento no roedor). O “comportamento de desesperança” é considerado 

um comportamento do tipo depressivo. 

 

 
Figura 10: Parâmetros avaliados no teste do nado forçado. Adaptada de Valvassori et al., 2017. 

 

3.6 Preparo das amostras de hipocampo da prole 

 

Os animais foram submetidos à eutanásia por decapitação com guilhotina, sem 

anestesia. A caixa craniana foi aberta e os cérebros foram removidos. Dentre as diferentes 

regiões cerebrais, optou-se pela dissecação do hipocampo. O hipocampo é uma importante 

estrutura cerebral envolvida em mecanismos de memória (incluindo a memória declarativa) e é 

também um componente chave do sistema límbico – um conjunto de estruturas cerebrais 

envolvido no processamento de sensações e emoções (Torrico e Abdijadid, 2020). Portanto, a 

análise desta estrutura pode ser relevante em um cenário mimetizando os efeitos do estresse 

pré-natal sobre o neurodesenvolvimento. 

Após terem sido dissecadas em uma superfície gelada, as amostras de hipocampo 

foram limpas, acondicionadas em microtubos, imersas em nitrogênio líquido e armazenadas em 

ultra freezer (−80 °C) para as análises bioquímicas subsequentes. Para estas avaliações (cuja 

metodologia é descrita a seguir), foi observado um tamanho n mínimo de 5 animais por grupo 

experimental. 
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3.7 Avaliações bioquímicas 

 

3.7.1 Extração nuclear 

 

A extração nuclear, necessária para a avaliação dos parâmetros de epigenética, foi 

realizada utilizando-se um kit comercial específico (EpiQuik™ Nuclear Extraction Kit II, 

Epigentek Group Inc., Farmingdale, Nova Iorque, Estados Unidos; código OP-0022-100). 

Inicialmente, o hipocampo de cada animal da prole foi transferido para um tubo previamente 

resfriado. A este tubo, foram adicionados 5 mL do tampão de pré-extração (10X), previamente 

diluído em água (1:10) e suplementado com 5 µL de solução de ditiotreitol por grama de tecido. 

Em seguida, os hipocampos foram homogeneizados e deixados em incubação em gelo por 15 

minutos. Decorrido o prazo de incubação, as amostras foram submetidas à centrifugação a 

12000 rotações por minuto (rpm) a 4 °C, durante 10 minutos. Os sobrenadantes foram 

descartados. Durante o tempo de incubação das amostras em gelo, foram preparadas algumas 

soluções: 1) Adicionou-se a solução de ditiotreitol e coquetel inibidor de protease (1000x) ao 

tampão de extração, na proporção de 1:1000; 2) Adicionou-se a solução pré-limpadora à 

solução preparada na etapa anterior, em uma proporção de 1:10. Após a incubação e 

centrifugação das amostras, foram adicionados dois volumes do tampão de extração ao pellet 

(sedimento) nuclear (aproximadamente 10 µL de tampão de extração para cada 2 mg de tecido). 

Em seguida, os extratos foram novamente incubados em gelo por 15 minutos em agitação 

vigorosa (por 5 segundos) a cada período de 3 minutos. A suspensão obtida foi então 

centrifugada a 14.000 rpm a 4 °C, durante 10 minutos e o sobrenadante foi transferido para um 

novo microtubo. Ao sobrenadante, foi adicionada a solução limpadora de extração, na 

proporção de 1:100, e as amostras foram deixadas em incubação por 15 minutos a temperatura 

ambiente. Decorrido o prazo de incubação, a suspensão foi centrifugada em 14.000 rpm a 4 °C, 

durante 1 minuto, e o sobrenadante foi transferido para um novo tubo. Uma alíquota de 10 µL 

do sobrenadante foi reservada e armazenada a −80 °C para posterior determinação da 

concentração de proteínas (Item 3.7.5). Os sobrenadantes contendo a fração nuclear foram 

armazenados a −80 °C para as análises epigenéticas subsequentes. 

 

3.7.2 Atividade de DNMTs, HATs e HDACs 

 

A atividade das enzimas DNMTs, HATs e HDACs foi determinada em extratos 

nucleares (fração nuclear) obtidos de amostras de hipocampo dos animais da prole. Foram 
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utilizados kits para ensaio de cada enzima, com placas de 96 poços, de acordo com as instruções 

do fabricante (Epigentek Group Inc.; DNMTs: EpiQuik™ DNA Methyltransferase 

Activity/Inhibition Assay Kit, código P-3001; HATs: EpiQuik™ HAT Activity/Inhibition Assay 

Kit, código P-4003; HDACs: EpiQuik™ HDAC Activity/Inhibition Assay Kit(Colorimetric), 

código P-4002). 

No kit para ensaio de atividade de DNMTs, um substrato de DNA com alta 

concentração de citosina reveste a superfície interna dos poços da placa. Estes poços foram 

tratados para apresentar uma alta capacidade de absorção de DNA. As DNMTs presentes nas 

amostras transferem um grupo metila derivado da S-adenosilmetionina para o substrato de 

DNA. O DNA metilado pode, então, ser reconhecido por um anticorpo anti-5’-metilcitosina. A 

quantidade de DNA metilado, a qual é proporcional à atividade de DNMTs, pode ser 

quantificada colorimetricamente. 

No kit para ensaio de atividade de HATs, um substrato de histona reveste a superfície 

interna dos poços da placa. As HATs presentes nas amostras se ligam e acetilam o substrato de 

histona. O substrato acetilado pode, então, ser reconhecido por um anticorpo de alta afinidade 

dirigido contra histona acetilada. A quantidade de histona acetilada, a qual é diretamente 

proporcional à atividade de HATs, pode então ser quantificada colorimetricamente. Já no kit 

para ensaio de HDACs, a superfície interna dos poços é revestida com um substrato de histona 

acetilada. As HDACs presentes nas amostras se ligam e desacetilam o substrato de histona. O 

substrato remanescente, que não sofreu desacetilação, pode ser reconhecido por um anticorpo 

de alta afinidade dirigido contra histonas acetiladas. A quantidade de histonas acetiladas, que é 

inversamente proporcional à atividade de HDACs, pode então ser quantificada 

colorimetricamente. 

As leituras colorimétricas foram realizadas em um leitor de placas de ensaio 

imunossorvente ligado à enzima (ELISA), com comprimento de onda de 450 nanômetros (nm) 

tanto para a atividade de DNMTs quanto para a atividade de HATs e HDACs. Um esquema 

simplificado que ilustra as etapas de análise da atividade das enzimas é apresentado na Figura 

11. Estas atividades foram expressas como uma unidade de densidade óptica por minuto por 

miligrama de proteína (DO . min-¹. mg de proteína-¹). 
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Figura 11: Principais etapas experimentais envolvidas na determinação da atividade das enzimas 

epigenéticas em placas de ensaio imunossorvente ligado à enzima (ELISA). (Adaptação de figura 

disponibilizada nas instruções do kit EpiQuik™ DNA Methyltransferase Activity/Inhibition Assay Kit, código P-

3001; Epigentek Group Inc.). 

 

3.7.3 Níveis de acetilação de H3K9 e H3K14 

 

Outros importantes parâmetros epigenéticos avaliados no presente estudo foram os 

níveis de histona H3 acetilada em H3K9 e H3K14, os quais estão associados a um estado da 

cromatina transcricionalmente ativo, conforme supracitado (Bergmann et al., 2012; Karmodiya 

et al., 2012; Fernández-Sánchez et al., 2013; Qiao et al., 2015). Os níveis de acetilação de 

histona foram mensurados por meio de kits comerciais específicos, seguindo-se as instruções 

do fabricante (Epigentek Group Inc.; H3K9 acetilada: EpiQuik™ Global Acetyl Histone H3-

K9 Quantification Kit (Colorimetric), código P-4010; H3K14 acetilada: EpiQuik™ Global 

Acetyl Histone H3-K14 Quantification Kit (Colorimetric), código P-4012). 
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Brevemente, o princípio do método subjacente a estes kits é descrito a seguir. A H3K9 

ou H3K14 acetilada presente na amostra é capturada por um anticorpo anti-H3K9 ou anti-

H3K14 ligado à superfície interna dos poços da microplaca. A histona acetilada capturada pelo 

anticorpo pode então ser detectada por meio de um anticorpo de detecção “marcado”. 

Posteriormente, é adicionado aos poços o reagente para o desenvolvimento de coloração, para 

posterior avaliação da absorvância. A razão de H3K9 ou H3K14 acetilada é proporcional à 

intensidade da absorvância medida. A quantidade absoluta de histona acetilada pode ser 

quantificada através da comparação com um controle padrão. 

As avaliações colorimétricas foram realizadas em um leitor de placas de ELISA, com 

comprimento de onda de 450 nm tanto para a H3K9 quanto para a H3K14. A quantidade 

absoluta de cada histona foi expressa como nanogramas de histona por miligrama de proteína 

(ng/mg). 

 

3.7.4 Avaliações de estresse oxidativo 

 

3.7.4.1 Determinação dos níveis de TBARS 

 

Na avaliação dos níveis de TBARS, optou-se por utilizar o método desenvolvido por 

Esterbauer e Cheeseman (1990). A técnica é baseada na detecção de substâncias que reagem 

com o ácido tiobarbitúrico, geralmente subprodutos de peroxidação lipídica, gerando um 

conjugado de coloração vermelha ou rósea. 

Inicialmente, foram preparadas as soluções aquosas a serem utilizadas na análise: O 

tampão de homogeneização, a solução A (1,1,3,3,-tetrametoxipropano e tampão de 

homogeneização), a solução B (solução A e tampão de homogeneização), a solução de ácido 

tricloroacético 10% e a solução de ácido tiobarbitúrico 0,67% em sulfato de sódio. As amostras 

foram homogeneizadas com tampão de fosfato de sódio (20 mM) e cloreto de potássio (140 

mM), em pH 7,4. Em seguida, os homogeneizados foram centrifugados a 3500 rpm, durante 10 

minutos, a 4 °C. Uma alíquota de 10 µL do sobrenadante foi reservada para subsequente análise 

da concentração de proteínas (Item 3.7.5). Em microtubos, foram pipetadas as soluções de 

modo a se obter uma curva padrão, em triplicata. Em cada tubo contendo amostra (100 µL), 

foram acrescentados 200 µL de ácido tricloroacético 10% e 300 µL de ácido tiobarbitúrico 

0,67%. Os microtubos foram colocados em uma estante, a qual, por sua vez, foi encoberta com 

papel alumínio e levada ao banho maria fervente por duas horas. Decorrido este tempo, as 

amostras foram deixadas esfriar e então foram levadas à capela para a adição de 400 µL de 
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butano, o que foi precedido por agitação vigorosa. Posteriormente, os microtubos foram 

submetidos à centrifugação a 5000 rpm por 3 minutos. Ao final da técnica, a fase superior de 

cor rósea foi pipetada em placa preta para a realização da leitura da absorvância em fluorímetro 

(comprimentos de onda: 515 nm (excitação); 553 nm (emissão). Os dados foram expressos 

como nanomol de malondialdeído por miligrama de proteína (nmol/mg proteína). 

 

3.7.4.2 Avaliação da oxidação de DCFH 

 

Para a avaliação dos níveis de DCFH oxidada (DCF), foi utilizado o método de LeBel 

e colaboradores (1992). O princípio do método se baseia na oxidação de DCFH na presença de 

espécies reativas de oxigênio, gerando um composto (DCF) cuja fluorescência é proporcional 

a sua concentração e pode ser lida fluorimetricamente. 

Inicialmente, foram preparadas as soluções a serem utilizadas na técnica: O tampão de 

homogeneização, o DCFH-DA e a 2’,7’-diclorofluoresceína (DCF, forma oxidada da DCFH). 

A homogeneização foi realizada de acordo com o descrito no Item 3.7.4.1. Dez µL do 

sobrenadante foram reservados para subsequente análise da concentração de proteínas (Item 

3.7.5). Em microplaca e em ambiente com pouca ou nenhuma luminosidade, foram pipetados 

40 µL da amostra e 160 µL de DCFH-DA. Também foi pipetada uma curva padrão, em 

duplicata. Após as pipetagens, a placa foi incubada a 37 °C no escuro, durante 30 minutos. 

Finalmente, foi realizada a leitura da absorvância em fluorímetro (comprimentos de onda: 488 

nm [excitação]; 525 nm [emissão]). Os dados foram expressos em termos de intensidade de 

fluorescência do composto DCF. 

 

3.7.4.3 Avaliação da atividade da catalase 

 

Para a avaliação da atividade da catalase, foi utilizado o método desenvolvido por Aebi 

(1984). O princípio do método se baseia no decaimento da absorvância conforme o consumo 

de H2O2 pela ação da enzima catalase (presente na amostra). 

Inicialmente, as amostras foram homogeneizadas conforme descrito no Item 3.7.4.1. 

Uma alíquota do sobrenadante (10 µL) foi reservada para a determinação da concentração de 

proteínas conforme o Item 3.7.5. Posteriormente, 50 µL da amostra e 5 µL de triton 10% (Triton 

X-100 + água milli-Q) foram pipetados em um microtubo e submetidos à agitação vigorosa, o 

que foi precedido pelo acondicionamento das amostras em gelo (para a liberação da catalase). 

Em seguida, foram pipetados 248 µL de tampão fosfato de potássio (10 mM), pH 7,0, no poço 
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da microplaca correspondente ao branco (controle da técnica). Na mesma microplaca, em 

duplicata, foram pipetados 8 µL de amostra e 240 µL do meio suplementado com H2O2, 

servindo como substrato da enzima. Finalmente, foi realizada a leitura da absorvância em 

espectrofotômetro, em comprimento de onda de 240 nm, durante 5 minutos, com leituras a cada 

40 segundos. Os dados foram expressos como unidade de catalase por miligrama de proteína 

(U/mg proteína). 

 

3.7.4.4 Avaliação da atividade da SOD 

 

Para a determinação da atividade da SOD, foi utilizada a metodologia desenvolvida 

por Bannister e Calabrese (1987). O princípio da técnica se fundamenta na inibição da auto-

oxidação da adrenalina pela SOD, cuja absorvância é mensurada a 480 nm. 

Previamente, as amostras foram homogeneizadas conforme descrito no Item 3.7.1. 

Uma porção do sobrenadante (10 µL) foi reservada para a determinação da concentração de 

proteínas conforme o Item 3.7.5. Em seguida, foram elaboradas as soluções aquosas de glicina 

(tampão glicina), adrenalina e catalase. O tampão glicina foi colocado em banho maria a 32 °C 

antes que fossem iniciadas as pipetagens em microplaca (mesma que a utilizada em ELISA). 

Nesta microplaca, foram pipetados 190 µL de tampão glicina e 5 µL de catalase para o branco 

da amostra; 5 µL de amostra, 185 µL de tampão glicina e 5 µL de catalase para a amostra 1; 10 

µL de amostra, 180 µL de tampão glicina e 5 µL de catalase para a amostra 2; 15 µL de amostra, 

175 µL de tampão glicina e 5 µL de catalase para a amostra 3, e assim, sucessivamente. 

Decorridas estas pipetagens, foi realizada a leitura pontual em espectrofotômetro a 480 nm. 

Após a leitura, foram pipetados 5 µL de solução de adrenalina em todos os poços e, finalmente, 

foi realizada a leitura a 412 nm durante 20 minutos (a cada 40 segundos) a 32 °C. Os dados 

foram expressos como unidade de SOD por miligrama de proteína (U/mg proteína). 

 

3.7.5 Determinação da concentração de proteínas 

 

O conteúdo de proteínas foi mensurado conforme a técnica desenvolvida por Lowry e 

colegas (1951), com ligeiras modificações (Peterson, 1977). 
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3.8 Análise estatística 

 

Os resultados foram apresentados como média ± desvio padrão. Os ensaios foram 

realizados em duplicata e a média foi utilizada na análise. Os dados foram comparados por meio 

do teste t de Tukey para amostras independentes (já que são apenas dois grupos, EP e CP). As 

diferenças entre os grupos foram consideradas estatisticamente significativas quando p < 0,05. 

As análises foram realizadas por meio do programa IBM SPSS Statistics (IBM, Armonk, Nova 

Iorque, Estados Unidos). As figuras de gráficos dos resultados foram geradas utilizando-se a 

versão 5.0 do programa GraphPad Prism para Windows (GraphPad Software, San Diego, 

Califórnia, Estados Unidos). 
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4 Resultados 

 

Na primeira etapa do presente estudo, foram realizadas avaliações do comportamento 

das matrizes em relação às suas respectivas proles, nos seis primeiros dias de vida destes 

animais. Em uma análise estratificada por dias, foi observada: 1) uma diminuição no número 

de posições de amamentação do tipo ABN2 no grupo EP, no primeiro dia de avaliação (t = 

2,147, grau de liberdade [gl] = 14, p = 0,0498); 2) uma maior frequência de matrizes distantes 

de seus filhotes no grupo EP, no segundo dia de teste (t = −2,221, gl = 14, p = 0,0433); 3) um 

aumento no número de posições blanket no grupo EP, no terceiro dia de avaliação (t = −2,4095, 

gl = 14, p = 0,03031); e 4) uma menor frequência de amamentação do tipo passiva no grupo 

EP, no sexto dia de avaliação (t = 2,464, gl = 14, p = 0,0273), em comparação com o grupo CP 

(Figura 12). 
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Figura 12: Análise comportamental das ratas matrizes em relação a suas proles, utilizando-se o método 

descrito por Popoola e colaboradores (2015). Este protocolo foi aplicado nos seis primeiros dias pós-natais da 

prole, onde foram analisadas as seguintes variáveis, em um período de 75 minutos por sessão (5 sessões diárias): 

Limpeza dos filhotes; Amamentação (posições passiva, blanket, arched-back [ABN]1, ABN2 e ABN3); Carregar 

um filhote para o ninho; Estar em contato com a prole; Estar longe dos filhotes. As linhas cinzas, com círculos, 

representam os dados de matrizes controles e suas proles (“Controle”; cada círculo é relativo a um dia de 

observação). As linhas pretas, com quadrados, representam os dados de matrizes submetidas ao estresse repetido 

e variado pré-natal e suas proles (“Estresse”; cada quadrado é relativo a um dia de observação). *p < 0,05, quando 

comparado com o grupo controle. Teste t (Tukey). 
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Entretanto, quando se considerou a média dos seis dias de observação, não foi 

observada diferença estatisticamente significativa entre os grupos experimentais, independente 

do parâmetro comportamental avaliado (t(limpeza) = 0,836, gl = 14, p = 0,417; t(posição passiva) = 

0,242, gl = 14, p = 0,812; t(posição blanket) = −1,178, gl = 14, p = 0,258; t(ABN1) = −0,821, gl = 14, 

p = 0,425; t(ABN2) = 1,269, gl = 14, p = 0,225; t(ABN3) = 1,869, gl = 14, p = 0,0826; t(carregar filhote) 

= 0,273, gl = 14, p = 0,789; t(contato com a prole) = −0,265, gl = 14, p = 0,795; t(longe dos filhotes) = 

−1,0988, gl =14, p = 0,2904) (Figura 13). 
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Figura 13: Análise comportamental das ratas matrizes em relação a suas proles, utilizando-se o método 

descrito por Popoola e colaboradores (2015 – valores médios dos seis dias de avaliação). Este protocolo foi 

aplicado nos seis primeiros dias pós-natais da prole, onde foram analisadas as seguintes variáveis, em um período 

de 75 minutos por sessão (5 sessões diárias): Limpeza dos filhotes; Amamentação (posições passiva, blanket, 

arched-back [ABN]1, ABN2 e ABN3); Carregar um filhote para o ninho; Estar em contato com a prole; Estar 

longe dos filhotes. As barras brancas representam os dados de matrizes controles e suas proles (“Controle”; média 

calculada a partir de seis dias de observação). As barras pretas representam os dados de matrizes submetidas ao 

estresse repetido e variado pré-natal e suas proles (“Estresse”; média calculada a partir de seis dias de observação). 

Teste t (Tukey). 
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Logo após o desmame (21º dia pós-natal) e consequente separação das matrizes de 

suas ninhadas, foi realizada a análise do comportamento das matrizes isoladamente. 

Inicialmente, foi aplicado o teste de campo aberto (para se analisar a locomoção, o 

comportamento de tomada de risco e os comportamentos estereotípicos) (Figura 14). Em 

seguida, foi aplicado o teste do borrifo com solução de sacarose 10% (para a investigação de 

comportamento do tipo depressivo) (Figura 15). Nenhuma diferença significativa entre os 

grupos foi detectada após estas análises, independente do parâmetro comportamental analisado 

(Campo aberto: t(cruzamentos) = −1,329, gl = 14, p = 0,2049; t(levantamentos) = 1,394, gl = 14, p = 

0,185; t(limpeza do tronco) = −0,139, gl = 13, p = 0,892; t(limpeza das vibrissas) = 0,4097, gl = 14, p = 0,688; 

t(visitas ao centro) = −0,971, gl = 14, p = 0,348; t(bolo fecal) = −0,917, gl = 14, p = 0,374; t(latência) = 

0,364, gl = 13, p = 0,722) (Borrifo com solução de sacarose: t(limpeza do tronco) = −0,683, gl = 14, 

p = 0,5056; t(limpeza das vibrissas) = 0,875, gl = 14, p = 0,396). 
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Figura 14: Análise comportamental das ratas matrizes realizada por meio do teste de campo aberto. As 

análises foram realizadas após o 21º dia pós-natal das proles (desmame). As barras brancas representam os dados 

de matrizes controles (“Controle”). As barras pretas representam os dados de matrizes submetidas ao estresse 

repetido e variado pré-natal (“Estresse”). Nenhuma diferença estatisticamente significativa entre os grupos 

experimentais foi detectada. Teste t (Tukey). 
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Figura 15: Análise comportamental das ratas matrizes realizada por meio do teste do borrifo com solução 

de sacarose. As análises foram realizadas após o 21º dia pós-natal das proles (desmame). As barras brancas 

representam os dados de matrizes controles (“Controle”). As barras pretas representam os dados de matrizes 

submetidas ao estresse repetido e variado pré-natal (“Estresse”). Nenhuma diferença estatisticamente significativa 

entre os grupos experimentais foi detectada. Teste t (Tukey). 
 

Após a última análise comportamental, os animais foram submetidos à eutanásia, para 

a dissecação e determinação do peso das glândulas adrenais, o que é um marcador sugestivo de 

ativação do eixo HPA, caso esteja aumentado. Novamente, não foi detectada diferença 

estatisticamente significativa entre os grupos experimentais (Figura 16) (t = −0,251, gl = 14, p 

= 0,8053). Estes dados são sugestivos de que o estresse induzido não alterou o comportamento 

ou o eixo HPA das matrizes per se, embora ele possa ter sido um fator significativo na relação 

dos animais com suas respectivas proles. 
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Figura 16: Comparação de peso de glândula adrenal das ratas matrizes. As análises foram realizadas após o 

21º dia pós-natal das proles (desmame). As barras brancas representam os dados de matrizes controles 

(“Controle”). As barras pretas representam os dados de matrizes submetidas ao estresse repetido e variado pré-

natal (“Estresse”). Nenhuma diferença estatisticamente significativa entre os grupos experimentais foi detectada 

(Teste t de Tukey). 
 

A próxima etapa do presente estudo foi a avaliação da prole adulta (60 dias). Nesta 

avaliação, foram aplicados os seguintes testes comportamentais: labirinto em cruz elevado; 

campo aberto; borrifo com solução de sacarose; e nado forçado. Considerando-se os diferentes 

parâmetros comportamentais destes testes, não foi detectada diferença estatisticamente 

significativa entre os grupos experimentais nos machos da prole (Figura 17) (Campo aberto: 

t(cruzamentos) = −0,432, gl = 21, p = 0,670003; t(levantamentos) = −1,02784, gl = 23, p = 0,315; t(bolo 

fecal) = −1,174, gl = 21, p = 0,253; t(latência) = −1,14060, gl = 20, p = 0,267; t(limpeza do tronco) = 0,459, 

gl = 21, p = 0,651; t(limpeza das vibrissas) = 0,6022, gl = 22, p = 0,553; t(visitas ao centro) = −0,44994, gl 

= 21, p = 0,657) (Borrifo com solução de sacarose: t(limpeza do tronco) = −1,165, gl = 21, p = 0,257; 

t(limpeza das vibrissas) = −1,646, gl = 21, p = 0,115) (Labirinto: t(total entradas) = 0,07505, gl = 21, p = 

0,941; t(entradas braço aberto) = 0,0292, gl = 21, p = 0,977; t(entradas braço fechado) = 0,0961, gl = 21, p = 

0,924; t(tempo braço aberto) = 1,384, gl = 21, p = 0,181; t(tempo braço fechado) = −1,645, gl = 21, p = 0,115). 

Por outro lado, foi detectado que nas fêmeas descendentes de matrizes submetidas ao estresse, 

houve um aumento no número de cruzamentos e levantamentos, em comparação com os 

animais descendentes de matrizes que não sofreram o estresse repetido e variado durante a 

gestação (Figura 18) (t(cruzamentos) = −3,192, gl = 25, p = 0,00379; t(levantamentos) = −3,639, gl = 25, 

p = 0,00124). Além disso, houve uma diminuição significativa no tempo de latência para a saída 

do primeiro quadrante no teste de campo aberto, nas fêmeas descendentes de matrizes 

submetidas ao protocolo de estresse repetido e variado (t = 2,982, gl = 25, p = 0,00629). Em 

relação aos demais parâmetros avaliados nas fêmeas, não foi detectada diferença 

estatisticamente significativa entre os grupos (Campo aberto: t(bolo fecal) = 1,944, gl = 25, p = 

0,0632; t(limpeza do tronco) = −1,64129, gl = 19, p = 0,117; t(limpeza das vibrissas) = 0,691, gl = 25, p = 

0,495; t(visitas ao centro) = −0,611, gl = 24, p = 0,547) (Borrifo com solução de sacarose: t(limpeza do 
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tronco) = −0,891, gl = 25, p = 0,382; t(limpeza das vibrissas) = −1,269, gl = 25, p = 0,216) (Labirinto: 

t(total entradas) = −0,1074, gl = 25, p = 0,915; t(entradas braço aberto) = 0,345, gl = 25, p = 0,733; t(entradas 

braço fechado) = −0,5805, gl = 25, p = 0,567; t(tempo braço aberto) = 0,353, gl = 25, p = 0,727; t(tempo braço 

fechado) = −0,544, gl = 25, p = 0,591). Estes achados sugerem que a exposição de matrizes ao 

estresse repetido e variado durante a gestação torna as fêmeas da prole suscetíveis à 

comportamentos do tipo hiperativo (aumento no número de cruzamentos e outros 

comportamentos), o que, por sua vez, indica uma maior vulnerabilidade a eventos estressores. 
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Figura 17: Análise comportamental dos machos da prole de ratos, utilizando-se os testes de campo aberto, 

borrifo com solução de sacarose, natação forçada e labirinto em cruz elevado. As barras brancas representam 

os dados de animais provenientes de matrizes não estressadas (“Controle”). As barras pretas representam os dados 

de animais provenientes de matrizes submetidas ao estresse repetido e variado pré-natal (“Estresse/Estressado”). 

Teste t (Tukey). Abreviaturas: “Limpeza tr.”: Limpeza do tronco (autolimpeza); “Limpeza vib.”: Limpeza das 

vibrissas. (A ordem dos gráficos não reflete a ordem em que foram realizadas as análises comportamentais). 
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Figura 18: Análise comportamental das fêmeas da prole de ratos, utilizando-se os testes de campo aberto, 

borrifo com solução de sacarose, natação forçada e labirinto em cruz elevado. As barras brancas representam 

os dados de animais provenientes de matrizes não estressadas (“Controle”). As barras pretas representam os dados 

de animais provenientes de matrizes submetidas ao estresse repetido e variado pré-natal (“Estresse/Estressado”). 

*p < 0,05, em comparação com o grupo controle. Teste t (Tukey). Abreviaturas: “Limpeza tr.”: Limpeza do tronco 

(autolimpeza); “Limpeza vib.”: Limpeza das vibrissas. (A ordem dos gráficos não reflete a ordem em que foram 

realizadas as análises comportamentais). 
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Decorridas todas as análises comportamentais, os animais foram submetidos à 

eutanásia, com posterior dissecação do hipocampo e da glândula adrenal. Por meio da pesagem, 

foi constatado que houve uma hipertrofia desta glândula, tanto em machos quanto em fêmeas 

do grupo descendente de matrizes estressadas, em comparação com o grupo controle (Figura 

19) (t(machos) = −4,948, gl = 24, p = 0,0000475; t(fêmeas) = −3,271, gl = 26, p = 0,003022). Tal 

achado é sugestivo de ativação do eixo HPA nos animais. 
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Figura 19: Peso da glândula adrenal da prole adulta. As barras brancas representam os dados de animais 

provenientes de matrizes não estressadas (“Controle”). As barras pretas representam os dados de animais 

provenientes de matrizes submetidas ao estresse repetido e variado pré-natal (“Estresse/Estressado”). ***p < 

0,001, em comparação com o grupo controle. Teste t (Tukey). 
 

As próximas etapas do presente estudo se concentraram na análise de parâmetros 

bioquímicos em hipocampo. Inicialmente, foram analisados os parâmetros de epigenética nos 

machos da prole, nos quais foi detectado um aumento na atividade de DNMT nos animais 

descendentes de matrizes submetidas a estresse, em comparação com o grupo controle (t = 

−5,2109, gl = 7, p = 0,00124). Em relação aos demais parâmetros (atividade de HDAC e HAT, 

bem como níveis de H3K9 e H3K14 acetilada), não foi detectada diferença estatisticamente 

significativa entre os grupos experimentais (Figura 20) (t(HDAC) = −0,3404, gl = 8, p = 0,742; 

t(HAT) = −0,254, gl = 8, p = 0,8061; t(H3K9) = 0,659, gl = 8, p = 0,528; t(H3K14) = 0,487, gl = 8, p 

= 0,639). A análise das fêmeas também demonstrou um aumento na atividade de DNMT nos 
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animais descendentes de matrizes estressadas (t = −3,994, gl = 8, p = 0,00398), o que foi 

acompanhado por um aumento nos níveis de H3K14 acetilada (t = −2,6048, gl = 8, p = 0,0314), 

em comparação com o grupo controle. Com respeito aos demais parâmetros epigenéticos 

analisados, não foi detectada diferença significativa entre os grupos experimentais nas fêmeas 

(Figura 21) (t(HDAC) = −0,724, gl = 8, p = 0,489; t(HAT) = −0,0113, gl = 8, p = 0,991; t(H3K9) = 

−0,834, gl = 8, p = 0,428). 
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Figura 20: Parâmetros epigenéticos nos machos da prole adulta. As barras brancas representam os dados de 

animais provenientes de matrizes não estressadas (“Controle”). As barras pretas representam os dados de animais 

provenientes de matrizes submetidas ao estresse repetido e variado pré-natal (“Estresse/Estressado”). A atividade 

das enzimas foi expressa como unidades de densidade óptica por minuto por miligrama de proteína (DO ∙ min-¹ ∙ 

mg de proteína-¹), ao passo que os níveis de histona H3 acetilada foram expressos como nanogramas por miligrama 

de proteína (ng ∙ mg de proteína-¹). **p < 0,01, em comparação com o grupo controle. Teste t (Tukey). Siglas: 

HDAC: Histona desacetilase; DNMT: DNA metiltransferase; HAT: Histona acetiltransferase; H3K9: Resíduo de 

lisina 9 da histona H3; H3K14: Resíduo de lisina 14 da histona H3. 
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Figura 21: Parâmetros epigenéticos nas fêmeas da prole adulta. As barras brancas representam os dados de 

animais provenientes de matrizes não estressadas (“Controle”). As barras pretas representam os dados de animais 

provenientes de matrizes submetidas ao estresse repetido e variado pré-natal (“Estresse/Estressado”). A atividade 

das enzimas foi expressa como unidades de densidade óptica por minuto por miligrama de proteína (DO ∙ min-¹ ∙ 

mg de proteína-¹), ao passo que os níveis de histona H3 acetilada foram expressos como nanogramas por miligrama 

de proteína (ng ∙ mg de proteína-¹). *p < 0,05, em comparação com o grupo controle. **p < 0,01, em comparação 

com o grupo controle. Teste t (Tukey). Siglas: HDAC: Histona desacetilase; DNMT: DNA metiltransferase; HAT: 

Histona acetiltransferase; H3K9: Resíduo de lisina 9 da histona H3; H3K14: Resíduo de lisina 14 da histona H3. 
 

Finalmente, as amostras de hipocampo foram submetidas a avaliações de parâmetros 

sugestivos de estresse oxidativo. Nos machos, foi demonstrado um aumento da atividade da 

SOD nos animais descendentes de ratas submetidas a estresse pré-natal, em comparação com o 

grupo controle (t = −2,6013, gl = 18, p = 0,01805). Entretanto, a análise dos demais parâmetros 

nestes animais (atividade da catalase, níveis de TBARS e de DCF) não demonstrou diferenças 

estatisticamente significativas entre os grupos experimentais (Figura 22) (t(catalase) = −0,0658, 

gl = 18, p = 0,948; t(TBARS) = −1,341, gl = 18, p = 0,196; t(DCF) = −1,0255, gl = 16, p = 0,3203). 

Em relação às fêmeas, não foram observadas diferenças significativas entre os grupos, 

independente do parâmetro bioquímico analisado (Figura 23) (t(catalase) = −0,164, gl = 18, p = 
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0,872; t(SOD) = 1,145, gl = 18, p = 0,267; t(TBARS) = 1,0512, gl = 17, p = 0,3079; t(DCF) = −1,2069, 

gl = 18, p = 0,243). 
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Figura 22: Parâmetros de estresse oxidativo nos machos da prole adulta. As barras brancas representam os 

dados de animais provenientes de matrizes não estressadas (“Controle”). As barras pretas representam os dados de 

animais provenientes de matrizes submetidas ao estresse repetido e variado pré-natal (“Estresse/Estressado”). *p 

< 0,05, em comparação com o grupo controle. Teste t (Tukey). Siglas: DCF: 2’,7’-Diclorofluoresceína (forma 

oxidada); DCFH: 2’,7’-Diclorofluoresceína (forma reduzida); SOD: Superóxido dismutase (EC 1.15.1.1); 

TBARS: Substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico. 
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Figura 23: Parâmetros de estresse oxidativo nas fêmeas da prole adulta. As barras brancas representam os 

dados de animais provenientes de matrizes não estressadas (“Controle”). As barras pretas representam os dados de 

animais provenientes de matrizes submetidas ao estresse repetido e variado pré-natal (“Estresse/Estressado”). 

Teste t (Tukey). Siglas: DCF: 2’,7’-Diclorofluoresceína (forma oxidada); DCFH: 2’,7’-Diclorofluoresceína (forma 

reduzida); SOD: Superóxido dismutase (EC 1.15.1.1); TBARS: Substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico. 
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5 Discussão 

 

O termo estresse pré-natal pode ser definido como um estresse (físico ou psicossocial) 

em que a gestante é exposta a uma situação que desencadeia sentimento de estresse ou mesmo 

respostas neuroendócrinas/fisiológicas ao estresse em seu organismo; o estresse está 

relacionado com a impressão de que certo evento ou desafio está acima da capacidade do 

indivíduo de enfrentá-lo, sendo algo que é influenciado pela percepção daquela condição pelo 

indivíduo (Huizink e de Rooij, 2018). A exposição a diferentes tipos de estresse durante a 

gestação é associada a diversas alterações comportamentais na descendência, incluindo desde 

a vulnerabilidade a eventos estressantes na adolescência até transtornos mentais como déficit 

de atenção e hiperatividade, psicose e depressão (Huizink, 2012; Maxwell et al., 2018). 

Adicionalmente, foi demonstrado que eventos estressantes como luto materno, desemprego, 

problemas financeiros e conjugais predispõem a uma maior incidência de transtornos mentais 

na descendência (Robinson et al., 2011). 

Tendo-se em vista a necessidade de estudos adicionais no contexto da etiologia e 

fisiopatologia do TB, as primeiras análises a serem realizadas no presente estudo foram sobre 

o comportamento das matrizes com suas respectivas proles. Um nível adequado de cuidados 

maternos pode ser um fator pós-natal significativo, uma vez que o comportamento do tipo 

ansioso na prole adulta de ratas estressadas pode ser prevenido se a prole for alocada com 

matrizes que não passaram por estresse repetido durante a gestação (Weinstock, 2015). Neste 

cenário, foi demonstrada uma menor frequência na posição ABN2 entre as matrizes que foram 

submetidas a estresse em comparação com o grupo controle, no primeiro dia de avaliação. No 

segundo e terceiro dias, foram demonstradas uma maior frequência de matrizes distantes de 

seus filhotes e uma maior frequência da postura blanket, respectivamente, nas matrizes que 

foram submetidas ao estresse. Além disso, no sexto dia de avaliação, foi demonstrada uma 

menor frequência de amamentação do tipo passiva nas ratas que foram expostas ao estresse em 

comparação com o grupo controle. Contudo, quando se considerou os valores obtidos a partir 

da média dos seis dias de observação, não foram detectadas diferenças estatisticamente 

significativas entre os grupos. Neste contexto, é importante ressaltar que uma diminuição na 

frequência de amamentação, especialmente nas posições arched-back, pode ser observada em 

matrizes que sofreram estresse repetido pré-natal e este padrão comportamental predispõe a 

descendência a uma maior vulnerabilidade ao estresse (Meaney, 2001), embora existam 

exceções a esta tendência (Schmidt et al., 2018). A partir das análises de cuidados maternos 

realizadas, pode ser concluído que, embora o estresse tenha induzido alterações pontuais no 
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comportamento das matrizes ao longo dos dias, seu efeito não foi significativo a ponto de 

influenciar no comportamento em geral, calculado a partir da média dos seis dias de observação. 

Após o desmame dos filhotes (21º dia pós-natal), a avaliação comportamental das 

matrizes por meio dos testes de campo aberto e borrifo com solução de sacarose não demonstrou 

diferenças estatisticamente significativas entre os grupos. Uma avaliação complementar nestes 

mesmos animais, comparando-se o peso de sua glândula adrenal, também não demonstrou 

diferença entre os grupos. Estes achados demonstram que, embora potencialmente traumático, 

o protocolo de estresse repetido e variado não foi capaz de induzir alterações comportamentais 

perceptíveis e duradouras nas matrizes no presente estudo, haja vista que a avaliação nesta etapa 

ocorreu apenas 21 dias após os animais terem sido expostos aos estressores, a fim de evitar que 

os mesmos fossem afastados de seus filhotes antes do período adequado para o desmame (20–

21 dias pós-natais). Em um estudo conduzido por Baker e colegas pesquisadores (2008), foi 

observado que o estresse materno induziu comportamentos do tipo ansioso nas matrizes, o que 

também refletiu em menores índices de cuidado materno da prole. Tal discrepância com o 

presente estudo pode ser justificada pelo fato de aqueles autores terem exposto as ratas à 

contenção diariamente, durante 10 dias, enquanto que na presente pesquisa a contenção foi 

induzida apenas nos dois primeiros dias do protocolo de estresse repetido e variado, durante 1–

6 horas por dia. É importante ressaltar também que a determinação do peso da glândula adrenal 

sugere que o protocolo de estresse repetido e variado não foi capaz de suscitar uma resposta 

fisiológica persistente das matrizes ao estresse por elas experimentado. 

Por outro lado, na avaliação comportamental da prole, foi demonstrado um aumento 

na locomoção e diminuição do tempo de latência para sair do primeiro quadrante no teste de 

campo aberto em fêmeas descendentes de ratas estressadas, indicando um comportamento do 

tipo maníaco, em comparação com o grupo controle. Já em machos da mesma prole, não foram 

detectadas diferenças estatisticamente significativas entre os grupos. Neste contexto, é bem 

descrito que o estresse materno em período pré-natal pode predispor a descendência a maior 

suscetibilidade à ansiedade e irritabilidade, tanto em humanos quanto em roedores (Herrenkohl, 

1986). Ao menos em parte, estes achados corroboram a evidência demonstrando 

comportamentos do tipo maníaco, entre outras alterações comportamentais, na prole de 

roedores submetidos a estresse durante a gestação, de uma forma similar ao que ocorre na 

condição humana (Weinstock, 2016). Assim como foi observado em transtornos mentais como 

o TB, o estresse pré-natal pode induzir hiperatividade e déficits no comportamento social na 

descedência de roedores, comportamentos que podem ser corrigidos pela administração de 

valproato, um fármaco estabilizador do humor (Matrisciano et al., 2013). Entretanto, visto que 
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as alterações comportamentais observadas no presente estudo foram detectadas apenas em 

fêmeas da prole de ratas que sofreram estresse repetido, não se pode descartar a possibilidade 

de que as fêmeas sejam mais vulneráveis que os machos em apresentar os comportamentos 

descritos (Schulz et al., 2011), ou ao menos que haja um padrão de alterações específico 

conforme o sexo. 

Em um contexto hormonal, o estresse materno pode alterar a fisiologia do sistema 

reprodutor em ratos, de modo que as fêmeas da descendência podem apresentar problemas de 

fertilidade (Herrenkohl, 1986), enquanto que os machos são suscetíveis a um comportamento 

mais semelhante ao das fêmeas (Dahlöf et al., 1977), o que sugere um efeito da desregulação 

na secreção de corticosterona de ratas prenhes estressadas sobre vias de hormônios sexuais da 

prole, ao eventualmente cruzar a placenta. Além disso, foi demonstrado que os comportamentos 

do tipo ansioso e depressivo que podem ser observados na prole de matrizes estressadas sejam 

uma consequência da reprogramação do eixo HPA na prole, em resposta a uma desregulação 

na secreção de corticosterona na rata matriz durante a gestação (Weinstock, 2008). Neste 

contexto, no presente estudo, foi observada uma hipertrofia da glândula adrenal na prole 

descendente de matrizes submetidas ao estresse, tanto em machos quanto em fêmeas, em 

comparação com o grupo controle. Esta alteração pode explicar, ao menos em parte, o 

comportamento maníaco detectado nas fêmeas da prole, ao mesmo tempo que pode ter 

conferido uma maior vulnerabilidade ao estresse nos machos da prole. Diferenças significativas 

entre os perfis hormonais de ambos os sexos, juntamente com a influência do ciclo estral das 

fêmeas, também podem ter colaborado para a diferença de comportamentos observada. 

Outro fator que poderia estar envolvido em todas as alterações comportamentais 

supracitadas é a epigenética. Isto poderia ser indicado pelo fato de o comportamento de cuidado 

materno não ter diferido significativamente entre matrizes estressadas e não estressadas na 

maioria dos parâmetros analisados, contribuindo para minimizar o efeito de uma possível 

“negligência” materna sobre a prole, apesar de que alterações epigenéticas possam ter sido 

induzidas na prole in utero, influenciando o seu comportamento na fase adulta. As alterações 

epigenéticas constituem um mecanismo que ajuda a explicar por que muitas das alterações 

comportamentais observadas podem se perpetuar por gerações, sendo ainda detectáveis na 2ª 

ou 3ª geração (Grundwald e Brunton, 2015). No contexto do estresse pré-natal, a alteração na 

metilação do promotor de genes de resposta ao estresse, incluindo o gene codificante para o 

receptor de glicocorticoide (membro 1 do grupo C da subfamília 3 de receptores nucleares – 

Nr3c1), pode estar envolvida em uma maior sensibilidade ao estresse durante a vida adulta 

(Phillips e Roth, 2019). 
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Neste cenário, no presente estudo, foi demonstrado que a atividade de DNMTs estava 

aumentada no grupo de animais de matrizes submetidas ao estresse pré-natal, em ambos os 

sexos, em comparação com o grupo controle. Este achado indica um aumento da atividade 

catalisada por estas enzimas, ou seja, aumento global na metilação de DNA. De fato, um estudo 

realizado por Benoit e colegas pesquisadores (2015) demonstrou que o estresse pré-natal com 

um padrão repetido e variado induz aumento dos níveis de DNMT1 no hipocampo da 

descendência (camundongos), o que poderia estar relacionado ao aumento da atividade desta 

enzima nesta estrutura cerebral. Outro estudo que demonstrou que o estresse pré-natal induz 

aumento da expressão de DNMTs em hipocampo de roedores foi conduzido recentemente por 

Grégoire e colaboradores (2020). Possíveis alvos da metilação catalisada por DNMTs incluem 

os genes 11β-hidroxiesteroide desidrogenase (11β-hsd2) e proteína 5 ligante de FK506 (Fkbp5), 

genes da via glicocorticoide cujas regiões promotoras podem ser metiladas em resposta ao 

estresse pré-natal (Cao-Lei et al., 2017). Outra região que poderia ser alvo de metilação 

induzida por estresse é o éxon IV do gene do fator neurotrófico derivado do encéfalo (Bdnf), 

conforme demonstrado no estudo de Boersma e colaboradores (2014). Também foi 

demonstrado que o estresse pré-natal pode induzir metilação do gene do hormônio de liberação 

da corticotrofina (CRH) e da proteína ligante de CRH (CRHBP) em placenta e sangue materno 

humanos (Kertes et al., 2016), o que poderia estar associado a uma atividade aumentada de 

DNMTs. Desse modo, a atividade aumentada destas enzimas pode colaborar para um melhor 

entendimento das alterações comportamentais reportadas no presente estudo. Uma possível 

causa para este aumento é a ligação do receptor de glicocorticoides à região promotora do gene 

de DNMTs, especialmente Dnmt3a, resultando em aumento da expressão e atividade de 

DNMTs, conforme observado na resposta da prole de camundongos ao estresse por privação 

materna (Urb et al., 2019). 

No contexto do TB, foi demonstrado que em estruturas cerebrais como o hipocampo, 

obtidas a partir de pacientes portadores do transtorno (post mortem), há um aumento da 

expressão de DNMT do tipo 1 associado à diminuição da expressão dos genes glutamato 

descarboxilase 67 (GAD67), reelina (RELN), e éxon IX do BDNF (BDNF-IX), evidenciando 

uma disfunção de sistemas neurotransmissores no SNC (Grayson e Guidotti, 2013; Dong et al., 

2015a). Similarmente, em modelos de mania induzidos em camundongos a partir de estresse 

pré-natal por contenção, foi demonstrado que o hipocampo da descendência adulta apresenta 

um aumento na expressão de genes de DNMTs associado à hipermetilação de regiões 

promotoras dos genes Bdnf, Gad67, e receptores metabotrópicos de glutamato do tipo 1 (Grm1) 

e 3 (Grm3) (Matrisciano et al., 2012 e 2013; Dong et al., 2015b, 2016 e 2019). Uma vez que a 



66 

 

hiperatividade comportamental, a disfunção de sistemas de neurotransmissores e a alteração na 

expressão de DNMTs nestes animais puderam ser revertidas com a administração de um 

estabilizador de humor (ácido valproico), a alteração destas enzimas provavelmente 

desempenha um papel importante no comportamento do tipo maníaco observado nas fêmeas de 

roedores, colaborando para um melhor entendimento sobre a neurobiologia do TB. 

Outro importante mecanismo epigenético envolvido no TB é a acetilação de histonas 

(Legrand et al., 2021). No presente estudo, foram analisadas as atividades das HATs e das 

HDACs, bem como os níveis de H3K9 e H3K14 acetiladas. Apesar de as HDACs 

desempenharem um importante papel na fisiopatologia do TB e outros transtornos de humor 

(Machado-Vieira et al., 2011), o presente estudo não foi capaz de demonstrar diferenças 

significativas neste parâmetro entre os grupos EP e CP. Outro parâmetro em que não foi 

observada diferença entre os grupos é a atividade das HATs, cujo papel na fisiopatologia do TB 

é pouco conhecido. Entretanto, foi detectado um aumento na acetilação de H3K14 nas fêmeas 

descendentes de ratas submetidas a estresse. Paradoxalmente, este achado se contrapõe ao 

aumento na atividade de DNMTs detectado no hipocampo destes animais, uma vez que teria 

uma função de repressão da expressão gênica. Conforme supracitado, a acetilação de H3K9 e 

H3K14 desempenha uma importante função na reestruturação da cromatina para um estado 

mais aberto, ativo transcricionalmente (Bergmann et al., 2012; Karmodiya et al., 2012; 

Fernández-Sánchez et al., 2013; Qiao et al., 2015). É importante ressaltar que paradigmas de 

estresse repetido ou crônico regulam a acetilação de histonas no hipocampo, uma região 

cerebral envolvida na regulação de respostas a estímulos estressores (Bagot, 2014). Neste 

contexto, supõe-se que a acetilação de histonas nesta região tenha um papel adaptativo ao 

estresse e constitua parte do mecanismo de ação de fármacos antidepressivos (Sun et al., 2013). 

Deste modo, é possível que o aumento de H3K14 acetilada no hipocampo seja um mecanismo 

estável de adaptação das fêmeas da prole ao ambiente intrauterino, uma vez que o estresse 

induzido nas ratas matrizes pode ter afetado o feto com a passagem de hormônios liberados 

durante o estresse (incluindo a corticosterona) da circulação materna para a placenta. Até o 

momento, este é o primeiro estudo demonstrando um aumento da acetilação de H3K14 no 

hipocampo da descendência de roedores em um paradigma de estresse pré-natal repetido e 

variado. O mecanismo preciso que poderia levar a este aumento é uma questão a ser abordada 

em estudos futuros, mas poderia envolver a participação do complexo da proteína 3 contendo 

dedo de PHD e bromodomínio associado a HBO1 (BRPF3‐HBO1, do inglês bromodomain‐ 

and PHD finger‐containing protein 3-HBO1), um complexo que catalisa a hiperacetilação de 

H3K14 que antecede a formação de pontos de origem de replicação do DNA (fase S) (Feng et 
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al., 2016). Outra possibilidade é o aumento da expressão do gene 1 contendo bromodomínio 

(Brd1) em hipocampo, cuja proteína BRD1 é um possível regulador da transcrição durante o 

neurodesenvolvimento e é responsável pela acetilação de H3K14 (Christensen et al., 2012). 

Somando-se às alterações epigenéticas, outro fator envolvido na neurobiologia do TB 

é o estresse oxidativo (Kunz et al., 2008; de Sousa et al., 2014). Neste contexto, na presente 

pesquisa, também foram avaliados parâmetros de estresse oxidativo. Apesar de o aumento dos 

níveis de TBARS ser um achado frequentemente replicado em estudos sobre o TB (Andreazza 

et al., 2008; Tsai e Huang, 2015), o presente estudo não observou diferenças estatisticamente 

significativas neste parâmetro entre os grupos experimentais, independentemente do sexo dos 

animais. Outros parâmetros nos quais não foram detectadas diferenças significativas entre os 

grupos foram a atividade da catalase e os níveis de DCF. Entretanto, foi demonstrado que a 

atividade da superóxido dismutase estava significativamente aumentada no hipocampo de 

machos da prole descendentes de ratas submetidas aos estressores. Este resultado é diferente do 

que foi demonstrado em outros estudos, nos quais se analisou tecido cerebral/neurônios de ratos 

descendentes de ratas estressadas e foi detectado que a atividade da enzima estava diminuída, 

em comparação com ratos de matrizes que não foram submetidas a estresse (Flerov et al., 2009; 

Sahu et al., 2012). É importante ressaltar, porém, que estes estudos utilizaram metodologias 

diferentes do presente estudo, uma vez que neles o estresse pré-natal foi apenas por meio de 

contenção, aplicada ao longo de vários dias, enquanto que no presente estudo foi adotado um 

protocolo de estresse repetido e variado pré-natal. Além disso, diferente destes estudos, as 

análises bioquímicas não se concentraram em analisar células ou o tecido cerebral inteiro, mas 

focaram na análise de uma importante estrutura envolvida em mecanismos de resposta ao 

estresse (hipocampo). 

Em estudos com pacientes portadores de TB, bem como em modelos animais de 

mania, foi demonstrado que há aumento na atividade da superóxido dismutase em diferentes 

espécimes biológicos (Frey et al., 2006; Savas et al., 2006; Andreazza et al., 2007; Frey et al., 

2007; Kunz et al., 2008; Valvassori et al., 2018). Em pacientes, este aumento pode ser um 

mecanismo compensatório e consequência do acúmulo de ânion superóxido, conforme 

demonstrado em partículas submitocondriais isoladas de linfócitos no estudo de Valvassori e 

colaboradores (2018). Considerando-se que o modelo de estresse repetido e variado pré-natal 

utilizado no presente estudo pode simular alguns aspectos detectáveis no transtorno na prole 

adulta, não se poderia descartar que o aumento da atividade da enzima observado em ratos seja 

secundário a um desequilíbrio nos mecanismos de defesa antioxidante, levando a um aumento 

persistente na atividade da enzima. Além disso, este incremento pode ter desempenhado um 
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papel na modulação do comportamento dos machos da prole, prevenindo que estes 

apresentassem o comportamento do tipo maníaco observado nas fêmeas que poderia estar 

relacionado a alterações sugestivas de estresse oxidativo. 

É importante ressaltar que o estresse oxidativo e a epigenética são processos que se 

influenciam mutuamente. Por exemplo, em células epiteliais tubulares renais humanas (HK-2), 

foi demonstrado que o estresse oxidativo induz uma desregulação na expressão de genes de 

metilação de DNA (DNMT1, DNMT3a e MBD4) e de acetilação de histonas (HDAC1 e HAT1), 

de modo a favorecer um estado de hipermetilação do DNA em geral (Mahalingaiah et al., 2017). 

Além disso, o estresse oxidativo induz alterações globais na acetilação de histona H3 nas células 

HK-2, incluindo acetilações nos resíduos de lisina (K)9, K14, K18 e K27 desta proteína, o que 

pode ser um mecanismo adaptativo das células HK-2 que precede a sua conversão em um 

fenótipo maligno induzido por estresse oxidativo (Mahalingaiah et al., 2017). Outro estudo 

demonstrou que a metilação do DNA pode estar envolvida na diminuição da expressão dos 

genes de defesa antioxidante superóxido dismutase (SOD) e glutationa peroxidase (GPX), o que 

está associado ao estresse oxidativo e à inflamação que podem ser detectados em condições de 

síndrome metabólica (Yara et al., 2015). Também foi demonstrado que o estresse oxidativo, 

especialmente em curto prazo, provoca aumento nos níveis de histona metilada e diminuição 

nos níveis de histona acetilada (incluindo a acetilação em H3K9), assim como uma maior 

atividade de HDAC de classe I/II em células cultivadas (Niu et al., 2015). Além disso, foi 

sugerido que altos níveis de estresse oxidativo podem inibir a transcrição gênica globalmente, 

por meio da inibição da acetilação das histonas H3 e H4 (Berthiaume et al., 2006). De fato, a 

expressão do gene da SOD1 (SOD1) é controlada pela acetilação de histonas H3 e H4 que estão 

adjacentes a seu promotor gênico; uma redução no nível de acetilação destas histonas é 

associada à diminuição da expressão do gene SOD1(Rong et al., 2016). 

Outro raciocínio que colabora para um melhor entendimento sobre a associação entre 

a epigenética e o estresse oxidativo é relacionado à biossíntese do antioxidante glutationa 

(GSH). A produção deste peptídeo é modulada por diversos mecanismos dentro das células 

durante o estresse oxidativo e o neurodesenvolvimento (Scarpato et al., 2020). Além disso, a 

biossíntese deste composto é ligada bioquimicamente a coenzimas que interferem nos processos 

epigenéticos, especialmente a S-adenosilmetionina (Li et al., 2020). Portanto, uma alteração na 

produção de GSH pode exercer influência nos padrões de epigenoma dos tecidos em 

desenvolvimento ao impactar na metilação do DNA e das histonas (Scarpato et al., 2020). 

Além das alterações epigenéticas e potencialmente de estresse oxidativo, outros 

mecanismos biológicos que poderiam estar envolvidos no comportamento da prole no presente 



69 

 

estudo, não mutuamente exclusivos, incluem as alterações no eixo HPA (além do peso da 

glândula adrenal) e em receptores de 5-hidroxitriptamina (Akatsu et al., 2015), 

comprometimento de neurônios serotoninérgicos (Miyagawa et al., 2011), alterações estruturais 

em regiões chave do sistema límbico e na distribuição cerebral de noradrenalina, dopamina, 

serotonina e acetilcolina (Kofman, 2002), modificações na microbiota materna que poderiam 

ser transmitidas para a descendência in utero e se perpetuar até a sua vida adulta (Gur et al., 

2017 e 2019), bem como a diminuição da permeabilidade da placenta a diferentes substâncias, 

incluindo citocinas pró-inflamatórias, impactando diretamente no feto (Glover, 2015). Esta 

última possibilidade pode ajudar a explicar uma possível associação entre o aumento da 

atividade de DNMTs e o estresse oxidativo que foram detectados no presente estudo. 

A presente pesquisa utiliza um modelo capaz de reproduzir algumas características que 

têm sido atribuídas ao TB, tais como a hiperatividade, as alterações na atividade de DNMTs e 

na acetilação de histonas, bem como o aumento na atividade da superóxido dismutase. Desse 

modo, o modelo reforça o caráter neurodesenvolvimental do transtorno, constituindo-se em um 

modelo ambiental que poderia ser utilizado para o estudo de alguns aspectos da neurobiologia 

do TB, bem como para a triagem de fármacos. Estudos adicionais seriam interessantes para se 

confirmar se as alterações comportamentais observadas na prole são, de fato, específicas 

conforme o sexo, ou se o comportamento maníaco é também reprodutível em roedores machos. 
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5.1 Conclusões 

 

O estresse repetido e variado pré-natal induziu alterações pontuais no comportamento 

das ratas matrizes em relação às suas proles, as quais são sugestivas de um comportamento 

“negligente” materno. Contudo, quando se analisou a média dos seis dias de avaliação 

comportamental, não foram detectadas diferenças significativas entre as matrizes expostas e 

não expostas aos estressores, demonstrando que as alterações observadas se limitaram a poucos 

dias de observação. Além disso, não foram observadas alterações no peso da glândula adrenal 

nos animais submetidos ao estresse. 

Por outro lado, foi observado que o estresse pré-natal foi associado a um 

comportamento do tipo maníaco em fêmeas da prole adulta. É possível que as fêmeas sejam 

mais vulneráveis que os machos a apresentar os comportamentos descritos, e o ciclo estral pode 

ter contribuído para consolidar estas alterações comportamentais. Em animais de ambos os 

sexos, o estresse pré-natal foi significativamente associado à hipertrofia da glândula adrenal. 

No presente estudo, foi também demonstrado que o estresse pré-natal foi associado a 

alterações epigenéticas no hipocampo da prole, incluindo o aumento da atividade de DNMTs 

em machos e fêmeas e aumento da acetilação de H3K14 em fêmeas. Apesar de haver poucos 

estudos relacionados a estes achados no contexto do TB, é importante ressaltar que aumento na 

expressão de DNMTs e alterações no padrão de acetilação de histonas foram associados ao 

transtorno. Neste sentido, os achados da presente pesquisa podem colaborar para um 

entendimento sobre o que ocorre com estes parâmetros no TB. 

Adicionalmente, foi demonstrado que o estresse pré-natal esteve associado a um 

aumento na atividade da SOD nos machos da prole, uma alteração que pode ter sido 

compensatória sobre eventual acúmulo de superóxido nestes animais. 

Portanto, foi possível uma melhor caracterização dos efeitos comportamentais em ratas 

que foram submetidas ao estresse repetido e variado pré-natal, assim como um maior 

detalhamento dos efeitos comportamentais e neuroquímicos em sua prole, de forma a mimetizar 

alguns aspectos da neurobiologia do TB. 

As limitações do presente estudo, dentre outras, incluem o tamanho de amostra 

relativamente pequeno de ratas matrizes (16 animais) e o fato de ter sido analisada apenas uma 

estrutura cerebral (o hipocampo). Outra limitação da presente pesquisa é que não foram 

analisados possíveis genes alvo da atividade de DNMTs, ou da acetilação de H3K14, de modo 

que estudos avaliando genes alvo podem fornecer um quadro mais completo sobre o efeito das 

alterações epigenéticas detectadas. Além disso, a administração de fármaco(s) estabilizador(es) 
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de humor pode ser relevante para um maior entendimento das alterações no contexto do TB e 

para fins de validação do modelo utilizado. 
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97 

 

 

  



98 
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