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consequences in offspring.
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RESUMO

O estresse representa a resposta do organismo
frente a estimulos agressores ou desconhecidos; seu
agente causador é definido como estimulo
estressante. O objetivo do presente trabalho foi
estudar as consequéncias do estresse sobre o
aparelho reprodutor feminino e na prole de féemeas
de camundongos. Para isto, foram utilizados fémeas
e machos de camundongos swiss;, os estimulos
estressores utilizados foram: luz continua, ruido
branco e rampas com angulagdo de 45°. No décimo
oitavo dia gestacional, as fémeas prenhas e ndo
prenhas foram anestesiadas e eutanasiadas. A
morfologia do aparelho reprodutor feminino foi
estudada através da andlise histologica dos seus
orgdos, foram procuradas reabsor¢oes precoces e
tardias. Os fetos foram pesados e entdo medidos os
comprimentos craniocaudal, occipitonasal e
biauricular; foi pesquisada a presenca de
malformagoes externas. A andlise histologica dos
uteros e ovidutos ndo revelou diferencgas
morfologicas que pudessem ser associadas ao
estresse. Foram encontradas reabsor¢oes precoces

nos uteros de ambos os grupos. Os pesos e
comprimentos craniocaudais dos fetos provenientes
de prenhas submetidas e ndo submetidas ao estresse,
ndo apresentaram difereng¢a estatistica
significativa, também ndo houve diferen¢ca nos
parametros occipitonasal e biauricular. Maior
percentual de baixa implanta¢do auricular foi
encontrado no grupo de fetos oriundos do grupo
estressado. Assim, o estresse ndo teve efeito
teratogénico no desenvolvimento fetal analisado.

ABSTRACT

Stress represents the organism's answer to
aggressive or unknown stimuli; its causing agent is
defined as "stressing stimulus”. The objective of the
present work is to study the consequences of stress on
the reproductive system of female mice and their
offspring. For this purpose female and male Swiss
mice have been utilized; the stressing stimuli
employed were: continuous light, white noise and
45-degree ramps. On the eighteenth gestational day,
both pregnant and nonpregnant females were
lethally anaesthetized. The female reproductive
system's morphology was studied through
histological analysis of their organs,; premature and
late reabsorptions were searched. The fetuses were
weighed and their craniocaudalis, occipitalnasalis
and biauricularis lengths were measured,; the
presence of external malformations was searched.
The histological analysis of the uteri and the
oviducts did not reveal any morphological
differences that could be associated with stress.
Premature reabsorptions were found in the uteri of
both groups. Fetal weights and craniocaudalis
lengths from both groups of pregnant females
(submitted and not submitted to stress) did not
demonstrate any significant statistical difference;
there was also no difference in the occipitalnasalis
and biauricularis parameters. Higher percentage of
low auricular implant was found in the fetuses from
the stressed group. Thus stress did not have any
teratogenic effect on the fetal development under
analysis.
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INTRODUCAO

Fisiologia do Estresse.

Estresse representa a resposta do organismo
frente a estimulos agressores ou desconhecidos e o
seu agente causador é definido como estimulo
estressante ou estressor'”.

Podemos dividir a rea¢do ao estresse em trés
fases: fase de alarme ou excitagdo, fase de
resisténcia e fase de exaustdo. A fase de alarme ou
excitagdo é aquela na qual o estimulo é reconhecido
como estressante, ha um aumento da capacidade
orgdnica em responder ao estimulo através da
elevag¢do da libera¢do de noradrenalina e
adrenalina, além de glicocorticoides. Ja a fase de
resisténcia é caracterizada quando o estimulo se
mantém constante por certo periodo de tempo,
diminuindo, desta forma, a capacidade de resposta
do organismo frente ao estressor, hd adaptagdo do
organismo. A fase de exaustdo, por sua vez, ocorre
quando essa exposi¢do constante ao estimulo ndo
leva o organismo a diminui¢do da capacidade de
reagdo e, portanto, ndo o leva a adaptacio” .

O estresse tem o potencial de acarretar
inumeras altera¢des funcionais ao organismo
humano, inclusive no ciclo reprodutivo; sua
principal finalidade é promover adaptagdo as novas
condigoes. A fungdo reprodutiva humana estd
interligada a complexas relagoes entre o sistema
nervoso central (SNC), hipofise, ovarios, outras
estruturas endocrinas e 6rgaos reprodutivos. Assim,
quando o sistema limbico é estimulado por um
agente estressante, ocorre ativa¢do do hipotalamo, o
qual, por sua vez, integra as informagoes neurais e
humorais, estimula a atividade simpatica, a
secre¢do do hormonio liberador de corticotrofina
(CRH) e a vasopressina”™’. Estes neuro-horménios
sdo transportados até a hipofise anterior,
estimulando a libera¢do do horménio
adrenocorticotréfico (ACTH)”. O ACTH, ao atuar
na zona fasciculada da glandula adrenal, promove
maior secre¢do de glicocorticoides. O cortisol e as
catecolaminas liberados pela adrenal sdo os
responsaveis pela resposta fisiolégica ao estresse" .
A ativagdo do eixo hipotilamo-hipofise-adrenal
(HHA) induzida pelo estresse, reduz a secre¢do de
horménio liberador de gonadotrofinas, GnRH,
produzido no nucleo arqueado do hipotdalamo
tuberal, privando o foliculo ovariano de adequado
suporte de gonadotrofinas e resultando em
anovulacdo”.

E importante ressaltar que, de acordo com
Handa (2000) citado por Tanno (2002), a resposta
aos estimulos estressores fisicos ou psicologicos e o
consequente aumento da secre¢do de ACTH e
corticosterona é maior e mais prolongado em fémeas
do que em machos.
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Além da influéncia dos esteroides sexuais sobre
a ativagado do eixo HHA em situagdo de estresse, foi
também evidenciado que os horménios secretados
durante o estresse, como o CRH e os
corticosteroides, podem afetar diretamente a
secrecdo gonadal de esteroides sexuais, alterando,
portanto, a fungdo reprodutiva em muitas espécies" .

Ha, também, evidéncias de que, tanto em
humanos, como em animais, a antecipagdo de um
evento ¢ um potente ativador do eixo HHA, quando
comparado ao evento propriamente dito. Em
pacientes que apresentam fobia a algum estimulo,
ocorre maior elevagdo nos niveis de cortisol no dia
anterior em relagdo ao momento da exposicdo ao
estimulo”.

Estudos indicam que a arginina-vasopressina
(AVP), cuja origem é paraventricular, também estd
envolvida na resposta ao estresse”. A ativacdo do
sistema nervoso simpatico também leva ao aumento
da glicemia, pressdo arterial sanguinea e frequéncia
cardiaca. Os opioides intrinsecos ao organismo
humano, por exemplo, a beta-endorfina, também
podem inibir o eixo hipotalamo-hipéfise-ovariano".

Dependendo da intensidade e duragdo desses
estimulos, as mulheres submetidas podem
desenvolver "amenorréia hipotalamica funcional”
ou "anovula¢do cronica hipotalamica”,
caracterizadas pela quiescéncia ovariana,

. . 7. (3,
amenorreia e consequente infertilidade” .

Estresse versus Gestantes

A gravidez esta intimamente associada a
importantes alteragées fisiologicas e a adaptag¢do
fetal é crucial para seu desenvolvimento normal; o
estresse pode interferir nesta adaptacdo".

O eixo hipotalamo-hipdfise-adrenal e o sistema
nervoso simpdtico (SNS) estdo ativados durante a
fase aguda do estresse. Um aumento na ativa¢do
destes sistemas ¢ frequentemente relatado nos
pacientes deprimidos e ansiosos, e mudangas
dramaticas ocorrem durante a gravidez normal,
para acomodar as exigéncias metabolicas
maternofetais”. Além disso, pode haver estresse e
ansiedade significativos associados a transi¢do a
maternidade. A relagdo entre a afli¢do psicologica e
o0 estresse materno, depressdo e ansiedade durante a
gravidez podem ter consequéncias graves para o
desenvolvimento do feto expressas, por exemplo, por
alteragoes do sono e apetite, alteragoes do eixo HHA
e ativagio SNS”. A desrregulagio de ambos os
sistemas pode ser a base para uma importante
ligagdo etiologica entre o estresse materno e o
neurodesenvolvimento fetal” .

Em consequéncia da sobrecarga de atividades
profissionais e decorrente postergagdo de planos de
gravidez, dupla ou multiplas jornadas de trabalho,
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escassez de tempo dedicado ao lazer, compromisso a
ser cumprido perante a familia, violéncia, transito,
cobrangas, concorréncia, desejos ndo realizados e
tantos outros fatores estressantes, ha um numero
crescente de individuos afetados pelo assunto em
questdo.

Estresse versus Feto

Devido ao seu rapido crescimento, o feto é
particularmente vulneravel a insultos e
modificagdes hormonais, o que sugere que situagoes
adversas, como estresse e quaisquer mudangas
negativas experimentadas pela gestante podem
alterar o desenvolvimento e a savide da crian¢a™"”.

Os resultados do estresse materno no feto
podem ser baixo peso ao nascer, menor dura¢do do
tempo gestacional e menor circunferéncia da
cabeg¢a, que estdo associados a um
neurodesenvolvimento prejudicado, caracterizado
por diminui¢cdo da habilidade académica, baixa
capacidade cognitiva, menor QI, problemas
comportamentais, sofrimento psiquico e depressdo.
Além disso, criangas com baixo peso ao nascer tém
maior risco para problemas comportamentais, como
hiperatividade e dificuldades para interagir com
outras pessoas™""*".

Em condi¢ées basais, aproximadamente 5% do
cortisol total estd na forma livre e é desta forma que
atravessa a barreira hematoencefdalica, porém
niveis elevados de cortisol durante longos periodos
de tempo podem ter efeitos prejudiciais sobre o
cérebro humano. Além disso, o cortisol materno
pode atravessar a placenta e estimular o eixo HHA
fetal; mesmo se essa travessia ndo ocorrer, o cortisol
materno pode estimular a produ¢do de CRH fetal e
da placenta, o que leva ao aumento dos niveis de
cortisol”"”. O aumento dos niveis de cortisol durante
a gravidez pode ser danoso, porém niveis elevados
da enzima placentaria, 1I-beta-hidroxiesteroide
hidrogenase tipo 2 (11b-HSD2), protege o feto em
desenvolvimento, ao converter o cortisol em sua
forma inativa, a cortisona”. A atividade da 11b-
HSD2 é influenciada por diversos fatores. Em
experimentos, ratos expostos ao estresse agudo
mostraram um aumento imediato da atividade
enzimdtica em 160%, enquanto que ndo houve
mudanga nos seis dias seguintes da exposi¢do ao
estresse, indicando que o estresse cronico pode ser
prejudicial para uma gravidez saudavel” .

No entanto, alguns pesquisadores sugeriram
que os baixos niveis de estresse podem realmente ter
uma fun¢do adaptativa e pode afetar positivamente a
crianga, existe a possibilidade de que niveis baixos
ou moderados de estresse durante a gravidez podem
aumentar a matura¢do fetal. Ademais, estes autores
sugerem que a genética é capaz de desempenhar um

13

Alteracoes do ciclo reprodutivo de camundongos submetidos ao estresse e consequéncias na sua prole. - Michele Cristiane Hamaué e cols. =

papel que explica porqué alguns individuos sdo
influenciados negativamente pelo estresse pré-natal
e outros permanecem resilientes ou mesmo
beneficiam-se dele”. Outros, porém, afirmam que
ndo ha correlagdo entre as situagaoes.

Muito do entendimento desses mecanismos
provém de modelos animais, no entanto, deve-se ter
cautela ao fazer um paralelo com o ser humano, pois
ha importantes diferencas no desenvolvimento
neurologico entre as espécies. Por exemplo, o
desenvolvimento do cérebro de ratos e camundongos
ocorre apos o nascimento, diferentemente dos
humanos, nos quais a maioria do desenvolvimento
ocorre no periodo pré-natal”.

OBJETIVOS

Tendo em vista que diversos autores estudados
durante a revisdao bibliografica divergiram quanto
aos seus achados que relacionavam o estresse as
possiveis alteragdes em orgdos reprodutores
femininos e teratogénese, tivemos como motiva¢ao
avaliar aquelas estruturas, bem como o peso,
crescimento e morfologia fetal.

MATERIAIS E METODOS

Camundongos fémeas (Mus musculus
domesticus), do género swiss provenientes do
Biotério Central da Universidade Estadual de
Campinas foram colocadas para acasalar, na
propor¢do de duas fémeas para um macho; nas
manhds seguintes, foi verificada a presenga de
rolhas vaginais, cuja detec¢do determina a metade
do primeiro dia gestacional.

As fémeas foram divididas em quatro grupos de
acordo com a presenga de gestagdo e submissdo ao
estresse, o grupo um e dois continham fémeas
prenhas submetidas e ndo submetidas ao estresse,
respectivamente; o trés e o quatro, compunham-se
de ndo prenhas com estresse e sem estresse,
respectivamente.

Como agentes estressores foram utilizados luz
continua, ruido branco e rampa para inclinar a
gaiola a 45° e dificultar o acesso a ra¢do. Para
evitar a fase de exaustdo do estresse, tais agentes
Jforam substituidos a cada dois dias.

Ao fim de 18 dias de experimento houve
sacrificio em cdmara de gas carbonico de todas as
fémeas, as quais foram submetidas a laparotomia e
tiveram seus uteros e fetos, quando presentes,
retirados; foram calculados os indices reprodutivos,
Indice de Acasalamento (IA= niimero de fémeas que
acasalaram/numero de fémeas do grupo x 100) e
Indice de Fertilidade (IF= niimero de fémeas com
crias/numero de fémeas que acasalaram x 100). Os
uteros e ovidutos dos grupos trés e quatro foram,
entdo, processados convencionalmente,
desidratados e incluidos em parafina, com cortes de
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5 m e corados com hematoxilina e eosina. As ldminas
histologicas foram analisadas e documentadas em
microscopio optico Nikon Eclipse ES800. A captura
das imagens foi realizada por meio de um programa
de andlise de imagens (software Image Prolite).
Foram avaliados, em aumento de 100X, 5 campos
aleatorios por lamina de todas as fémeas de cada
grupo. Os cornos uterinos dos grupos um e dois
foram seccionados na extensdo longitudinal e se
procedeu a andlise e contagem dos fetos, das
placentas e das reabsorgoes tardias. Em seguida os
uteros foram colocados em sulfeto de aménia 10%
(por 10 minutos), lavados em dgua corrente e em
seguida imersos em solu¢do constituida por partes
iguais de dcido cloridrico a 1% e solugdo de
ferrocianeto de potassio a 20%, para contagem dos
sitios de implantagdo e de reabsor¢oes embrionarias
precoces”. As reabsor¢ées tardias e os fetos foram
contados; estes também foram pesados e os
comprimentos craniocaudal, occipitonasal e
biauricular medidos, além de observados quanto a
presenca de malformagoes externas com auxilio de
um estereomicroscopio. As medidas obtidas dos
fetos foram submetidas ao estudo estatistico
utilizando-se os testes ANOVA e TUKEY'S
MULTIPLE COMPARISON TEST, com nivel de
rejeicdo para hipotese de nulidade fixada em 5%
(p<0,05), com o auxilio do software PRISMA 2.0.

RESULTADOS

Os indices de acasalamento e fertilidade foram,
respectivamente, 100%¢6,66%. A analise
histologica dos uteros e ovidutos ndo revelou
diferen¢as morfologicas entre os grupos
experimentais que pudessem ser associadas ao
estresse. Foram observadas apenas as alteragoes ja
esperadas entre uteros de nuliparas e gravidicas,
como por exemplo a decidualiza¢do dos
fibroblastos, presente no utero gravidico, sendo
todas observagoes caracteristicas deste processo.

Com relagdo a andlise dos uteros gravidicos
foram encontradas reabsorgoes precoces nos uteros
de fémeas de ambos os grupos, ndo havendo
diferenga estatistica (p > 0,05).

Os pesos, comprimentos craniocaudais,
occipitonasal e biauricular dos fetos provenientes de
prenhas submetidas ao estresse ndo apresentaram
diferenca estatistica significativa quando
comparadas ao grupo controle. Maior percentual de
baixa implanta¢do de orelhas foi encontrado no
grupo de fetos do grupo exposto aos agentes
estressores, contudo igualmente sem significancia
estatistica (p>0,05).

DISCUSSAO
Até mesmo em 400 A.C., Hipocrates ja tinha
conhecimento da importdncia das emogoes sobre a
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gravidez. Além disso, ha mais de mil anos na China,
sabe-se da importancia das atitudes no pré-natal, o
que levou os chineses a instituir a primeira clinica de
pré-natal. Tornou-se claro, entdo, que as condi¢oes
neonatais muitas vezes sao marcadores para o futuro
da saude e estes resultados tém estimulado muitas
linhas de pesquisa para explorar a natureza da
programagdao fetal"*"”.

Revendo a bibliografia, Lazinski et al.(2008)
referem em seu estudo que o resultado do estresse
materno ao feto pode ser baixo peso ao nascer,
porém no presente estudo ndo foi obtido este
resultado, assim como o estudo realizado com 1500
mulheres suecas e estudo de coorte com quase 700
mulheres norueguesas citados pelo mesmo autor
ndo encontraram nenhuma associa¢do entre
depressao ou ansiedade materna durante a gestagdo
e peso fetal ao nascer” .

O estresse, segundo outros estudos, também
possui efeitos sobre o sistema imunologico. O recém-
nascido é rapidamente colonizado por uma
microflora nos epitélios de revestimento e, portanto,
dependente do inicio precoce da imunidade inata. O
processo de nascimento e de adaptagdo pos-natal
esta associado com o recrutamento e ativagdo de
leucocitos, uma resposta de fase aguda. A hipotese
naqueles estudos foi de que o processo de
nascimento, associado com o estresse e as principais
alteragoes fisiologicas, incluindo a cria¢do de uma
microflora comensal, poderia ter um impacto sobre
a resposta imune inata do recém-nascido em termos
de recrutamento de leucécitos e quimiotaxia™

Segundo Wisborg (2008), o estresse psicologico
durante a gravidez também aumenta o risco de
natimortalidade em 80%"”. O resultado foi ajustado
para um numero de potenciais fatores contribuintes,
mas a influéncia de fatores ndo controlados ndo
pode ser descartada™".

De acordo com os resultados obtidos, ndo deve
ser descartada a possibilidade de existir maior
maturagdo fetal quando ha exposi¢cdo a baixos ou
moderados niveis de estresse, assim como citou
Lazinski et al.(2008), ja que foram encontrados
maior peso e maior comprimento nos fetos
provenientes de fémeas submetidas ao estresse” .
Este fato pode ser explicado pela teoria da
adaptagdo do organismo ao estresse aliada a
genética que pode favorecer a resiliéncia ou mesmo
beneficio de alguns individuos quando expostos ao
estresse pré-natal em oposi¢do a outros que sdo
prejudicados quando expostos ao mesmo.

Consequéncias na vida futura de fetos oriundos
de fémeas expostas ao estresse ndo podem ser
descartadas"’, uma vez que o atual estudo teve seu
término com a prole em seu 18° dia gestacional,
necessitando assim de estudos mais prolongados e
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detalhados para andlise dos efeitos do estresse sobre
o desenvolvimento neuropsicomotor e interferéncias
comportamentais nestes fetos. O mesmo autor
anteriormente citado também afirma que o estresse
materno durante a gestagdo pode diminuir a
capacidade cognitiva, causar sofrimento psiquico e
outros problemas comportamentais aos fetos, o que
pode ser sugerido através dos achados de baixa
implantagdo de orelhas nos fetos-alvo deste estudo,
que podem estar associadas a problemas
neurologicos que somente seriam percebidos
durante seu desenvolvimento futuro.

CONCLUSAO

O presente trabalho permitiu concluir que o
estresse ndo teve efeito prejudicial e/ou teratogénico
no desenvolvimento do feto no que diz respeito ao
peso, crescimento e morfologia fetal.
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