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RESUMO

No presente estudo foram avaliados os efeitos da exposicéo cronica a sons de 22 kHz durante
a gravidez sobre parametros serotoninérgicos em regides do sistema nervoso central (SNC) e
aspectos do comportamento de ratas Wistar, ap6s o periodo de amamentacdo. Essas
avaliacGes foram também realizadas nos ratos machos da prole. Além disso, avaliaram-se 0s
efeitos de uma exposicdo aguda ao som de 22 kHz sobre aspectos emocionais e parametros
serotoninérgicos, na prole adulta previamente submetida ao som de 22 kHz durante a fase
intrauterina. A hipotese principal € de que a exposicao crénica a estimulos de 22 kHz durante
um estagio inicial do desenvolvimento iria interferir com pardmetros serotoninérgicos centrais
e, mais tarde, com as respostas defensivas dos filhotes re-expostos a estimulos aversivos
durante a fase adulta. Uma segunda questdo abordada foi se os efeitos da exposicdo ao som de
22 kHz sobre a esquiva inibitoria seriam diferentes dos efeitos sobre a resposta de fuga.
Portanto, trata-se de um estudo fatorial 2x2, onde os fatores foram: (i) para as fémeas — a
exposicdo cronica a sons de 22 kHz e gestacdo e, (ii) para a prole — a exposicdo cronica
durante a fase intrauterina e a exposicdo aguda durante a fase adulta a sons de 22 kHz. Trinta
e duas fémeas de ratos Wistar foram divididas em quatro grupos (n=8, cada): controle néo-
gravidas; exposicdo cronica ndo-gravidas; controle gravida; e exposicdo crbnica gravida.
Quarenta e oito filhotes machos - selecdo aleatdria de trés ratos provenientes de cada rata
gravida - foram divididos em quatro grupos (n=12, cada): exposicdo crbnica intrauterina;
exposicdo aguda na idade adulta; exposi¢do cronica durante a fase intrauterina e exposicédo
aguda na fase adulta; e nenhuma exposicéo (controle). Memdria e os estados de ansiedade e
medo foram avaliados medindo-se o desempenho dos animais nas tarefas de esquiva inibitoria
e fuga, respectivamente, usando o labirinto em T-elevado (LTE). Pardmetros serotoninérgicos
(niveis de 5-HT e 5- HIAA) foram determinados no hipocampo, amidala, substancia cinzenta
periaquedutal e cortex pré-frontal. A exposicao sonora crénica diminuiu a laténcia de esquiva
inibitoria sem afetar a resposta de fuga e afetou par@metros serotoninérgicos em ratas de
ambos os grupos, fémeas grdvidas e ndo gravidas. Na prole, houve uma interacdo entre 0s
efeitos dos fatores — exposicao cronica intrauterina e exposi¢do aguda na fase adulta - sobre o
desempenho na tarefa de esquiva inibitoria, sem efeito de nenhum dos dois tratamentos,
isolados ou associados, sobre a resposta de fuga. Cada um dos tratamentos separados
promoveu diminuigdo das concentracOes de 5-HIAA no hipocampo da prole. Uma interacdo

entre os tratamentos também foi encontrada para os niveis de 5-HIAA no hipocampo e



amidala da prole. Houve efeito significativo da exposi¢do no periodo intrauterino sobre a taxa
de recuperacdo de 5-HT no CPF e amidala da prole. Estes resultados indicam que a exposi¢éo
ao som de 22 kHz em fases iniciais do desenvolvimento promovem alteracbes no sistema
serotoninérgico central e alteracbes no comportamento emocional que podem persistir em
periodos posteriores da vida. Além disto, os efeitos distintos sobre a esquiva inibitoria e
resposta de fuga, tanto nas fémeas como na prole, indicam a existéncia de substratos

neurobioldgicos diferentes para cada uma dessas duas respostas defensivas.



ABSTRACT

In the present study we evaluated the effects of chronic exposure to sounds at 22 kHz during
pregnancy on the central serotonergic and behavioral parameters in Wistar rat dams after the
suckling period and on their male rat offspring. In addition, we also assessed the effects of an
acute 22 kHz sound, associated with the chronic intrauterine exposure, on the emotional
responses of adult offspring. The primary hypothesis was that experiencing 22 kHz stimuli
during an early stage of development would interfere with brain serotonergic parameters and,
later, with the adult rat’s defensive responses. The corollary question was whether a 22 kHz
sound exposure would differentially affect inhibitory avoidance and escape responses and
central serotonergic parameters. In this 2x2 study the factors were: (i) for dams - a chronic
sound exposure and pregnant state per se, (ii) for offspring - a chronic intrauterine sound
exposure and an acute 22 kHz sound exposure in adulthood. Thirty-two female Wistar rats
were divided into four groups of eight: non-pregnant control; non-pregnant chronic exposure;
pregnant control; and pregnant chronic exposure. Forty-eight male offspring were divided into
four groups of twelve: chronic intrauterine sound exposure; acute sound exposure in
adulthood; chronic intrauterine exposure with acute exposure in adulthood; and no exposure
treatment (control). Learning, memory, anxiety and fear states were assessed through
inhibitory avoidance and escape tasks, using an Elevated T-Maze. Serotonergic parameters (5-
HT and 5-HIAA levels) were determined in the hippocampus, amygdala, periaquedutal grey
area and prefrontal cortex (PFC). Chronic sound exposure affected inhibitory avoidance and
serotonergic parameters in female rats. For offspring, there was an interaction between the
factors (chronic and acute sound exposures) on inhibitory avoidance response but not on
escape response. Both treatments decreased 5-HIAA concentrations in the hippocampus. An
interaction between the treatments was also found for 5-HIAA levels in the hippocampus and
amygdala. There were significant effects of intrauterine and acute 22 kHz exposure on 5-HT
turnover rate in PFC and amygdala of the offspring rats. These results illuminate the potencial
of an early acoustic sound exposure for causing central serotonergic and emotional behavioral
changes that can persist into later periods of life. Besides, the present data also show that the
22 kHz sound exposure represents a useful tool for understanding the mechanism of a specific
defensive behavior. That is, as the 22 kHz sound exposure affects inhibitory avoidance but not
escape behavior, it might be relevant for clarifying physiological and molecular aspects of

emotion.






INTRODUCAO

1. CONSIDERACOES GERAIS E JUSTIFICATIVAS

Os fendmenos abordados no presente estudo sdo a gestacdo e a exposicdo a sons de
22kiloHertz (kHz). Todos os seres vivos sdo expostos, a curto ou longo prazo, a eventos
estressantes durante a vida. Os efeitos destas experiéncias na cognicdo e na emocdo e a
persisténcia destes efeitos em fases posteriores da vida dependem de caracteristicas inerentes
ao individuo e da natureza do estimulo estressor (Bowman, 2005). Os diferentes sons ao
nosso redor podem apresentar um cardter aversivo ou ndo, dependendo de certas
caracteristicas, como intensidade, frequéncia e amplitude do som, além da sensibilidade
auditiva do ouvinte, que varia entre as espécies (Heffner e Heffner, 2010). Em ratos, varias
pesquisas tém associado vocalizagdo ultrassdnica com o comportamento emocional destes
animais. Ultrassons de 22 kHz sdo emitidos em situagcdes de antecipacdo da puni¢do e em
comportamentos de esquiva, indicando a presenca de um componente aversivo (Knutson et
al., 2002) e, além disso, a exposicdo do animal a esta frequéncia aumenta a frequéncia de

comportamentos defensivos (Beckett et al., 1996).

A primeira hipdtese desse trabalho é que a experiéncia da exposicdo a sons de 22 kHz durante
estagios iniciais do desenvolvimento poderia interferir em parametros serotoninérgicos em
regibes do SNC da prole e, posteriormente, com as respostas defensivas desses animais

durante a fase adulta.

O processo bioldgico onde o desenvolvimento do individuo € influenciado pelo ambiente
materno é denominado programming (Schlotz e Phillips, 2009). De acordo com esta teoria, as
experiéncias iniciais da vida desempenham um papel crucial no desenvolvimento do perfil
psicolégico do individuo adulto (Lucas, 1991; Heim et al., 2010). Dados obtidos utilizando
paradigmas experimentais de manipulacdo neonatal (Pryce et al., 2005), separacdo materna
(Plotsky e Meaney, 1993), e aumento ou diminuicdo do cuidado maternal (Meaney, 2001;
Menard e Hakvoort, 2007; ChamSCPne, 2008) documentaram que as primeiras experiéncias
tém efeitos duradouros, influenciando o funcionamento do cérebro adulto e 0 comportamento.
Diferentes condi¢Ges ambientais, incluindo estresse maternal (Lesage et al., 2004; Matsumoto
et al., 2009) induzem o fenomeno denominado programming. O mecanismo envolvido no
programming perinatal inclui alteracGes na expressdo génica, proliferacdo celular e mudancas
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epigenéticas (Lucas, 1994). Em ratos, por exemplo, a exposic¢do ao ruido durante a gestacéo
influencia a neurogénese e tamanho do cértex cerebral da prole (Kim et al., 2013).Além disso,
durante a gestacdo, estimulos sonoros aversivos podem levar a modificacfes neurobioldgicas,
tais como um aumento nos niveis de glicocorticdides (cortisol em humanos, corticosterona em
ratos) tanto na mée, quanto no feto (Fowden et al., 2006; Weinstock, 2008). Contudo, mais
pesquisas sao necessarias para compreender os efeitos neurobioldgicos de estimulos aversivos
durante as diferentes fases do desenvolvimento e como eles afetam o comportamento da mae

e sua prole.

Como o comportamento individual é determinado pelo pool genético e pelas experiéncias
prévias do individuo, a estratégia de enfrentamento, afetada pela interpretacdo individual de
eventos passados, pode determinar o comportamento de adaptacédo a estimulos aversivos (Yim
et al., 2012). Por outro lado, alguns autores sugerem gue a exposic¢éo crénica a um estimulo
pode reduzir a capacidade do individuo em se adaptar psicologicamente ou fisiologicamente a
outro estimulo ou até mesmo aumentar a vulnerabilidade a um estimulo subsequente
(Wallenius, 2004). Desta forma, levantamos uma segunda hipdtese de que uma segunda
exposicdo ao som de 22 kHz, animal na idade adulta (2 meses de idade), teria efeitos distintos
entre os animais que foram expostos previamente na fase intrauterina e aqueles cuja primeira

exposicao estaria ocorrendo na idade adulta.

As alteracdes bioldgicas (p.ex. hormonais) e comportamentais (p.ex. alteragdes no humor) que
ocorrem durante o processo gestacional podem interferir aumentando ou diminuindo a
susceptibilidade aos estimulos ambientais. Dessa forma, estas alteracGes poderiam afetar tanto
a gestante (Camacho et al., 2006) quanto o desenvolvimento do feto (Huang et al., 2012). As
alteracdes metabolicas decorrentes do processo gestacional caracterizam um estado
homeostatico no qual os efeitos de estimulos ambientais podem gerar respostas diferentes,
quando comparados aqueles que ocorrem em mulheres ndo gravidas. Assim levantamos outra
hipotese - a susceptibilidade de ratas gravidas e ndo gravidas frente a exposicao cronica de ao

som de 22 kHz seria diferente.

Além disto, dados da literatura indicam que estimulos ambientais durante a gestacdo afetam o
sistema serotoninérgico da prole (Van Den Hove et al., 2006; Huang et al., 2012) e que estas
alteracdes podem estar correlacionadas ao comportamento emocional (Mosienko et al., 2012;

Tsoory et al., 2012). Assim, outra hipotese levantada neste trabalho é a de que as alteracGes
2



metabdlicas que ocorrem durante o processo gestacional e durante a exposi¢do a sons de 22
kHz afetariam o sistema serotoninérgico das fémeas e da prole, tendo consequéncias no

comportamento de esquiva e na resposta de fuga.
2. O RUIDO E A GESTACAO

O ruido é uma das fontes mais comuns de estresse ambiental (Campbell, 1983). Existem
evidéncias de que o ruido excessivo pode prejudicar seriamente a saide dos seres vivos, sendo
considerado atualmente um dos principais problemas ambientais dos grandes centros urbanos

e, eminentemente, uma questao relacionada a saude publica (Who, 2012).

Os efeitos do ruido sobre o organismo dependem de fatores inerentes ao som como a
intensidade e a frequencia; e de fatores relativos ao ouvinte, como a sensibilidade auditiva
(Heffner e Heffner, 2010), o processo de interpretacdo cognitiva (Job e Hatfield, 1998) e a
capacidadepara lidar com situacGes concorrentes ou subseqlientes (Wallenius, 2004).
Dependendo da intensidade e da duracdo, os ruidos podem promover prejuizos na execugédo
de tarefas cognitivas, como memdria de longo prazo, atividade aritmética e tarefas visuais
(Manikandan et al., 2006; Rabat et al., 2006; Cui et al., 2009), além de diminuir a capacidade
de concentracdo e de comunicacdo, alterando o processamento da fala e o controle da atengédo
(Kujala e Brattico, 2009). Foi relatado que a exposi¢cdo aguda, subaguda e crénica a ruido
branco com a intensidade de 100dB induz aumento da concentracdo plasmatica de
corticosterona em ratos (Manikandan et al., 2006; Samson et al., 2007), promovendo efeitos

negativos sobre a aprendizagem e a memdria (Manikandan et al., 2006; Cui et al., 2009).

Os efeitos do ruido sobre o organismo dependem também do estagio de desenvolvimento do
individuo. Quando a exposicdo ocorre durante o processo gestacional, poderd levar a
consequéncias na neurobiologia e no comportamento tanto da mée, quanto do feto. Os efeitos
na prole foram associados, por alguns autores, a alteracfes no eixo hipotalamo-hipofise-
adrenal (HPA) fetal induzida de forma indireta, via horménios maternos (Weinstock, 1997). A
corticosterona, catecolaminas, hormonio adrenocorticotréfico (ACTH) e B-endorfina, sdo
exemplos de hormdnios secretados no organismo materno, que atravessam a barreira
placentaria e chegam ao cérebro fetal (Zarrow et al., 1970; Guillemin et al., 1977; Sandman e

Kastin, 1981; Falconer et al., 1988), de forma que os estimulos sonoros aversivos podem



atuar aumentando a atividade do eixo HPA da gestante, induzindo um aumento nos niveis de

glicocorticoides também do feto (Fowden et al., 2006; Weinstock, 2008).

Apesar de alguns autores relatarem que diferentes estimulos do ambiente promovem
alteracdes em parametros bioldgicos maternos e que as flutuacdes em horménios gonadais
durante a gravidez e pos-parto, alteram a neurobiologia da mée, como, por exemplo,
interferindo na atividade do eixo HPA (Brummelte e Galea, 2010), ndo encontramos na
literatura trabalhos que avaliem os efeitos da exposicao ao ruido, na mae. Existem indicios de
que horménios relacionados com a gravidez, tais como a ocitocina e a prolactina podem
alterar a susceptibilidade da fémea a diferentes estimulos (Abou-Saleh et al., 1999; Lightman
etal., 2001; Torner et al., 2002; Yim et al., 2009).

3. SISTEMA AUDITIVO

O sistema auditivo de mamiferos € formado pelas estruturas do ouvido e por componentes
neuronais nos sistemas nervoso periférico e central. O ouvido é dividido em trés partes -
ouvido externo, médio e ouvido interno (Figura 1). O ouvido externo é formado pelo pavilhdo
auricular (ou a orelha) e o canal auditivo. O pavilhdo auricular dirige os sons (ondas de
pressdo) que viajam através do ar no canal do ouvido até a membrana timpéanica (ou o
timpano) da orelha média. O ouvido médio contém a membrana timpanica, que transmite
vibracbes sonoras do exterior para o ouvido médio, uma cavidade que abriga os ossiculos que
amplificam o sinal para o ouvido interno. O ouvido interno é responsavel pelo sentido de
equilibrio e pela capacidade de posicionamento no espaco, através do sistema vestibular. Além
disso, o ouvido interno é considerado o 6rgdo da audicdo, que permite a interacdo com 0 meio

ambiente e € um componente importante do sistema de comunicacdes (Lawson, 2011).

A faixa de frequéncia sonora ouvida por cada espécie depende de caracteristicas fisicas da
membrana basilar, como espessura e tamanho, e da amplificacdo do estimulo mecénico pelas
células ciliadas da coclea. Existe na coclea de cada espécie uma zona em que a amplitude dos
movimentos é maior. Nessa zona os cilios serdo mais excitados, dando uma indicagdo ao
cérebro do contetdo da frequencia do som escutado (Robles e Ruggero, 2001; Fettiplace,
2006).



Os cilios presentes na membrana captam as vibracfes enviando o sinal auditivo as fibras
nervosas auditivas aferentes. As informacdes das ondas sonoras sdo levadas através das fibras
do nervo auditivo, ao nucleo coclear, seguindo para o complexo olivar superior e segue, via
lemnisco lateral, até o coliculo inferior no mesencéfalo. As ondas sonoras captadas promovem
aumento da atividade no nucleo geniculado medial do tadlamo, e, eventualmente, os sinais

atingem o cortex auditivo primario (Ping et al., 2007).

vestibular organ
ear ossicles (semicircular canals
and ofolith organs)
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Figura 1 - Desenho esquematico da estrutura auricular de mamiferos. Disponivel em

http://en.wikibooks.org/wiki/Anatomy and Physiology of Animals/The Senses#mediaviewer/File:Anatomy
and physiology of animals The ear.jpg

O processamento emocional do estimulo auditivo de ratos tém ligacbes diretas com a
amidala (Figura 2). Estimulos auditivos condicionados, por exemplo, sdo captados pela
membrana basilar localizada no nucleo coclear, que envia projecdes para o leminisco lateral e
para o coliculo inferior. A partir do coliculo inferior, sinais eferentes sdo enviados para o
nacleo geniculado medial e para o cértex auditivo, onde, por sua vez o ndcleo geniculado
medial emite projecdes glutamatérgicas aos nucleos amigdaloides laterais e basais. A via direta
do nucleo geniculado medial para a amidala lateral e basal também sdo ativados por tons acima
de 80 dB (Dagnino-Subiabre, 2013) .
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Figura 2 - Principal via neuronal ascendente envolvido no processamento emocional do sistema auditivo, em
ratos (Dagnino-Sugriare, 2013).

Figura 3

4. VOCALIZACAO ULTRASSONICA DE 22 kHz EM RATOS

Como citado anteriormente, os efeitos da exposicdo ao ruido dependem da sensibilidade
auditiva do ouvinte. Ratos de laboratério (Lister, Long-Evans, Sprague-Dawley e Wistar) e
selvagens (R. Norvegicus) escutam e vocalizam em uma faixa sénica ampla, que vai de 200
Hz a 80 kHz (Anderson, 1954; Fay, 1988). Dentro desta faixa, se incluem os harménicos de
trés classes: 40, 22 e 50 kHz (Brudzynski et al., 1993) (Figura 4, painéis A, B e C,
respectivamente). Embora estas VUs tenham sido descritas como subprodutos da atividade
locomotora ou sinais sociais, evidéncias sugerem que também podem indicar antecipacéo de
estados afetivos (Knutson et al., 2002) e ter finalidade de comunicacdo entre os animais
(Seffer et al., 2014; Willadsen et al., 2014).



As VUs de 40 kHz sdo emitidas por filhotes de ratos. S&o vocalizagOes relativamente curtas
(cerca de 80-150 ms), com faixa de frequéncia entre 30 e 65 kHz e emitidas em resposta a
situacOes de separacdo da méae (Hofer et al., 2002). As VUs de 50 kHz incluem uma faixa
com consideravel variabilidade na modulacdo da frequéncia (35 a 70 kHz) e sdo bastantes
curtas (cerca de 20 a 100 ms). Sdo emitidas em situacOes de interagOes sociais apetitivas, de
forma a induzirem/ou manter determinados comportamentos, como durante “brincadeiras”
entre si ou com o experimentador (Knutson et al., 1998; Panksepp e Burgdorf, 2000), antes e
durante o acasalamento (White e Barfield, 1989, 1990), a alimentacdo (Burgdorf et al., 2000)
e 0 uso de drogas, especialmente psicoestimulantes (Knutson et al., 1999; Burgdorf et al.,
2001). Estes autores descreveram que as VUs de 50 kHz indicam expectativa, comportamento
de recompensa e estados emocionais deativacdo positiva. Por outro lado, VUs de 22 kHz
podem ocorrer durante a antecipacdo da punicdo ou comportamento de esquiva, podendo
indicar um estado de ativacdo negativo (Brudzynski et al., 1993; Wohr et al., 2005; Wohr e
Schwarting, 2013). As VUs de 22 kHz abrangem uma faixa de frequéncia de 18 a 32 kHz,
com duracdo de 300 a 3000 ms. Tém uma forma comparativamente simples, em relacdo as
outras, uma vez gque ocorrem em surtos de 3 a 5 VUs (Schwarting e Wohr, 2012). Durante a
emissdo destas VUs, os ratos estdo geralmente imdveis, em postura tensa e emitem a
vocalizacdo apds um periodo de inspiracdo curto, em paralelo com aumentos na frequéncia
cardiaca e da pressao arterial (Frysztak e Neafsey, 1991). Estas vocaliza¢des sdo emitidas em
varias situacdes, a maioria das quais onde existe um componente/estimulo aversivo evidente
como: quando sdo expostos a um predador (Blanchard et al., 1992; Litvin et al., 2007),
durante derrotas sociais entre machos (Thomas et al., 1983), durante a aprendizagem e
evocacdo do comportamento de condicionamento do medo (Jelen et al., 2003; Nobre e
Brandao, 2004), a aprendizagem de esquiva ativa (Ludwig e Schwarting, 2007), a retirada de
drogas, especialmente opiaceos e cocaina (Vivian e Miczek, 1991), quando submetidos a
manuseio aversivo (Brudzynski e Ociepa, 1992) ou em condicGes de isolamento (Tomazini et
al., 2006).

Em geral, presume-se que as VUs de 22 kHz refletem ou dependem do estado de ansiedade e
que podem ter uma fungdo comunicativa, no sentido de um mecanismo acustico defensivo
(Schwarting e Wohr, 2012). Evidéncias comportamentais e farmacoldgicas mostram que a
vocalizagdo de 22 kHz esté correlacionada com o comportamento de ansiedade e ndo com o
comportamento de medo (Jelen et al., 2003) Com relacdo a fungdo de comunicacédo, as VUs

de 22 kHz podem servir como sinal de alerta, sinalizando perigo (Blanchard et al., 1991,
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Blanchard et al., 1992), podendo desencadear uma inibicdo comportamental ou fuga dos
destinatérios (Brudzynski e Chiu, 1995). Acredita-se que os ratos podem associar as VUs de
22 kHz com aversao, por aprendizagem associativa (Endres et al., 2007), onde o individuo

percebe algo em seu meio pelas sensagdes e 0 associa a uma determinada resposta.

Existem evidencias que durante o processo de vocalizacdo ocorrem alteragbes em areas
cerebrais relacionadas a motivacdo e a emocdo (Sadanandaet al., 2008; Parsana, Li et al.,
2012), tais como a amidala, o cortex perirrinal e a Substancia Cinzenta Periaquedutal (SCP),

concluindo-se que as VUs de 22 kHz sdo processadas em partes do sistema limbico.
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Figura 4 — Representacdes do perfil de vocaliza¢Bes ultrassonicas (VUs) emitidas por ratos em trés
diferentes contextos. A, VUs de 40-kHz emitido por um rato Wistar de 11 dias de idade, ap0s a separacao da
mée. B, VUs de 22 kHz emitida por um rato Wistar de 3 meses de idade durante o condicionamento do medo. C,
VUs de 50 kHz emitida por um rato Wistar machos aos 3 meses a procura de individuos da mesma espécie
(Schwarting e Wohr, 2012).

5. RUIDO E SISTEMA NERVOSO CENTRAL



A experiéncia auditiva pode produzir alteragdes estruturais e funcionais no sistema nervoso
central (SNC), promovendo modificagbes ndo somente em A&reas especificas do
processamento auditivo como também em areas ndo auditivas do cérebro, como por exemplo,
regides do sistema limbico (llling et al., 2002; Reisch et al., 2007). O controle central do
sistema de resposta a exposi¢do ao ruido inclui neurdnios do nucleo paraventricular (NPV) do
hipotdlamo, onde as células estdo sob a influéncia de varios mecanismos intrinsecos e
extrinsecos que regulam a resposta do eixo hipotalamo-hipéfise-adrenal (HPA). Aferéncias
diretas ao NPV sdo provenientes principalmente da via sensorial e incluem o nucleo do trato
solitario, o nucleo da rafe, o 6rgdo subfornicial, o ncleo préprio da stria terminalis, o tAlamo
e regides hipotalamicas que circundam o NPV. Aferéncias indiretas vindas do hipocampo,
amidala, cortex pré-frontal (CPF), septo lateral e talamo ativam 0s mesmos neurénios

parvocelulares (Herman et al., 2003).

As respostas fisiologicas e comportamentais ao ruido ocorrem, em parte, pela ativacdo do
locus coeruleus. O aumento da liberagdo de CRH no locus coeruleus em situacGes aversivas,
prejudica a transferéncia de informacGes em vias aferentes dentro do sistema sensorial, que
consequentemente acarretam na diminuicdo das respostas talamicas e corticais (Devilbiss et
al., 2012). Além disso, existem evidéncias de que as alteracdes no SNC provocadas pelo ruido
refletem no sistema nervoso periférico (SNP). Por exemplo, o aumento nos niveis de
glicocorticoides na SCP leva a uma hipoalgesia em individuos expostos ao ruido crénico
(Rhudy e Meagher, 2001).

Além de alteracGes relacionadas a modulacdo do eixo HPA, outras como a ativacdo da
amidala e do hipocampo, por exemplo, ocorrem devido a ligagdes neuronais, diretas e
indiretas, do sistema auditivo central (Ledoux, 2007; Mohedano-Morianoet al., 2008; Munoz-
Lopez et al., 2010). A exposi¢do ao ruido durante a execucdo de tarefas com componentes
cognitivos como a memaria pode promover uma diminuicdo do numero de respostas corretas
associada ao aumento da atividade da amidala e diminuicdo da atividade no hipocampo
(Hirano et al., 2006). A integragdo entre a informacgdo cognitiva e a emocional parece ser
mediada via CPF (Diorio et al., 1993), pois, alteracdes pds-traumaticas estdo relacionadas a
alteracdes no processamento da informacédo sensorial, mediada por esta estrutura (Sapolsky,
1996; Rauch et al., 2003; Yamasue et al., 2003).



De acordo com os estudos citados acima, concluimos que a amidala, o hipocampo, o tdlamo, a
SCP e o CPF sédo estruturas importantes envolvidas com possiveis ajustes neuroquimicos

necessarios a plasticidade, que pode ocorrer ap6s exposicao cronica ao ruido.

5.1 Amidala

A amidala é uma pequena estrutura em forma de améndoa, situada dentro da regido
anteroinferior do lobo temporal, que se interconecta com o hipocampo, 0s nlcleos septais, a
area pré-frontal e o ndcleo dorso-medial do talamo. Esta parte do sistema limbico esta
associada a varias atividades cognitivas de processamentos emocionais como dos estados de
medo e de raiva (Rasia-Filho et al., 2000; Phelps e Ledoux, 2005). Estas atividades de
processamento de informagbes emocionais que perparsam pela amidala estdo relacionadas a
varias situacdes ou condigdes, tais como reproducdo, apetite, ameaca, interpretacdo de
expressdes faciais, comportamento social e comunicacdo (Rasia-Filhoet al., 2000; Skuse,
2006; Adolphs, 2010; Decety, 2010).

O nucleo central da amidala libera neurotransmissores/neuromoduladores (acetilcolina,
dopamina, noradrenalina e serotonina), que afetam a atividade na propria amidala, bem como
outras regides do cérebro. Os neurdnios do nucleo central estdo relacionados com a regulagéo
de comportamentos como o congelamento e a fuga e, projecdes da amidala basal atuam na
modulacdo da memoria, no hipocampo, e em outros aspectos da cognicdo, no CPF e Cdrtex
associativo (Ledoux, 2007). Existem evidéncias de que as projecOes da amidala para o
hipotdlamo regulam o sistema nervoso simpatico e o eixo HPA, uma vez que, como
mencionado anteriormente, existe uma conexdo neuronal direta da amidala central para a

regido paraventricular hipotalamica.

Alguns estudiosos sugerem que o padrdo do estimulo em si e ndo a emogdo resultante seja
responsavel pela ativacdo da amidala (Sanderet al., 2003). Por outro lado, existem evidéncias
indicando que a amidala atua atribuindo "significado™ emocional ao som: dados de estudos
onde ratos observam outros ratos recebendo choque nas patas mostram que a atividade da
amidala, medida através da expressao de c-Fos, € igual a dos animais que receberam o choque
(Knapskaet al., 2006). Além disso, resultados de estudos em ratos utilizando ruido branco de
100 decibéis (dB) mostraram aumento na expressdo de c-Fos tanto na amidala quanto na
regido paraventicular do hipotdlamo (Amemiya et al., 2010), sugerindo que a amidala esta
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envolvida tanto no “significado” emocional do estimulo quanto também parece ser sensivel ao

estimulo.

5.2  Hipocampo

O hipocampo é uma estrutura localizada nos lobos temporais, tradicionalmente relacionada a
processos cognitivos como aprendizado e memoria (Amaral et al., 2007). Com exce¢do do
bulbo olfatério, ndo ha evidéncias de qualquer ligacdo direta entre o hipocampo e 0 cOrtex
sensorial (Mohedano-Moriano et al., 2007). A entrada sensorial auditiva para o hipocampo
ocorre via coértex parahipocampal ou cértex perirrinal, ou via prosencéfalo (Mohedano-
Moriano et al., 2007; Munoz-Lopez et al., 2010).

O hipocampo esté relacionado com a memoria explicita ou declarativa (Eichenbaum, 2004;
Dickerson e Eichenbaum, 2010), que inclui memoria episddica, como em eventos ou
experiéncia pessoal, e semantica, como em informacdes fatuais. Além disso, a fungao
hipocampal de memoria é frequentemente associada com a memoria espacial, pois, nesta
estrutura existem neurénios piramidais que sao ativados durante o processamento da
localizagdo do individuo no espaco tridimensional funcionando como “células de

direcdo/localizagdo” (O'keefe et al., 1998).

Estudos sugerem que uma funcdo importante do hipocampo esta vinculada a formacdo de
memorias auditivas de longo prazo. Pacientes com grave dano hipocampal bilateral
apresentam fraco desempenho em teste de reconhecimento auditivo (Squire et al., 2001).
Estudos com macacos sugerem que pistas auditivas desempenham um papel na memdria
espacial (Tamura et al., 1990). A memoria auditiva associada ao hipocampo parece ser
importante no processo de habituacdo ao ruido. Quando os estimulos auditivos estdo
emparelhados, o segundo estimulo promove um potencial evocado menor na regido CA3, que
durante a exposicdo ao primeiro estimulo (Bickford-Wimer et al., 1990). Assim, quando

estimulos auditivos idénticos séo repetidos, a resposta do hipocampo diminui.

Alguns estudos mostram que a plasticidade hipocampal ocorre como um ajuste a estimulos

aversivos como o ruido. Os efeitos hormonais, tais como do cortisol no hipocampo sobre a
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plasticidade foram originalmente descritos como um U "invertido™: em niveis baixos, o
cortisol atua facilitando o Potencial de Longa Duracdo (LTP), enquanto em altos niveis
dificultam o LTP (Lynch, 2004; Maggio e Segal, 2010). Outros estudos tém revelado que
alguns estimulos aversivos sdo capazes de melhorar a memdria, principalmente em situacdes
emocionalmente carregadas, a0 mesmo tempo em que inibe alguns aspectos da cognigéo,
como por exemplo, a recuperacdo da memdria relacionada ao evento emocional (Roozendaal,
Mcewen et al., 2009). Além disto, tem sido demonstrado que a exposic¢do a ruido de alta
intensidade reduz a neurogénese hipocampal em ratos adultos (Kraus et al., 2010; Liu et al.,
2010).

Estas alteragbes comportamentais sdo promovidas, ao menos em parte, por alteragdes no
sistema neuroguimico hipocampal. Observou-se em ratos expostos ao ruido por 30 dias (80
dB ou 100 dB por 4 h) prejuizo em tarefas de memoria associado a reducdo nos niveis de
dopamina (DA), norepinefrina (NE) e 5-hidroxitriptamina (5-HT) do hipocampo, com

recuperacdo ap6s o término da exposicao (Chengzhi et al., 2011).

5.3 Cortex Pré-Frontal

O CPF é uma area associativa que compreeende as estruturas anteriores dos lobos frontais,
sendo interconectado com numerosas estruturas corticais e subcorticas, tais como o talamo e o
tronco cerebral (Fuster, 2001; Miller e Cohen, 2001). Esta estrutura possui ligagdes
bidirecionais de centros neuromodulatérios do tronco cerebral e prosencéfalo, incluindo

neurdnios serotoninérgicos dos nucleos da rafe (Hajos et al., 1998).

O CPF desempenha um papel central em inUmeros processos cognitivos como 0s necessarios
para a realizacdo de tarefas executivas. Esta envolvido na aprendizagem (Pasupathy e Miller,
2005; Antzoulatos e Miller, 2011), na memoria (Warden e Miller, 2010), categorizacdo
(Freedman et al., 2001; Antzoulatos e Miller, 2011), controle inibitério de comportamentos
(Dalley et al., 2011), flexibilidade cognitiva (Rygula et al., 2010; Gruber et al., 2011), entre

outros.

A area medial do cortex pré-frontal (MCPF) esta envolvida na modulagéo do eixo HPA (Bush
et al., 2000). Outros dados mostram que lesdes no mMCPF ndo alteram 0s niveis plasmaticos de

ACTH em resposta ao ruido (Crane et al., 2003), mas que este pode gerar alteraces

12



morfoldgicas nesta regido como atrofia dendritica e diminui¢cdo no nimero de receptores para
glicocorticoides. Estas mesmas alteracbes no CPF s&o observadas em doencas como o
transtorno do estresse pds-traumatico (Rauch et al., 2003; Yamasue et al., 2003; Cook e
Wellman, 2004).

5.4  Substancia Cinzenta Periaquedutal (SCP)

A SCP compreende a regido do mesencéfalo que rodeia o aqueduto cerebral, da regido da
comissura anterior até o ndcleo tegmentar ventral. Divide-se em dorsal, dorso-lateral, ventro-
lateral e medial (Beitz, 1985). Esta envolvida em cinco processos fisiologicos principais:
processamento da dor e analgesia, vocalizacdo, regulacdo autondmica, medo e ansiedade,
reflexo de lordose e controle cardiovascular (Behbehani, 1995). As partes dorsal e lateral da
SCP integram componentes-chave das vias envolvidas no processo de defesa e de

coordenacao das reagdes a estimulos com caracteristicas fisicas e psicoldgicas (Dean, 2011).

A SCP recebe aferéncias do sistema limbico e estd envolvida no controle autonémico e
comportamental dos estados emocionais. Estudos utilizando neuroanatomia funcional
sugerem que populacdes de neurdnios serotoninérgicos localizados na SCP atuam na

modulacéo do panico e da depressdo (Hale et al., 2012).

Sugere-se que as diferentes estratégias de enfrentamento acionam areas distintas da SCP. O
coping (enfretamento) ativo, que é evocado em situacdes onde o estimulo pode ser controlavel
ou passivel de esquiva, esta associado com a ativacdo da SCP dorso-lateral ou lateral. Por
outro lado, durante a estratégia de coping passivo, que é evocado quando o estimulo ndo pode

ser evitado, ocorre ativacao da regido ventro-lateral da SCP (Keay e Bandler, 2001).

Desta forma, considera-se que o ruido promova alteracfes neurobiolégicas na SCP, como
alteracbes no sistema serotoninérgico, podendo levar a mudangas nos comportamentos de

enfrentamento e nos comportamentos de medo e ansiedade.

55 Téalamo

O tadlamo é um complexo nuclear situado no diencéfalo. Consiste em duas massas ovuladas,

pareadas de substancia cinzenta, organizada em ndcleos, com tratos de substancia branca em
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seu interior. Em geral, uma conexdo de substancia cinzenta, chamada massa intermédia
(aderéncia intertalamica) une as partes direita e esquerda do tdlamo (Herrero et al., 2002).
Esta estrutura tem sido tradicionalmente considerada como um elo entre o fluxo de
informacbes entre o sistema nervoso periférico e o cortex, transmitindo informacdes
sensoriais (visuais, auditivas e somatossensoriais). Também € um elo entre o cerebelo e

corpos mamilares com o cortex transmitindo informagGes motoras (Sherman, 2007).

O talamo tem sido relacionado a plasticidade observada durante o processo de habituacdo ao
ruido. Esta habituacdo parece ser mediada pelo nucleo geniculado medial (NGM) uma vez
que esta estrutura é ativada durante a exposi¢do ao ruido e que lesdes nesta regido podem
levar a interrupcéo desta habituacdo (Day et al., 2009), que também é observada em resposta
a contencgdes repetidas, sem efeito sobre o estimulo agudo (Bhatnagar et al., 2002). Além
disso, outros autores mostraram que ap0s exposi¢do repetida ao ruido observa-se reducéo nos
niveis de c-fos no nudcleo geniculado medial (NGM) talamico (Campeau et al., 2002),
corroborando a hipotese de que a plasticidade que ocorre durante a habituacdo pode ser
mediada, ao menos em parte, por circuitos talamicos. Uma das principais areas de projecao do
NGM é o cortex auditivo (Ryugo e Killackey, 1974), porém, lesGes no cortex auditivo nao

alteram a habituagdo ao ruido (Masini et al., 2012).

6. ANSIEDADE E MEDO

O conceito de estresse é baseado na observacdo de que diferentes tipos de exigéncias fisicas
ou psicoldgicas sobre o organismo eliciam o mesmo conjunto de mudancas corporais,
chamado sindrome de adaptacdo geral (Selye, 1998). Como uma forma de ajuste aos fatores
estressores, 0s organismos mantém a homeostase por meio de mudancas de comportamento
(Mcewen e Wingfield, 2003).

Ansiedade e medo sdo emocgbes desencadeadas em situacOes de ameaca. O estado de
ansiedade é a emocéo relacionada ao comportamento de avaliacdo de risco que pode ser
evocado em situagBes em que 0 perigo ndo estd necessariamente evidente, ou seja, pode ser
apenas uma ameaca potencial. Dessa forma, um contexto novo ou um estimulo de perigo (por
exemplo, um predador) que esteve presente no passado pode desencadear um processo de
ansiedade (Blanchard e Blanchard, 1988).
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Em contraste, 0 medo esta relacionado com estratégias defensivas que ocorrem em resposta
ao perigo real que pode estar a certa distancia da presa (ameaca distal). Neste caso, o0 animal
ou evita a situacdo, sempre que uma via de escape esta disponivel, ou se torna tenso, imovel
(congelamento), quando ndo ha maneira de fugir (Mcnaughton e Gray, 2000; Mcnaughton e
Corr, 2004).

A ansiedade e 0 medo sdo estados emocionais qualitativamente diferentes, envolvendo
mobilizacBes diferentes dos hormonios. A ansiedade ativa o eixo HPA e 0 eixo simpatico,
enguanto o medo ativa de forma acentuada o sistema simpatico e tem pouco ou nenhum efeito
sobre o eixo HPA (Graeff, 2011).

Instrumentos para estudo dos estados emocionais de ansiedade e medo foram desenvolvidos
para investigacdo pré-clinica com intuito de se obter resultados que se assemelhem com o
estado emocional humano. Dentre os instrumentos mais utilizados em modelos experimentais
com animais estéo os labirintos elevados (labirinto em cruz elevado e labirinto em T elevado -
LTE), campo aberto (open field) e caixa de claro e escuro (Ramos, 2008). No aparato LTE,
avalia-se o estado de ansiedade por meio de tarefas de esquiva inibitdria e o estado de medo
por meio de tarefas de fuga (Graeff et al., 1993). Dependendo da tarefa, o LTE pode gerar
dois tipos de reagdes defensivas, esquiva ou fuga, que abordam duas emoc0es diferentes,
ansiedade e panico, respectivamente (Graeff et al., 1993; Viana et al., 1994; Zangrossi e
Graeff, 1997; Graeff et al., 1998). Portanto, a ETM tem sido uma importante ferramenta para

a compreensao dos mecanismos cerebrais subjacentes a estas duas respostas defensivas.

7. GESTACAO E ESTADO EMOCIONAL

A gravidez e a lactacdo podem alterar os estados fisioldgicos ou fisiopatoldgicos, podendo
levar a alteragfes na homeostase do organismo (Neumann et al., 1998). Nos eventos de
gravidez, parto e lactacdo podem ocorrer flutuacdes nos niveis de horménios esteroides no

plasma, alterando a vulnerabilidade a transtornos emocionais (Macbeth e Luine, 2010).

Uma das grandes dificuldades metodolégicas para avaliar a ansiedade durante a gravidez, o
parto e a lactacdo estd na mensuracdo da ansiedade materna apds estimulos crénicos, pois
envolve a reatividade a separagéo do filhote (Sibolboro Mezzacappa et al., 2003). No entanto,

alguns pesquisadores caracterizam a gravidez e a lactagdo como periodos hiporesponsivos
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(Neumann et al., 1998; Wigger et al., 1999; Heinrichs et al., 2002) e/ou de maior
vulnerabilidade ao estresse (Darnaudery et al., 2004).

Estresse, aumento da ansiedade e sintomas depressivos durante e ap0s a gravidez podem
provocar consequéncias negativas para o filho e para a saude mental da mae. Dentre estas,
estdo as complicacdes na maturacédo fetal, ganho de peso inadequado, nascimento prematuro,
além de distarbios cognitivos e emocionais dos filhos durante a infancia (Marcus e
Heringhausen, 2009; Brummelte e Galea, 2010). Nas mées, o equilibrio no estado emocional
é de grande importancia, pois o transtorno mental pode levar a uma falta de cuidado com sua

propria satde (Fischeretal., 2007).

A andlise de dados provenientes de estudos sobre a ansiedade e depressdo materna mostrou
gue os niveis de sintomas depressivos podem estar associados com complicacBes obstétricas
(Alder et al., 2007) e que o transtorno depressivo maior durante a gravidez afeta o vinculo
materno-fetal sugerindo que essa relacdo emocional entre mae e filho tem inicio na gravidez
(Mcfarland et al., 2011).

Além das flutuacbes em horménios gonadais durante a gravidez e pos-parto, o eixo HPA
também sofre mudancas significativas durante estes periodos (Brummelte e Galea, 2010), pois
hormdnios relacionados com a gravidez tais como a ocitocina e a prolactina, podem diminuir
a reatividade do eixo HPA durante este periodo (Lightman et al., 2001; Torner et al., 2002).
Além disso, ha evidéncias de que os niveis de cortisol, ACTH, CRH e corticosterona sdo
alterados significativamente durante a gravidez e no pds-parto. Os niveis desses horménios
aumentam durante a gravidez, atingem um pico antes do nascimento e caem apds o parto
(Pawluski et al., 2009), além de serem maiores nestas fases do que em periodo nao-
reprodutivos (Abou-Saleh et al., 1999; Yim et al., 2009). Desta forma, pode-se inferir que o

periodo gestacional altera a susceptibilidade da fémea a estimulos como o ruido.

8. SISTEMA SEROTONINERGICO

Existem evidéncias de que diferentes estruturas cerebrais que recebem fibras serotonérgicas
provenientes do nucleo dorsal da rafe estdo envolvidas nos comportamentos de esquiva
inibitdria e fuga (Zangrossi e Graeff, 2014). A serotonina ou 5-hidroxitriptamina (5-HT) é

uma monoamina que possui implicagfes na regulacdo de numerosos comportamentos,
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incluindo sono-vigilia, ritmo circadiano, alimentagdo, memoria, humor, cognicéo, resposta ao
abuso de drogas e processamento emocional (Ericsson et al., 1996; Julius, 1998; Buhot et al.,
2000; Thase, 2000; Zangrossi e Graeff, 2014), tendo um papel proeminente na evolucdo da

fisiologia de vertebrados e invertebrados (Turlejski, 1996).

Na via de sintese da 5-HT, o triptofano sofre uma hidroxilacdo pela triptofano hidroxilase,
sendo transformado em 5-hidroxitriptofano, o qual é entdo descarboxilado produzindo 5-HT,
que pode atuar em receptores presentes nas células pré e pos-sinapticas (Figura 5). Este
neurotransmissor € degradado pela monoamina oxidase (MAQ) no seu principal metabdlito
que € o &cido 5-hidroxiindolacético (5-HIAA) ou é recaptado para dentro do terminal pré-

sinaptico, por acéo de proteinas transportadoras (Cooper, 1996).

Devido a grande diversidade de ramificagdes neuroanatbmicas serotonérgicas, partindo do
mesencéfalo dorsal e nlcleos da rafe para praticamente todas as regies do cérebro (Cools et
al., 2008) e ao fato de que suas agdes sdo mediadas por pelo menos 17 receptores distintos, o
efeito modulatério da 5-HT sobre o comportamento e a cognigédo se torna complexo. Nao ha
duvidas quanto a importancia da 5-HT ndo sé em termos de modulacdo dos sistemas sensorial
e motor, mas também de seu papel central na cognicdo e emocdo, tendo implicacdes
importantes em doencas afetivas, tais como ansiedade e depressdo (Jacobs e Azmitia, 1992;
Cools et al., 2008). Existe a hipotese de que a 5-HT tenha um papel dual no comportamento
defensivo: na amidala, a serotonina facilita a esquiva inibitdria e na SCP atua inibindo a fuga
(Graeff, 2011).

Propde-se queestimulos aversivos induzam adaptacdes neuroquimicas, inclusive no sistema
monoaminérgico, e que alteracGes neste sistema possam gerar distirbios comportamentais
(Anisman e Zacharko, 1992). Fatores neuroquimicos como o CRH, podem alterar sistemas
monoaminérgicos (dopamina, norepinefrina e serotonina) em varias regides cerebrais, que
poderiam estar relacionados com os comportamentos de ansiedade e depressdo (Merali et al.,
1998; Maier e Watkins, 2005).

Como discutido anteriormente, durante o processo gestacional os estados de ansiedade e medo
sdo alterados. Dados obtidos em modelo experimental mostram mudancas em pardmetros
serotoninérgicos durante o processo gestacional. Os resultados deste estudo mostram que o
contetdo estriatal de 5-HT e de 5-HIAA diminuem significativamente durante a gravidez,
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sendo que esta diminuicdo correlaciona-se negativamente com o0s niveis plasmaticos de

progesterona (Glaser et al., 1990).

A ruptura da sinalizacdo serotonérgica durante os periodos pré e pds-natal podem promover
aumento da ansiedade na idade adulta (Gaspar et al., 2003; Oberlander et al., 2009). Esta
hipotese é corroborada por dados de estudos que mostram que 0 comportamento de ansiedade
no adulto pode ser desencadeado utilizando-se ratos knockdown para o receptor 5-HTja,
(Gross et al., 2002) ou pela exposicéo a inibidores de recaptacdo de serotonina (Ansorge et
al., 2004; Ansorge et al., 2008).

A concentracdo de 5-HT disponivel para os receptores é outro importante parametro para o
desenvolvimento normal do cérebro. O prosencéfalo fetal seletivamente acumula 5-HT
derivado da placenta durante o crescimento axonal inicial (Bonnin et al., 2011). Estes dados
sugerem que certos circuitos em desenvolvimento no cérebro fetal sdo sensiveis a 5-HT
placentaria durante a sua ontogenia inicial, e que distlrbios genéticos e/ou ambientais
poderiam impactar neste fator, aumentando o risco de doengas mentais (Bonnin e Levitt,
2011).
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Figura 5 - Esquema do sistema serotoninérgico no SNC. Projegdes neuroanatémicas (setas vermelhas) dos nucleos
da rafe em encéfalos de humanos (a) e ratos (b). (c) Esquema de um neurénio serotoninérgico. Tryp — Triptofano; TrypOHase
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— Triptofano Hidroxilase; 5-HTP — 5-hidroxi-triptofano; 5-HT — 5-hidroxitriptamina ou serotonina; L-AADC — L-aminoacido
descarboxilase; SERT — transportador de serotonina; MAO, monoamina oxidase; 5-HT1A, 5-HT1B, 5HT2A,C. — receptores pré
e pods-sinapticos (Cools et al., 2008).
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OBJETIVOS

1. OBJETIVO GERAL

Avaliar os efeitos da exposi¢do cronica a sons de 22 kHz durante a gestagcéo sobre parametros
comportamentais e serotoninérgicos centrais de ratas Wistar ap6s o periodo de amamentacao

e de sua prole na fase adulta apds exposicao aguda ao mesmo som.

2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

2.1) Expor ratas Wistar a sons de 22 kHz durante o periodo gestacional e avaliar nestas, ap6s
o0 periodo de amamentacdo: as respostas de esquiva inibitoria e fuga; os estados emocionais de

ansiedade e medo, respectivamente;

i)  paradmetros cognitivos, aprendizado e memdria, associados ao estado emocional ;

i) as concentracGes de 5-HT e do 5-HIAA no hipocampo, CPF, tdlamo, amidala e SCP;

Iii) ataxa de renovagdo da 5-HT, determinada a partir da razdo entre as concentragfes de
5-HIAA e 5-HT;

2.2) E avaliar na prole adulta— exposta ou ndo ao tratamento cronico com sons de 22 kHz
durante o periodo intrauterino - os parametros listados acima apds exposicao aguda a sons de
22 kHz.
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METODOS

1. DELINEAMENTO EXPERIMENTAL
1.1  Obtencéo dos animais

Utilizou-se 64 ratos da linhagem Wistar, com aproximadamente trés meses de idade, sendo 48
fémeas e 16 machos, provenientes do Biotério do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da Universidade

Federal de Minas Gerais.

Durante todo o experimento os animais foram mantidos no biotério em ciclo de 12 horas
claro/escuro, recebendo agua e racdo ad libitum. Os cuidados e o0 uso dos animais foram de acordo
com o Guide for Care and Use of Laboratory Animal (2011). Todos os procedimentos
experimentais foram aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA/UFMG n°
203/2012).

Considerando dados obtidos em experimentos prévios, realizados em nosso laboratério, de que
apenas uma proporcao (~50%) das fémeas engravida, o experimento foi iniciado com 48 fémeas. O
ciclo estral dessas foi monitorado e 32 ratas foram acasaladas com o objetivo de se obter 16 ratas
gravidas.

1.2  Determinacéo do ciclo estral das fémeas

O ciclo estral de ratas se divide em quatro periodos distintos, de acordo com a concentracdo
sanguinea de estrogeno: diestro, proestro, estro e metaestro (Goldman et al., 2007). Durante o
diestro a concentracdo de estrégeno no sangue é baixa e o epitélio vaginal contém uma mistura de
tipos celulares com predominancia de leucocitos (Figura 6A, B). O aumento da concentracdo de
estradiol induz acdo proliferativa no epitélio vaginal e predominancia de células polinucleadas
dispersas ou agrupadas caracteristicas do proestro, fase em que ocorre a ovulacao (Figura 6C, D e E).
Apos a liberacdo do ovulo, ocorre formacéo do corpo lteo e queda do nivel plasmatico de estradiol
levando a uma reducéo da proliferacdo do epitélio vaginal e o predominio de células cornificadas
que caracterizam a fase estro (Figura 6F, G). O estagio de transicdo entre estro e diestro, denominado

metaestro, contém tanto células cornificadas quanto leucocitos (Figura 6H).
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O monitoramento diario do ciclo estral das fémeas foi realizado por esfregaco vaginal com solugdo
salina (cloreto de sodio 0,9%) e visualizacdo das células em microscopio Optico. Esse
acompanhamento ocorreu durante 15 dias. Apds esse periodo, as fémeas foram agrupadas de acordo
com o ciclo estral de forma a obter-se um maior nimero de fémeas na mesma fase do ciclo. Quando
se obteve pelo menos oito fémeas na fase proestro, estas foram colocadas na presen¢a do macho na
propor¢do de duas fémeas para um macho. No dia seguinte, a ocorréncia de acasalamento foi
avaliada pela presenca de espermatozoides no esfregaco vaginal e/ou por outras caracteristicas,
como presenca de sangramento ou substancia escura na regido vaginal das ratas. Apds a
confirmagdo do acasalamento, essas fémeas foram classificadas como gestantes (Dia 1 = 1° dia de
gestacdo) e agrupadas em um numero de quatro gestantes por gaiola. Apds o acasalamento de 32
fémeas, a gestacdo foi confirmada em 16 e as demais cujo acasalamento ndo aconteceu, foram
retiradas do experimento, assim como 0s machos. Outras 16 fémeas que ndo tiveram contato com o

macho constituiram o grupo de ratas ndo gestantes (Figura 7A).
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Figura 6— Representacdo do esfregaco vaginal (Goldman et al., 2007) — Painéis A e B - Diestro: aparecem pequenos
leucécitos (A), podendo ou ndo conter outros tipos celulares (B); C, D e E - Proestro: células em cachos com aparéncia
granular; F e G — Estro: Células irregulares, com aspecto de agulhas; H - Metaestro: periodo de transicdo onde se

observa a presen¢a de uma combinagéo de células com aspecto de agulha e alguns leucdcitos.
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1.3 Grupos experimentais

As fémeas foram divididas em quatro grupos experimentais, de acordo com a Figura 7A: | — Néo
Gestantes Controle (NGC, n = 8); 1l — Nao Gestantes Sons (NGS, n = 8); Il — Gestantes Controles
(GC, n =8) e IV — Gestantes Sons (GS, n=8). As ratas dos grupos NGS e GS foram expostas a sons
de 22 kHz, dentro de uma caixa de isolamento acUstico, uma hora por dia, do 1° ao 19° dia de
gestacdo ou periodo equivalente, 19 dias, nas ratas do grupo NGS. As ratas controles (NGC e GC)
foram colocadas dentro da caixa de isolamento acustico por igual periodo, porém sem receberem a

emissdo dos sons.

Apos os 19 dias as ratas gestantes foram colocadas em gaiolas individuais e o parto ocorreu no 21°
dia. Apds o desmame, as mdes foram recolocadas em grupos de quatro e mantidas assim até a
realizacdo dos testes comportamentais. As fémeas ndo-gestantes foram mantidas nas mesmas

condicdes, por igual periodo, de acordo com o cronograma do experimento.

Dois dias depois do parto, a prole foi inspecionada, pesada e somente 0s machos permaneceram com
as maes na propor¢do de oito filhotes por fémea até o desmame. De cada fémea/mée trés filhotes
machos foram aleatoriamente separados para 0s proximos experimentos, resultando amostras de 24
filhotes machos provenientes de cada grupo (GC e GS), em um total de 48 animais. A prole
permaneceu no biotério recebendo agua e racdo ad libitum até os dois meses de idade. Aos 60 dias, a
prole foi dividida em quatro grupos de acordo com o tratamento: | — Prole Controle; (PC, n=12); Il —
Prole exposta cronicamente durante a fase Intrauterina a sons de 22 kHz (PI, n=12); 11l — Prole
submetida a exposicdo aguda a sons de 22 kHz durante a fase Adulta (PA, n=12); e IV — Prole
submetida a exposi¢do cronica durante a fase Intrauterina e a exposicdo aguda na fase Adulta (PIA,
n=12).

No dia da primeira sessdo de treino (aprendizagem) da tarefa comportamental, a prole aos dois
meses de idade, dos grupos PA e PIA, foi exposta, a sons de 22 kHz, durante uma hora dentro da
caixa de isolamento acustico. Os animais dos grupos PC e PI foram colocados dentro da caixa de

isolamento acustico, por igual periodo, sem receber a emisséo de sons (Figura 7B).
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Figura 7A — Grupos experimentais das fémeas e da prole. As fémeas dos grupos NGS e GS foram submetidas a exposi¢do crbnica ao som de 22 kHz e os ratos machos
da prole, foram expostos durante a fase adulta (grupo PA) e durante a fase intrauterina e adulta (grupo PIA). A exposicao intrauterina foi cronica e a exposi¢do na fase adulta
foi aguda.
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Figura 6B — Cronograma dos experimentos: apresentacdo do desenho experimental, indicando cada uma das etapas ao longo do estudo.
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2. EXPOSICAO A SONS DE 22 kHz

Sons artificiais de 22 kHz foram criados no software Matlab®, de forma a imitar a vocalizagéo
emitida pelos ratos, conforme descrito por outros autores (Wohr et al., 2005; Wohr e Schwarting,
2007; Takahashi et al., 2010) . Este som ¢é formado por uma sequencia de tons com duracéo de 250 e
500 ms com frequéncia igual a 22 kHz, com intervalos de 50 ms entre os tons (Figura 8). Cada
sequencia (tons+ intervalo) foi repetida 29 vezes seguida de um periodo de siléncio com 40s de
duracdo (tempo total =80s). Cada sequencia adicionada do periodo de siléncio foi repetida por uma
hora. Os sons foram criados a uma taxa de amostragem de 96.000 Hz e emitidos a 69 dB (aferido
utilizando um decibelimetro Polimed PM-1900).

Os sons foram emitidos por um alto-falante, tipo tweeter, retirado de um repelente eletrnico
Repemax REP1000®, capaz de emitir sons de até 80 kHz, colocados dentro de uma caixa de
isolamento acustico 58x42x46 (Figura 9). Cada tweeter foi acoplado ao computador por uma placa
de audio Asus® modelo Xonar D1. A saida dos sons foi verificada e aferida utilizando-se um

microfone da Binary Acoustic Technology modelo AR125.
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Figura 8 — Gréfico representando a vocalizagéo de 22k Hz emitida por ratos em situagdes aversivas (Wohr, 2010).
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amera de video

Auto-falante

Figura 9 — Foto do interior da caixa de isolamento acustico, contendo alto-falante e cAmera de video. Caixa de
isolamento acustico 58x42x46 (cm), marca Insight equipamentos. Alto-falante retirado do repelente RP1000 e camera
de video HDL, modelo HM21/2004.

3. ESTUDOS COMPORTAMENTAIS

O estado emocional dos animais foi avaliado utilizando-se 0 modelo comportamental do LTE
desenvolvido e validado por Graeff et al. (1993). De acordo com este modelo, os estados de
ansiedade e medo sdo mensurados de acordo com as respostas de esquiva inibitéria e fuga,

respectivamente. Os detalhes estdo descritos abaixo.

3.1  Equipamento - Labirinto em T-Elevado (LTE)

O labirinto em T elevado (Figura 10) possui trés bracos de iguais dimensdes (50 cm x 12 cm), sendo
um brago fechado e dois bragos abertos. O braco que constitui o tronco do T é fechado por paredes
de 40 cm de altura e estd perpendicular aos dois bragos abertos. Esses bracos possuem uma parede
de acrilico de 1 cm de altura para evitar a queda do animal. O aparato se encontra elevado a 50 cm
do chédo. No teto, na direcdo acima do equipamento, encontra-se uma camera (marca HDL, modelo
HM21/2004) que capta as imagens que sdo gravadas e posteriormente analisadas.
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3.2 Esquiva Inibitéria e Fuga

Os estados de ansiedade e medo foram avaliados no LTE e expressos pela laténcia, em segundos,
medidas conforme especificado abaixo, nas tarefas de esquiva inibitoria e fuga, respectivamente
(Zangrossi e Graeff, 1997; Zangrossi et al., 2001; De Paula et al., 2011).

3.3 Procedimentos

A tarefa comportamental foi realizada em quatro dias consecutivos, sempre no mesmo horério:

Dia 01: Os animais foram mantidos em uma caixa de acrilico colocada na sala de testes e

manuseados por 5 minutos pelo experimentador.

Dia 02: Pré-exposi¢do - os animais foram colocados individualmente na extremidade do brago
aberto por 30 min. Durante essa fase o LTE foi modificado, colocando-se placas de madeira na
intersecdo entre os bragos abertos e a plataforma central (linha imaginaria em vermelho indicada na

Figura 6), de modo a impedir a entrada do animal no bracgo fechado.

Dia 03: Treino (aprendizado): Os animais foram colocados individualmente em uma caixa de
acrilico por 60s, dentro da sala onde o treino foi executado. Em seguida o animal foi colocado na
extremidade do braco fechado por trés vezes consecutivas, com intervalo de 30s entre as tentativas
(Linha de base, Esquiva 1 e Esquiva 2). A cada tentativa foi registrado o tempo (laténcia em
segundos) que o animal leva para ultrapassar com as quatro patas a linha demarcatoria (intersecdo
entre o brago fechado e os bragos abertos, indicada em verde na Figura 10). Caso o animal néo
ultrapasse a linha demarcatoria apds 300s, ele € retirado do equipamento.

Apés a terceira tentativa (Esquiva 2) do treino nessa tarefa de esquiva inibitdria, os animais foram
submetidos ao treino em tarefas de Fuga. Esse treino também consistiu de 3 tentativas com
intervalos intertentativas de 30s, onde o animal é colocado por trés vezes consecutivas na
extremidade do braco aberto (Fuga 1, 2 e 3). A cada tentativa é registrado o tempo (laténcia em
segundos) que o animal leva para fugir do estimulo aversivo (brago aberto) ultrapassando com as
quatro patas a linha demarcatoria (intersegdo entre o brago fechado e os bragos abertos, indicado em
vermelho na Figura 10). Ap0s essa ultrapassagem ou ap6s 30s, 0 que ocorrer primeiro, o animal é

retirado do equipamento e recolocado na caixa de acrilico por 30s.
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Dia 04: Teste de Memoria: Apds 72 horas dos treinos, os animais foram submetidos a uma tentativa
na tarefa de Esquiva Inibitéria (Esquiva 3) e uma tentativa na tarefa de Fuga (Fuga 4). Esses testes

seguem o mesmo protocolo que os treinos.

Figura 10 — Fotos do Labirinto em T Elevado, em duas perspectivas; Marca vermelha: Limite do braco aberto;
Marca Verde: Limite do braco fechado.

4. ESTUDOS BIOQUIMICOS

4.1  Obtencao das amostras bioldgicas

No dia seguinte ao teste comportamental os animais de cada grupo foram mortos por decapitagéo.
Os enceéfalos foram rapidamente retirados das cavidades cranianas, pesados e dissecados, de acordo
com as coordenadas apresentadas por (Paxinos et al., 1985). Os encéfalos foram posicionados
ventralmente sobre um suporte de acrilico (Figura 11 — Painel A) construido para orientar na
obtencdo das regiGes cerebrais. Primeiramente foi retirado um corte coronal, com 1 mm de
espessura, da regido postero-anterior. A SCP foi coletada deste corte, em torno do aqueduto cerebral,
com auxilio de uma canula de 3 mm de diametro. Em seguida, o encéfalo foi colocado ventralmente
em papel milimetrado e o CPF foi removido por meio de um corte coronal feito a 2 mm na regido
antero-posterior. Posteriormente um corte sagital foi realizado para a separacdo dos dois hemisférios
e o talamo foi retirado em ambos, da superficie medial da regido diencefalica. O restante do encéfalo
foi colado na parte dorsal em papel milimetrado e fatiado em cortes coronais de 1 mm de diametro

para separacdo da amidala e hipocampo (Figura 11 — Painel B) . Todas as amostras foram pesadas
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em balanca analitica de preciséo, etiquetadas no momento da coleta e armazenada a -80° C até o dia

dos ensaios bioquimicos. .

Figura 11 — Painel A: Foto do suporte de acrilico utilizado para separacéo da substancia cinzenta periaquedutal.
Painel B: Fotos das fatias transversais de cérebro, com 1mm de espessura cada, indicando os locais de onde foram
removidos a amidala e hipocampo. Detalhes sobre as coordenadas dos cortes transversais estdo descritos no item

Material e Métodos.

4.2  Determinacdo das concentrac@es de serotonina (5-HT) e acido 5-hidroxi-indol-acético (5-
HIAA)

4.2.1 Processamento das amostras:

As amostras de tecido cerebral foram processadas de acordo com o método descrito por Vigil et al,
2010.As amostras de tecido cerebral (CPF; hipocampo; amidala; tdlamo;SCP) foram transferidas
para tubos, tipo ‘“Potter”, contendo 980uL de &cido perclérico 0,1M; 10uL de metabissulfito de
sodio (Na,S;03) 0,4mM e 10uL de EDTA 0,1mM, onde foram homogeneizadas por trés vezes,
mantendo-se o tubo submerso no gelo. Em seguida, a suspenséo foi centrifugada (10.000xg por 20
minutos a 4°C), o sobrenadante foi entdo separado e amostras de 200uL foram aplicadas no

cromatdgrafo (High Performance Liquid Chromatografy: HPLC), conforme descrito a seguir.

4.2.2 Dosagem de 5-HT e de 5-HIAA:

O sistema cromatografico utilizado no presente trabalho consistiu de uma coluna de fase reversa
C18 (Varian®) acoplada a uma pré-coluna C18 (RT 250-4E. Merck, Darmstadt E.R, Germany).
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Utilizou-se como fase mdvel uma solucéo tampéo de acido citrico 0,199M, acetato de sodio 0,243M,
EDTA 2,95x10™*M e metanol (91: 9, v/v) com pH ajustado em 4.0. A fase mével foi sempre filtrada
e degaseificada antes do uso. A fase mdvel eluiu a uma taxa de fluxo de 1.0mL/min e o volume de
amostra aplicado, conforme mencionado acima, foi de 200uL. Utilizou-se um detector eletroquimico
de AgQ/AgCl (Shimadzu Electrochemical Detector L-ECD-6A-Tokyo, Japan), e o potencial de
deteccdo da célula eletroquimica, mais seletivo para a 5-HT e 0 5-HIAA, foi de +850mV. A altura e
a area dos picos dos cromatogramas foram medidas, utilizando-se um integrador (Shimadzu C-R7A
plus). A Figura 11 mostra um cromatograma tipico indicando a separacdo da 5-HT e de seu
metabolito o 5-HIAA.

<
<
=
W

5-HT

Figura 12 — Perfil cromatografico de separacdo da 5-HT e do 5-HIAA. O tempo de retengdo para a 5-HT foi dentro

de 7 a 8 minutos e para o 5-HIAA entre 15 e 16 minutos.

4.2.3 Curvas padroes e calculo das concentracgdes de 5-HT ou 5-HIAA nas amostras:

As concentragdes de 5-HT e do 5-HIAA nas amostras foram calculadas de acordo com suas
respectivas curvas padrées. Os padrdes e substancias usadas para interpolar as curvas foram todos de
origem Sigma (St. Louis). Foram utilizados cinco padrdes para a obtencdo da curva padrdo, tanto
para 0 5-HT quanto para 0 5-HIAA, nas concentracdes de 4 pg/pL; 8 pg/uL; 12 pg/uL; 16 pg/uL; e
20 pg/pL.
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ApoOs obtencdo das areas abaixo de cada pico corresponde a cada substdncia em suas respectivas
concentragdes, obteve-se a equacgédo da reta, com suas respectivas constantes. Essa foi utilizada para
o calculo das concentracbes de 5-HT e 5HIAA nas amostras bioldgicas. Os resultados foram

expressos em ng/g de tecido.

A taxa de renovacdo da serotonina, [5-HIAA]/[5-HT], foi calculada de acordo com o descrito por
(Shannon et al., 1986).

5. ANALISE ESTATISTICA

Todos os dados foram primeiramente avaliados quanto ao tipo de distribuicédo, utilizando-se o teste

Kolmogorov-Smirnov.

Os dados dos testes comportamentais e neuroguimicos foram analisados usando-se o programa
estatistico Statistical Package for the Social Sciences (SPSS), versdo 17.0. Todos os valores foram
expressos como média + erro-padréo. Diferencas foram consideradas significativas ao nivel de 5 %
(p<0,05).

51 Analise dos resultados das fémeas:

O desempenho nas tarefas de esquiva inibitdria e fuga foram avaliados utilizando ANOVA fatorial
2x2xr, com medidas repetidas no ultimo elemento. Os fatores foram gestacdo, exposicao cronica aos

sons de 22 kHz e tentativas durante o treino. .

Os dados obtidos no teste da memdria dessas tarefas, assim como os dados neuroquimicos foram

analisados utilizando ANOVA fatorial 2x2, sendo os fatores gestacao e exposi¢ao aos sons.

5.2  Andlise dos resultados da prole

O desempenho nas tarefas de esquiva inibitoria e fuga foram avaliados utilizando ANOVA fatorial
2x2xr, com medidas repetidas no ultimo elemento. Os fatores foram exposi¢do cronica na fase

intrauterina e exposic¢do aguda na fase adulta aos sons de 22 kHz e tentativas durante o treino.
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A memoria nestas tarefas, assim como os dados neuroquimicos foram analisados utilizando
ANOVA fatorial 2x2, sendo os fatores, exposi¢do cronica na fase intrauterina e exposicdo aguda na

fase adulta aos sons de 22 kHz.
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RESULTADOS

1. TAREFA DE ESQUIVA INIBITORIA

1.1 Fémeas

Os dados do desempenho das fémeas na tarefa de esquiva inibitdria, expresso em
laténcia (tempo gasto pelo animal para sair com as quatro patas do braco fechado, em
segundos), estdo mostrados na Figura 12. O ANOVA fatorial 2x2x3, com medidas repetidas no
ultimo elemento (fatores: gestacdo, exposicdo ao som, sessdes de treino) mostrou efeito
significativo do estimulo sonoro de 22 kHz no desempenho das fémeas nesta tarefa
(F1,23=7,447; p=0,012). De acordo com o teste estatistico a exposigdo cronica a sons de 22
kHz, diminuiu de forma significativa a laténcia nas tentativas durante a tarefa de esquiva no
LTE. N&o houve efeito da gestagdo (F123=0,048; p=0,829) e ndo houve interacéo entre os

fatores gravidez e exposi¢do ao som (F(1,23)=0,339; p=0,566).
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Figura 13 — Desempenho de fémeas Wistar na tarefa de esquiva inibitéria no LTE. Média + Erro padréo.
NGC = N&o Gestantes Controle; NGS = Nao Gestantes expostas a Sons de 22 kHz; GC = Gestantes Controles;
GS = Gestantes expostas a Sons de 22 kHz. LB = linha de base (laténcia na primeira tentativa da tarefa de
esquiva); E1 = laténcia na segunda tentativa; E2 = laténcia na terceira tentativa. Houve efeito significativo do
estimulo no desempenho das fémeas (p=0,012). N&o houve efeito significativo da gestacéo ou interacéo entre 0s

fatores. Detalhes no texto.
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1.2 Prole

Os resultados do desempenho da prole na tarefa de esquiva inibitoria, expresso em laténcia(s)
estdo mostrados na Figura 13. ANOVA fatorial 2x2x3, com medidas repetidas no altimo
elemento (fatores: exposicao crénica intrauterina a sons de 22 kHz, exposi¢do aguda aos sons
de 22 kHz na fase adulta, tentativas na tarefa de esquiva inibitéria) ndo mostrou efeito da
exposicao cronica intrauterina ao som (F46=2,815, p=0,100), nem da exposicdo aguda na
fase aguda a os sons (F46=0,032, p=0,859), porém houve interagdo significativa entre os
fatores exposicdo crénica durante o periodo intrauterino e exposicdo aguda na fase adulta(
F(3.46=6,725, p=0,013).
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Figura 14 — Desempenho da prole na tarefa de esquiva inibitdria no LTE. Média * erro padréo. LB=Linha
de Base (laténcia na primeira tentativa da tarefa de esquiva inibitdria); E1=laténcia(s) na segunda tentativa;
E2=laténcia(s) na terceira tentativa. PC=Prole Controle; PI=Prole exposta cronicamente intradtero;
PIA=Prole exposta aos Sons de 22 kHz durante a fase intrauterina e durante a fase adulta. Houve interagéo
entre os fatores exposicao crénica intrauterina e exposicdo aguda na fase adulta (p=0,013). Nao houve efeito

significativo dos demais fatores sobre os parédmetros avaliados. Detalhes no texto.
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2. TAREFA DE FUGA

2.1 Fémeas

Os dados do desempenho das fémeas na tarefa de fuga estdo mostrados na Figura 14. N&o

houve efeito significativo da exposicdo ao som (F(123)=0,455, p=0,507), da gestacédo
(F(1,23)=1,676, p=0,208) e nem interacdo entre estes fatores (F(123)=0,425; p=0,521), apos

avaliacdo pelo ANOVA fatorial 2x2x3, com medidas repetidas no ultimo elemento (fatores:

gestacéo, exposicdo ao som; tentativas durante o treino ).

209

151

101

Laténcia (s)

F1 F2 F3
NGC

T T T
T i
..l.. T T T T T T T T
F1 F2 F3 F1 F2 F3 F1 F2 F3
NGS GC GS

Figura 15 — Desempenho das fémeas Wistar na Tarefa de Fuga no LTE.NGC=N&o Gestantes Controle;

NGS=N&o Gestantes expostas a Sons de 22 kHz; GC=Gestantes Controles; GS=Gestantes expostas a Sons de

22 kHz. F1=laténcia na primeira tentativa da tarefa de fuga; F2=laténcia na segunda tentativa; F3=laténcia na

terceira tentativa. Nao houve efeito significativo de nenhum fator sobre os parédmetros avaliados. Detalhes no

texto.
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2.2 Prole

Os dados do desempenho da prole na tarefa de fuga estéo ilustrados na Figura 15. ANOVA
fatorial 2x2x3, com medidas repetidas no ultimo elemento (fatores: exposicdo cronica
intrauterina, exposicdo aguda na fase adulta, tentativas durante o treino) ndo mostrou efeito da
exposicdo crénica ao som no periodo intrauterino (F46=1,824, p=0,183), nem da exposicéo
aguda na fase adulta(F46=2,950, p=0,093). Tambem n&o houve interagdo entre os fatores
(F(3.46)=0,460, p=0,501).
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Figura 16 — Desempenho da prole na tarefa de fuga no LTE. Média + erro padrao.PC=Prole Controle;
PI=Prole Exposta Cronicamente intra-Utero; PA=Prole submetida a exposicdo aguda na fase Adulta;
PIA=Prole exposta a Sons de 22k Hz durante a fase intrauterina e na fase adulta. F1= laténcia na primeira
tentativa da tarefa de fuga; F2= laténcia na segunda tentativa ; F3= laténcia na terceira tentativa . Ndo houve
efeito significativo dos fatores gestacdo e exposi¢fes aos sons de 22 kHz sobre os parémetros avaliados.

Detalhes no texto.
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3. MEMORIA DAS TAREFAS DE ESQUIVA INIBITORIA E FUGA

3.1 Fémeas

A memoria das fémeas da tarefa de esquiva inibitdria, determinada pela relagcdo entre o
desempenho na tentativa na tarefa de esquiva 72 horas ap6s o treino e a Ultima tentativa na
tarefa de esquiva no treino (Esquiva3/Esquiva2) esta apresentada na Figura 16, painel A.
ANOVA fatorial 2x2 (fatores gestacdo e exposi¢cdo cronica ao som) ndo mostrou efeito
significativo da exposicdo ao som (F322=0,616, p=0,441) e nem efeito da gestacéo
(F@322=0,071, p=0,792) na memoria da tarefa de esquiva inibitoria. Ndo houve interagéo entre

os fatores exposi¢do ao som e gestacéo (F22=1,205, p=0,284).

A memoria da tarefa de fuga, determinada pela relacdo entre 0 desempenho na tentativa de
fuga 72 horas ap0s o treino (Fuga 4) e o desempenho na tentativa na tarefa de fuga no ultimo
dia do treino (Fuga 3) estd mostrada na Figura 16, painel B. ANOVA fatorial 2x2 (fatores
gestacdo e exposicdo ao som) mostrou uma tendéncia de efeito da exposicdo ao
som(F22=3,449, p=0,077), com melhora no desempenho dos animais submetidos a
exposicdo cronica . Ndo houve efeito da gestagdo na memoria desta tarefa (F(22=2,493,
p=0,129) e ndo houve interacdo entre os fatores exposi¢do ao som e gestacdo (F22=0,003, p
=0,954).
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Figura 17 — Desempenho das fémeas no teste de memdria expressos como indice de memdria conforme
indicado nos eixos das ordenadas (média erro padrdo). Painel A: Na tarefa de esquiva inibitéria. Painel B: Na
tarefa de fuga. NGC=N&o Gestantes Controle; NGS=N&o Gestantes expostas a Sons de 22 kHz; GC=Gestantes
Controles; GS=Gestantes expostas a Sons de 22 kHz. Houve uma tendéncia de efeito da exposi¢cdo ao som na
memoria da tarefa de fuga (p=0,077) e ndo houve efeito sobre dos demais fatores sobre os demais parédmetros
avaliados. Detalhes no texto.

3.2 Prole

Os desempenhos nos testes de memaria da prole das tarefas de esquiva inibitoria e fuga estdo
mostrados Figura 17, painéis A e B, respectivamente. ANOVA fatorial 2x2 ndo mostrou
efeito significativo da exposicdo cronica durante a fase intrauterina nas memdrias das tarefas
de esquiva inibitoria (F46=0,04, p=0,951) e fuga (F346=2,010, p=0,163), nem efeito da
exposicao aguda na fase adulta nestas tarefas (F(46=0,536, p=0,468; F(346=1,914, p=0,173,
respectivamente). Também néo houve interagdes entre os fatores nas memorias das tarefas de
esquiva inibitoria (F(46=1,592, p=0,213) e de fuga (F46=1,117, p=0,296).
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Figura 18 — Desempenho da prole no teste de memdria expressos como indice de memdria conforme indicado
nos eixos das ordenadas (média erro padrao). Painel A: Na tarefa de esquiva inibitéria. Painel B: Na tarefa de
fuga. PC=Prole Controle; PlI= Prole exposta cronicamente ao som, durante a fase Intrauterina; PA=Prole
submetida a exposicédo aguda ao som na fase Adulta; PIA=Prole submetida a exposic¢ao cronica intrauterina e
exposicdo aguda na fase adulta. N&o houve efeito significativo dos fatores em nenhum dos parémetros
avaliados. Detalhes no texto.

42



4. CONCENTRACOES DE 5-HT

4.1 Fémeas

As concentracOes de serotonina no hipocampo, talamo, amidala, SCP e CPF, expressas em
ng/g de tecido estdo apresentadas na Figura 18. ANOVA 2x2 (fatores gestacdo e exposicao
crénica a sons de 22 kHz) ndo mostrou efeito significativo da exposicdo a sons de 22 kHz e
nem da gestacdo sobre as concentragOes de serotonina nas estruturas avaliadas. Houve efeito
de interacdo entre os fatores na concentracdo de serotonina na amidala (Fs,10=5,807,
p=0,037) (Dados detalhados na Tabela 1) .
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Figura 19 — Concentracdes de 5-HT no Hipocampo, Talamo, Amidala, Substéncia Cinzenta Periaquedutal
(SCP) e Cortex Pré-Frontal (CPF) em fémeas da linhagem Wistar. Média + erro padrdo. NGC=N&o
Gestantes Controle; NGS=Nao Gestantes expostas a Sons de 22 kHz; GC=Gestantes Controles; GS=Gestantes
expostas a Sons de 22 kHz. Houve interac&o significativa entre os fatores sobre a [5-HT] na amidala (p=0,037).

N&o houve efeito significativo dos fatores sobre os demais parametros avaliados (Detalhes na Tabela 1).
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Variavel dependente F Sig.
[5-HT]
Gestacao Hipocampo F(.11=0,433 0,524
Talamo Fig=1,462 0,261
Amidala Fi.10=2,309 0,160
SCP F(3.9=0,669 0,435
CPF F(.10=0,887 0,369
Exposicdo cronica a sons de 22 Hipocampo Fi11)=3,140 0,104
kHz Talamo F:6=0,002 0,966
Amidala F(.10=0,209 0,658
SCP Fi.9=4,481 0,063
CPF F.10=4,601 0,058
Interacdo entre os fatores Hipocampo F(311)=3,698 0,081
Talamo F(3yg):0,868 0,379
Amidala F(3V10)25,807 0,037
SCP F.9=0,332 0,578
CPF F(.10=0,175 0,685

Tabela 1 — Valores de F e p obtidos a partir da ANOVA fatorial 2x2 (Fatores: gestacao e exposi¢do a sons

de 22 kHz) sobre as concentragbes de serotonina. CPF=cortex pré-frontal; SCP=substéncia cinzenta

periaquedutal.

4.2 Prole

As concentracdes de serotonina em regides cerebrais da prole estdo mostradas na Figura 19.

ANOVA fatorial 2x2 (fatores exposicdo cronica na fase intrauterina e exposi¢do aguda na

idade adulta) ndo mostrou efeito significativo da exposi¢do cronica intrauterina e nem da

exposicdo aguda na idade adulta sobre as concentracGes de serotonina nas estruturas

avaliadas. Também ndo foi observado interacdo entre os fatores. Detalhes na Tabela 2.
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significativo dos fatores sobre os par@metros avaliados. Detalhes na Tabela 2.

Figura 20 — Média + erro padréo das concentragdes de Serotonina no Hipocampo, Talamo, Cortex Pré-
Frontal (CPF), Amidala e Substancia Cinzenta Periaquedutal (SCP) da prole. PC=Prole Controle;
PI=Prole exposta cronicamente a sons 22 kHz durante a fase Intrauterina; PA=Prole exposta a 22 kHz agudo

na fase adulta; PIA=Prole exposta a Sons de 22 kHz durante as fases Intrauterina e Adulta. Nao houve efeito

Variavel dependente F Sig.
[5-HT]

Exposicao cronica intrauterina Hipocampo F(3.40=0,001 0,975
Talamo F.44=3,506 0,068

Amidala F.43=1,695 0,200

SCP F(3'4o):0,779 0,383

CPF F(3'42):2,357 0,132

Exposicdo aguda na idade adulta Hipocampo F(3.40=0,681 0,414
Talamo F(3'44):3,533 0,067

Amidala F(3'43):2,642 0,111

SCP F(3.40=0,780 0,382

CPF F(3'42):0,731 0,397

Interacdo entre os fatores Hipocampo F(3.40=0,054 0,817
Talamo F(3'44):0,092 0,764

Amidala F.43=0,824 0,369

SCP F(3'4o):0,559 0,459

CPF F(3'42):0,058 0,811

regides cerebrais. CPF=coértex pré-frontal; SCP=substéncia cinzenta periaquedutal.

Tabela 2 — Valores de F e p obtidos a partir da ANOVA fatorial 2x2 (Fatores: exposi¢cdo cronica

intrauterina e exposi¢do aguda na idade adulta a sons de 22 kHz) sobre as concentragdes de 5-HT em
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5. CONCENTRACOES DE 5-HIAA

51 Fémeas

As concentragdes de 5-HIAA no hipocampo, tadlamo, amidala, SCP e CPF estdo representadas
na Figura 20. ANOVA fatorial 2x2 (Fatores: exposicdo a sons de 22 kHz e gestacdo) nédo
mostrou efeito significativo da exposicdo ao som ou da gestacdo nas concentracBes de 5-

HIAA no hipocampo, talamo, amidala, SCP e CPF, nem interagdo entre os fatores. Detalhes

na Tabela 3.
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Figura 21 — Média + erro padrdo das concentracdes de Acido 5-hidroxi-indolacético (5-HIAA) no
hipocampo, talamo, amidala, substancia cinzenta periaquedutal (SCP) e cortex pré-frontal (CPF) de
fémeas Wistar. NGC = Nao Gestantes Controle; NGS = N&o Gestantes expostas a Sons de 22 kHz; GC =
Gestantes Controles; GS = Gestantes expostas a Sons de 22 kHz. Nao houve efeito significativo dos fatores em

nenhum dos parémetros avaliados. Detalhes na Tabela 3.

46



Variavel dependente F Sig.
[5-HIAA]
Gestacao Hipocampo F11=0,028 0,869
Talamo F(:.6=0,550 0,480
Amidala F,10=0,003 0,954
SCP F@10=1,110 0,320
CPF F3.10=0,225 0,645
Exposicdo a sons de 22 kHz Hipocampo Fi1n=2,102 0,175
Talamo Fi=0,112 0,746
Amidala F.10=0,231 0,641
SCP F(3.10=0,003 0,955
CPF F(3.10=0,847 0,379
Interacdo entre os fatores Hipocampo Fi1=1,398 0,262
Téalamo F3.8=0,122 0,735
Amidala F.10=1,760 0,214
SCP F(3.10=0,355 0,566
CPF F3.10=1,389 0,266

Tabela 3 — Valores de F e p obtidos a partir da ANOVA fatorial 2x2 (Fatores: gestacao e exposicdo a sons
de 22 kHz) sobre as concentragdes de 5-HIAA em regibes cerebrais. CPF= cértex pré-frontal; SCP =

substancia cinzenta periaquedutal.

5.2 Prole

As concentragdes do &cido 5-hidroxi-indolacético em regiGes cerebrais da prole estdo
mostradas na Figura 21. ANOVA fatorial 2x2 (fatores: exposi¢do cronica intrauterina e
exposicdo aguda na idade adulta a sons de 22 kHz) mostrou efeito significativo da exposi¢édo
cronica intrauterina (Fz40=7,165, p= 0,011) e da exposi¢do aguda na idade adulta
(F3.40=5,249, p=0,027), evidenciando-se um aumento na concentracdo de 5-HIAA do
hipocampo. N&o houve efeito significativo destes fatores sobre a concentragdo de 5-HIAA das
demais estruturas. Houve interacdo entre os fatores na concentracdo de 5-HIAA do
hipocampo (F340)=8,045, p=0,007) e da amidala (F(43=10,753, p= 0,002). N&o houve
interacdo entre os dois fatores sobre as concentragbes de 5-HIAA nas demais estruturas
avaliadas. Detalhes na Tabela 4.
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Figura 22 - Média + erro padrdo das concentragdes do Acido 5-Hidroxi-indolacético no Hipocampo,
Talamo, Cértex Pré-Frontal (CPF), Amidala e Substancia Cinzenta Periaquedutal (SCP) da prole de ratos
Wistar.PC=Prole Controle; PI=Prole exposta cronicamente durante a fase Intrauterina; PA=Prole exposta na
idade Adulta a sons de 22 kHz; PIA=Prole exposta durante as fases Intrauterina e Adulta a sons de 22 kHz.
Houve efeito significativo da exposi¢do crénica intradtero (p= 0,011) e da exposi¢cdo aguda na idade adulta
sobre a concentracéo de 5-HIAA no hipocampo (p=0,027). Houve interacao entre os efeitos dos fatores sobre as
concentracOes de 5-HIAA no hipocampo (p=0,007) e na amidala (p= 0,002). Nao houve efeito significativo dos

fatores sobre os demais parametros avaliados. Detalhes na Tabela 4.

Variavel dependente F Sig.
[5-HIAA]
Exposigdo cronica durante a fase Hipocampo F3.40=7,165 0,011
intrauterina Télamo F(3.44=1,867 0,179
Amidala F(3y43)=1,491 0,229
SCP F(3.40=1,369 0,249
CPF F3.42=2,489 0,122
Exposigdo aguda na fase adulta Hipocampo F(3.40=5,249 0,027
Télamo F(3.44=1,993 0,165
Amidala F(3y43)=1,958 0,169
SCP F(3.40=0,003 0,955
CPF F(3.42=0,088 0,768
Interag&o entre os fatores Hipocampo F(3.40=8,045 0,007
Télamo F(3.44=0,236 0,629
Amidala F(3.42=10,753 0,002
SCP F(3.40=0,033 0,856
CPF F(3.42=0,512 0,478

Tabela 4 — Valores de F e p obtidos a partir da ANOVA fatorial 2x2 (Fatores: gestacao e exposi¢do cronica
ou aguda a sons de 22 kHz nos fases intrauterina e adulta, respectivamente) sobre as concentragdes de 5-

HIAA em regides cerebrais da prole. CPF= cortex pré-frontal; SCP = substancia cinzenta periaquedutal.
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6. TAXA DE RENOVACAO DE SEROTONINA
6.1 Fémeas

As taxas de renovacdo da serotonina, calculada pela relacdo entre as concentracdes de 5-
HIAA e 5-HT, estdo representadas na Figura 22. ANOVA fatorial 2x2 (fatores: exposicao
crbnica aos sons de 22 kHz e gestacdo) ndo mostrou efeito significativo da gestacdo sobre a
taxa de renovagéo da serotonina. A exposicao a sons de 22 kHz teve efeito significativo sobre
a taxa de renovacéo de serotonina, reducéo, no hipocampo (F11)=8,545, p=0,014) e no CPF
(F@,10=6,321, p=0,031). Néao houve efeito significativo da exposi¢éo a sons de 22 kHz nas
taxas de 5-HT nas demais estruturas e nem houve interacdo entre os fatores (Detalhes na
Tabela 5).
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Figura 23 — Taxa de renovacdo da serotonina no hipocampo, talamo, amidala, Substancia Cinzenta
Periaquedutal (SCP) e Cértex Pré-Frontal (CPF) de fémeas Wistar. Média + erro padrdo. NGC=Nao
Gestantes Controle; NGS=N&o Gestantes expostas a Sons de 22 kHz; GC=Gestantes Controles; GS=Gestantes
expostas a Sons de 22 kHz. Houve efeito significativo da exposi¢do aos sons na taxa de renovacao de serotonina
no hipocampo (p=0,014) e no CPF (p=0,031). Ndo houve efeito significativo sobre a taxa de renovac¢éo nas
outras regides avaliadas. Detalhes na Tabela 5.
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Variavel dependente F
Taxa de Renovacgdo da serotonina
Efeito da Gestacdo Hipocampo Fi1=2,019 0,183
Télamo F3.12=2,990 0,122
Amidala F(3.10=2,460 0,148
SCP F(39=0,382 0,552
CPF F3.10=2,629 0,136
Efeito da Exposi¢do cronica a Hipocampo F.11=8,545 0,014
sons de 22 kHz Télamo F(312=0,02 0,967
Amidala F3.10=2,443 0,149
SCP Fi9=1,791 0,214
CPF F10=6,321 0,031
Interacdo entre os fatores Hipocampo Fi1n=1,516 0,244
Gestagdo e Exposicdo a sons de  Talamo F,12=0,552 0,479
22 kHz Amidala F(3.10=0,401 0,541
SCP F.9=2,507 0,148
CPF F(3'10):0,049 0,829

Tabela 5 — Valores de F e p obtidos a partir da ANOVA fatorial 2x2 (Fatores: gestacdo e exposi¢do a sons
de 22 kHz) sobre a taxa de renovacdo da serotonina. CPF= cortex pré-frontal; SCP = substancia cinzenta

periaquedutal.

6.2 Prole

As taxas de renovacao da serotonina nas estruturas avaliadas estdo representadas na Figura
23. ANOVA fatorial 2x2 (fatores: exposi¢cdo cronica durante a fase intrauterina e exposicao
aguda na fase adulta ao som de 22 kHz) mostrou efeito significativo da exposicdo cronica
intrauterina sobre a taxa de renovagdo da serotonina do cortex pre-frontal (F(s42= 11,279, p=
0,002), onde verifica-se aumento desta concentracdo. Houve efeito significativo da exposicédo
aguda na fase adulta a sons de 22 kHz na taxa de renovacdo da serotonina da amidala
(F(3,43)=6,409, p=0,015). N&o houve efeito significativo dos fatores sobre a taxa de renovacédo
da serotonina nas demais estruturas avaliadas. Ndo houve interacdo significativa entre os

fatores. Detalhes na Tabela 6.
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Figura 24 — Média + erro padréo das Taxas de Renovagdo da Serotonina no Hipocampo, Talamo, Cortex
Pré-Frontal (CPF), Amidala e Substancia Cinzenta Periaquedutal (SCP) da prole de ratos Wistar.
PC=Prole Controle; PI=Prole submetida & exposi¢do crbnica na fase intrauterina; PA=Prole submetida a
exposi¢do aguda na fase adulta; PIA=Prole exposta a Sons de 22 kHz durante as fases intrauterina e adulta.
Houve efeito significativo da exposi¢do intrauterina na taxa de renovacdo da serotonina no cortex pré-frontal
(p=0,002) e efeito da exposicdo aguda na fase adulta na taxa de renovacdo da serotonina na amidala
(p=0,015). Nao houve efeito significativo ou interacéo entre os fatores na taxa de renovagédo da serotonina nas
demais estruturas. Detalhes na Tabela 6.

Variavel dependente F Sig.
Taxa de renovacéo da
serotonina
Exposigéo cronica durante a fase  Hipocampo F(3.40=0,092 0,764
intrauterina Talamo F.42=2,364 0,131
Amidala F(3'43)=1,601 0,213
SCP F(3.40=0,252 0,619
CPF F42=11,279 0,002
Exposicdo aguda na fase adulta ~ Hipocampo F(3.40=0,834 0,367
Talamo F(.42=2,359 0,132
Amidala F(3v43)=6,409 0,015
SCP F(.40=0,014 0,906
CPF F(3.42=0,733 0,397
Interag&o entre os fatores Hipocampo F(3.40=0,331 0,568
Talamo F(3.44=0,196 0,660
Amidala F(3'43)=3,078 0,086
SCP F.40=1,273 0,266
CPF F(3.42=0,035 0,853

Tabela 6 - Valores de F e p obtidos a partir da ANOVA fatorial 2x2 (Fatores: gestacdo e exposi¢ao a sons
de 22 kHz) sobre a concentracdo de 5-HIAA. CPF = cortex pré-frontal; SCP = substancia cinzenta

periaquedutal.
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DISCUSSAO

Os dados do presente estudo mostram pela primeira vez que a resposta de esquiva inibitéria de
ratas Wistar é afetada, sem efeito sobre a resposta de fuga, pela exposicédo crdnica ao som de
22 kHz. Além disto, observamos que a exposi¢do cronica intrauterina pode também interferir
com a resposta de esquiva inibitdria, mas ndo com a resposta de fuga, da prole na fase adulta,
confrontada com a exposi¢do aguda ao som de 22 kHz. Ou seja, a experiéncia prévia a
exposicao intrauterina ao som de 22 kHz interfere com a resposta comportamental em fases
posteriores do desenvolvimento. Existem evidéncias obtidas por outros autores (Beckett et al.,
1996) de que a frequéncia de 22 kHz induz comportamento defensivo em ratos. Entretanto, o
método comportamental utilizado por esses autores ndo discriminou os dois tipos de respostas
defensivas, esquiva inibitdria e fuga. Essas duas reacdes foram avaliadas no presente estudo,
utilizando o paradigma do LTE, que permite discriminar essas duas respostas em um mesmo

equipamento (Graeff et al, 1993).

Até 0 momento, a maioria dos dados de estudos envolvendo sons de 22 kHz foi obtida a partir
de gravacGes da vocalizacdo de animais ap6s exposicdo a algum tipo de tratamento, tais como
exposicdo a predador (Blanchard et al., 1991; Litvin et al., 2007) e choque nas patas
(Portavella et al., 1993; Parsana, Moran et al., 2012). Outros estudos tiveram como objetivo
avaliar a atividade de sistemas como o serotoninérgico (Sanchez, 1993) ou colinérgico
(Brudzynski et al., 2011), atividade de determinadas regides cerebrais no momento em que 0s
animais vocalizam ou a atividade de farmacos sobre a vocalizacdo (Bardin et al., 2010; Sun et
al., 2010; Prus et al., 2014). Porém, existem poucos trabalhos sobre os efeitos da exposicédo
dos animais a sons de 22 kHz. Alguns autores gravaram a vocalizagdo de 22 kHz emitida pelos
ratos e mostraram que a exposicdo a esses sons induziram comportamento de freezing
(Parsana, Moran et al., 2012), transmissdao social do medo (Kim et al., 2010) e inibiram o

comportamento de aproximacédo (Wohr e Schwarting, 2007).

A maioria dos trabalhos citados anteriormente foi desenvolvida utilizando equipamentos para
fazer a gravacgdo e a emissdo de vocalizagdes ultrassonicas de roedores que, além de onerosos,
ndo tém equivalentes no Brasil. Dessa forma, estabelecemos e validamos no LaNeC, em
parceria com um grupo da Escola de Engenharia da UFMG, um equipamento de baixo custo

capaz de criar, gravar e emitir os ultrassons, conforme detalhado na se¢do de “M¢étodos”.
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Conforme mencionado acima, os dados obtidos no presente estudo mostraram pela primeira
vez que o estado emocional de ratas Wistar fémeas é afetado pela exposi¢do crbnica a sons de
22 kHz, e no caso da exposicdo ocorrer no periodo da gravidez, essa também interfere no
comportamento emocional da prole, na idade adulta. As fémeas — gravidas ou ndo - que foram
previamente expostas a esse estimulo apresentaram um comportamento menos ansioso, quando
colocadas frente a um segundo estimulo aversivo — modelo de ansiedade no labirinto em T
elevado. Esse dado indica que a experiéncia prévia frente ao estimulo de 22 kHz interferiu na
resposta das fémeas frente a uma exposicao posterior a um ambiente aversivo, sugerindo a
ocorréncia de um tipo de adaptacdo. Essa sugestdo de uma possivel adaptacdo em caso de
experiéncia prévia, esta de acordo com Yim et al (2012). Por outro lado, a prole submetida a
esse estimulo durante a fase intrauterina, ndo apresentou alteracdo no estado de ansiedade
frente a tarefa no LTE. No entanto, observou-se que a exposicdo prévia durante a fase
intrauterina interfere com a resposta quando esses animais — prole - sofreram uma segunda
exposicdo aguda durante a fase adulta. Ou seja, existe uma interacdo entre a exposic¢ao cronica
durante a fase intrauterina e a exposi¢do aguda a sons de 22 kHz, na idade adulta. A associacao
entre esses dois estimulos (cronico e agudo) causa uma reducdo no estado de ansiedade. De
forma similar ao observado para as fémeas, a experiéncia prévia parece minimizar a resposta
de esquiva frente a exposicOes subsequientes. Vale destacar que nesse contexto o estimulo
prévio foi crénico o que remete a uma possivel habituacdo. Ou seja, uma hipoOtese a ser
considerada para explicar o efeito ansiolitico é que as fémeas e a prole podem ter aprendido,
como resultado da exposicdo repetitiva, que o som de 22 kHz ndo € um sinal de ameaca. Isto
poderia explicar a observacdo que, ao longo do tempo a resposta de esquiva inibitdria foi
menor comparada com o0s ratos controles. Essa hip6tese é corroborada por outros autores que
mostraram que exposicdes repetitivas a sons podem induzir habituacdo (Grissom e Bhatnagar,
2009; Masini et al., 2012).

Entretanto, enquanto alguns estudos mostraram que a exposi¢do croénica a ruido branco reduz o
estado de ansiedade em ratas gravidas (Nishio et al., 2001), outros mostram que a exposi¢do
cronica a ruido branco aumenta comportamentos indicativos de maior ansiedade como sniffing,
grooming e crawling em ratos machos (Weyers et al., 1994). Esses resultados aparentemente
contraditorios enfatizam a importancia de considerar efeitos hormonais na modula¢do e na
regulacdo do estado emocional (Chikahisa et al., 2007). Alem disso, caracteristicas do som,
como intensidade, frequéncia e duragdo e o modelo animal utilizado também irdo influenciar o
estado de ansiedade observado. Por exemplo, a exposi¢do a ultrassons (20-45 kHz) induz

53



sinais depressivos observados em ratos submetidos ao teste de nado forcado (Morozova et al.,
2013), enquanto a exposicdo a ruido branco tem efeitos ansiogénicos (File, 1994; Rex et al.,
2005; Nagqvi et al., 2012; Escribano et al., 2013). Alem disso, alguns autores ndo encontraram
efeitos da exposicao cronica a ruido branco no estado de ansiedade (Nishio et al., 2006; Uygur
e Arslan, 2011) ou encontraram diminuicdo desse estado (Nishio et al., 2001; Uran et al.,
2010). Isto também sinaliza sobre uma possivel flexibilidade da resposta emocional que
depende de varios fatores. Isto nos remete ao fato de que ndo apenas estimulos aversivos de
alta intensidade, como acontecem em eventos traumaticos, sdo codificados e recuperados por
estimulos similares no futuro, mas também estimulos ndo traumaticos. O entendimento das
bases neurobioldgicas desses sistemas de codificacdo e recuperacdo de informacgdes com
conteddo emocional pode ser relevante ndo apenas para o entendimento do mecanismo
fisioldgico dessas interacBes entre efeitos de estimulos aversivos ambientais, mas também

contribuir para o esclarecimento de disfun¢des, como acontece na ansiedade pds-traumatica.

A interacdo significativa entre a exposicdo cronica intrauterina e a exposicao aguda ao som de
22 kHz na fase adulta, encontrada no presente estudo poderia ser explicada com base nas
teorias da plasticidade neuronal e programming (O'donnell et al., 2013; Sasaki et al., 2013;
Sominsky et al., 2013; Cottrell et al., 2014). Se estes ajustes acontecem em virtude de
estimulos recebidos em fases precoces do desenvolvimento, poderiamos considerar a
possibilidade dessas alteracdes interferirem na resposta a estimulos recebidos em fases
posteriores da vida. Sabe-se que a exposic¢do crénica a um estressor pode reduzir a habilidade
de adaptacédo e/ou aumentar a susceptibilidade a um estressor subsequente (Wallenius, 2004).
No entanto, os resultados obtidos no presente estudo indicam o oposto, ou seja, parece ter
ocorrido uma adaptacdo e ndo um aumento na susceptibilidade. Uma possivel explicacao
poderia ser que o estimulo de 22 kHz apesar de aversivo, quando aplicado cronicamente nao
funcionou como um estressor. Essa hipdtese podera ser testada em estudo futuro dosando-se 0s
niveis sanguineos de corticosterona. De qualquer forma, pode-se concluir que as
consequéncias no SNC e no comportamento da exposi¢do ao som de 22 kHz em individuos
pré-expostos a esse estimulo em fases precoces do desenvolvimento sdo diferentes quando
comparadas aos efeitos em individuos que ndo foram previamente expostos. Podem-se levantar
algumas hipdteses para explicar o(s) mecanismo(s) responsavel(is) pela alteracdo na rede
neural e no comportamento da prole exposta ao estimulo de 22 kHz nas duas diferentes fases
do desenvolvimento: (i) um efeito direto da primeira exposi¢do na prole, supondo que os fetos
poderiam “ouvir” ou “perceber” o som do ambiente, induzindo uma alteracdo na rede neural e
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provocando uma resposta a esse mesmo som de forma diferente, comparado a individuos ndo
previamente expostos, em fases posteriores da vida ou (ii) um efeito indireto da primeira
exposicdo na prole, por meio de um efeito priméario na neurobiologia da mée, o que por sua
vez, levaria a modificacfes na neurobiologia e comportamento da prole ou (iii) os dois
mecanismos anteriores acontecendo simultaneamente. Nesse sentido, a resposta distinta em
uma exposicao posterior poderia acontecer porque a rede neural — durante experiéncias prévias
diretas ou indiretas - se tornou diferente em termos do funcionamento de componentes que

estdo envolvidos nesse tipo de resposta.

Com relacdo a primeira hipotese, alguns autores afirmam que fetos de ovelhas e seres humanos
sdo capazes de ouvir os sons do ambiente (Abrams et al., 1998; Antonelli et al., 2002), porém
ratos podem ouvir sons apenas cerca de 14 dias ap6s o nascimento (Geal-Dor et al., 1993;
Saliu, 2011). Por outro lado, evidencias obtidas em diferentes espécies indicam que,
dependendo da intensidade e frequéncia, o0 som emitido pode atravessar as barreiras teciduais

da mae, atingindo o feto (Barnett et al., 1997).

Com relagdo a segunda hipdtese colocada acima, “um efeito indireto do som no feto, através
da mae”, alguns dados da literatura a corroboram como apresentado a seguir. A exposicio a
estimulos sonoros aversivos podem levar ao estresse crénico por ativagdo do eixo hipotalamo-
hipdfise-adrenal (HPA) da gestante, produzindo um aumento nos niveis de glicocorticoides na
mée e, esses passam para o feto (Fowden et al., 2006; Weinstock, 2008). Sabe-se que a
exposicdo a ruido branco eleva os niveis de corticosteroides e alteram o sistema
serotoninérgico no hipocampo (Hu et al., 2014), sugerindo que 0s mesmos estdo envolvidos
em processos de codificacdo de informacdes (Lanfumey et al., 2008). Portanto, também seria
viavel considerar que efeitos na mae, da exposi¢do cronica a sons de 22 kHz, podem alterar a

neurobiologia e 0 comportamento da prole.

Apesar de alguns autores mostrarem que sons de 22 kHz induzem comportamento defensivo
no rato (Beckett et al., 1996), ndo encontramos efeito da exposi¢cdo cronica a este som no
comportamento de fuga das fémeas ou da prole. O resultado do presente estudo com relacdo a
presenca de efeito sobre o comportamento de esquiva inibitoria e auséncia de efeito sobre a
fuga, sugere que os mecanismos neurobioldgicos relacionados aos estados de ansiedade e
medo sd@o distintos, ou pelo menos parcialmente distintos. De acordo com alguns autores,
alteracdes no eixo HPA néo alteram a resposta de fuga (Graeff, 2011), tendo influéncia apenas
no comportamento de ansiedade. Alguns estudos sugerem que a condigdo materna, por si so,
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pode reduzir o valor negativo de estimulos ameacadores, sendo que a gestacdo e a lactacdo
diminuem a resposta do eixo HPA ao estresse e aumentam a exploragédo em teste de campo
aberto, sugerindo que a condi¢do materna permite que as fémeas apresentem melhor condicdes

fisioldgicas para assumir riscos para cuidar de seus filhotes (Agrati et al., 2008).

Apesar de alguns autores mostrarem que inibidores da recaptacdo de serotonina diminuem o
namero de vocalizagBes ultrassnicas de 22 kHz (Sanchez et al., 2003), ndo existem até o
momento trabalhos onde foram avaliados os efeitos da exposi¢ao a esses sons sobre o sistema
serotoninérgico. O sistema serotoninérgico tem um importante papel na modulagéo do estado
de ansiedade (Zangrossi e Graeff, 2014). O presente estudo mostra que a exposicao cronica
(durante a gestacdo) a sons de 22 kHz: i) ndo modifica os niveis de 5-HT nas estruturas
encefélicas avaliadas, nem das fémeas nem da prole; ii) diminui as concentracdes de 5-HIAA
no hipocampo da prole e induz um aumento por efeito de interagdo com o som agudo e iii)
diminui a taxa de renovacao de serotonina no hipocampo e CPF das fémeas e, aumenta a taxa
no CPF da prole. Ndo sabemos explicar as causas desse efeito oposto da exposi¢do crénica aos
sons de 22 kHz sobre a atividade serotonérgica no CPF da fémea e da prole. De forma similar
a exposicao crbnica, a exposicdo aguda (prole na fase adulta): i) ndo modifica os niveis de 5-
HT nas estruturas enceféalicas avaliadas; ii) diminui as concentracbes de 5-HIAA no
hipocampo e, além disto, (iii) aumenta a taxa de renova¢do de 5-HT da amidala. Em resumo,
esses achados sugerem que a exposicao cronica a sons de 22 kHz induz a uma diminui¢do da
atividade serotonérgica no hipocampo (fémea e prole) e no CPF (fémea) e um aumento no CPF
da prole. Por outro lado, a exposi¢cdo aguda na idade adulta, aumenta a taxa de renovacgdo na
amidala. Esses dados sugerem também o envolvimento de estruturas do sistema limbico como
componentes neurobiolégicos no processamento — aprendizado emocional - dessas

informagdes.

Os resultados relativos & auséncia de efeito dos estimulos sonoros, utilizados no presente
estudo, sobre os niveis de 5-HT estdo de acordo com outros autores, que utilizando ruido
branco como estimulo aversivo aplicado durante o periodo gestacional, ndo observaram
alteracdo na liberacdo de 5-HT no hipocampo da prole (Rex et al., 2005). Dados obtidos em
outro estudo mostraram que, com excecdo de um aumento nos niveis de 5-HT no cortex
frontal, também néo existe efeito da exposi¢do a ruido branco na concentracdo de 5-HT no
cortex parieto-ocipital, amidala, estriado, talamo, hipotdlamo e medula oblonga

(Midzyanovskaya et al., 2006). Outros modelos experimentais como a inducéo de deficiéncia
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de tiamina em ratos também mostram alteracdes na concentracdo de 5-HIAA, sem efeito na
concentracdo de 5-HT (Vigil et al., 2010), sugerindo que o metabolito da serotonina pode estar

associado com componentes cognitivos, tais como memoria espacial.

Existem evidencias sobre a importancia do hipocampo e do sistema serotoninérgico no
processo de plasticidade observada apds habituacdo ao ruido (Bickford-Wimer et al., 1990).
De acordo com estes autores, a recaptacdo de 5-HT é lenta e ndo ocorre imediatamente apds a
exposicdo ao som. Essas evidéncias sugerem que, apds algum tempo, ocorra um ajuste
neuroquimico, fazendo com que as concentragdes de serotonina e de seu metabolito voltem ao
estado basal. Experimentos utilizando sons similares aos de locais proximos a aeroportos e que
avaliaram pardmetros serotoninérgicos centrais em ratos, mostraram alteracbes na
concentracdo de 5-HT no hipocampo durante o periodo de exposi¢do, com recuperacdo apos
30 dias (Chengzhi et al., 2011).

A amidala é uma estrutura cerebral considerada componente chave do circuito de controle da
emocdo, em diferentes espécies (Ledoux, 2007). Tanto o estresse agudo quanto o estresse
crénico modulam a reatividade da amidala, alterando respostas cognitivas (atencéo, formacao
de memoria, consolidagdo e recuperacdo) e fisioldgicas (neuroenddcrinas e neuroquimicas)
(Berretta, 2005; Van Marle et al., 2009; Shin e Liberzon, 2010). A plasticidade na amidala é
observada depois da exposicdo aguda e da exposicdo crbnica a estressores (Roozendaal,
Mcreynolds et al., 2009; Nietzer et al., 2011; Leuner e Shors, 2012; Mahan e Ressler, 2012;
Mcewen et al., 2012). Em outras palavras, essas alteragdes parecem essenciais no processo
adaptativo contra um ambiente hostil (Compan, 2007).

No presente estudo a exposicdo cronica intrauterina ao som de 22 kHz afetou a taxa de
renovacdo de serotonina no hipocampo das fémeas e da prole. Nas fémeas, este efeito foi
também observado no CPF. Para a prole, a exposi¢do aguda aumentou a taxa de renovacao de
serotonina na amidala. E importante enfatizar que ndo houve efeitos significativos nos
parametros serotoninérgicos na SCP e talamo. A exposicdo cronica e aguda a sons de 22 kHz
afeta a resposta de esquiva inibitoria, mas ndo a de fuga, envolvendo vias serotoninérgicas
distintas que originam do nucleo da rafe e continua em areas do prosencéfalo e mesencéfalo.
Graeff e Zangrossi (2014) mostraram que a ativacdo de neurdnios serotoninérgicos
prosencefalicos (p. ex. amidala) altera a tarefa de esquiva inibitoria, enquanto na SCP a

ativacdo de neurbnios mesencefalicos altera a resposta na tarefa de fuga.
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Os dados obtidos no presente estudo, utilizando o estimulo sonoro de 22 kHz, confirmam
evidencias de que experiéncias emocionais prévias codificadas na rede neural podem interferir
na resposta a estimulos similares confrontados mais tarde pelo individuo. Além disto,
acrescentam a noc¢do de que no caso de um estimulo sonoro aversivo recebido durante fases
iniciais do desenvolvimento (intraltero), esses promovem alteracGes que persistem e alteram a

resposta a estimulo similar mesmo quando o individuo atinge a idade adulta.
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CONCLUSOES

Os resultados deste estudo estdo de acordo com o pressuposto de que a ansiedade e o0 panico
sdo emocgOes qualitativamente diferentes, com mecanismos moduladores e estratégias
defensivas diferentes, respectivamente: reagdo a ameaca potencial e reacdo a ameaca proximal.
A exposicdo ao som de 22 kHz em fazes iniciais do desenvolvimento promove alteragdes no
sistema serotoninérgico central e alteragdes no comportamento emocional, que podem persistir
em periodos posteriores da vida. Dessa forma, o presente trabalho mostra que a exposicédo de
ratos Wistar a essa frequéncia sonora representa uma ferramenta Gtil para compreensdo de um
mecanismo defensivo especifico. Ou seja, como a exposi¢do ao som de 22 kHz afeta a esquiva
inibitéria, mas ndo o comportamento de fuga, sua utilizacdo pode ser relevante para o
esclarecimento de aspectos fisioldgicos e moleculares da emocdo. Pode também ser usado
como ferramenta para o desenvolvimento de abordagens farmacol6gicas para tratamentos mais

especificos da ansiedade.
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CONSIDERACOES FINAIS E PERSPECTIVAS

Muitas questdes podem ser levantadas a partir dos dados obtidos no presente estudo. A
exposicdo aguda e a exposicdo cronica a sons de 22 kHz promovem alteracdes no eixo HPA
da maée e do feto? Quais seriam os efeitos de uma exposicéo aguda a sons de 22 kHz durante a
gestacdo sobre os pardmetros serotoninérgicos e comportamentais da mée e da prole? Quais
seriam os efeitos observados da exposicdo ao som de 22 kHz, se o0s parametros
serotoninérgicos e comportamentais da fémea fossem avaliados durante a gestagdo?
Diferentes tipos de estimulos aversivos, como o ruido branco, teriam efeitos distintos sobre o0s
comportamentos defensivos e serotoninérgicos? Outras categorias de estimulos aversivos
teriam os mesmos efeitos dos encontrados no presente estudo para o som de 22 kHz?
Estimulos ndo aversivos teriam efeitos distintos sobre os comportamentos defensivos e

parametros serotoninérgicos?

Uma das hipéteses apresentadas nesse trabalho é a de que ratas em processo gestacional

teriam uma susceptibilidade diferente ao estresse crdnico quando comparadas a ratas nao

gravidas. . N&o verificamos efeito da gestacdo sobre os estados de ansiedade e medo. Porém,
verificou-se que na amidala e no hipocampo, ocorre uma interacdo de efeitos entre a
exposicdo ao som e a gestacdo sobre a concentracdo de serotonina, mostrando que as
mudancas neuroenddcrinas do processo gestacional afetam a susceptibilidade a exposicdo ao
som, pelo menos em relacdo aos efeitos sobre parametros serotoninérgicos em determinadas
regides do SNC. Além disso, nossos dados indicam que em ratas que passaram pelo processo
gestacional a serotonina poderia ter um papel no comportamento emocional regulado pela
SCP que ndo existe nas ratas ndo gestantes.

Como o periodo pré-natal € considerado um periodo critico do desenvolvimento, outra

questdo levantada foi se_a exposicdo a sons de 22 kHz durante todo o periodo gestacional

afetaria o comportamento emocional e a neurobiologia da prole, em um estagio posterior do

desenvolvimento. Nossos dados mostram que a exposi¢do ao som na fase pre-natal a principio

néo altera o comportamento emocional avaliado, uma vez que ndo houve efeito da exposicéo
durante a fase intrauterina ou da exposi¢do na idade adulta. Com relagdo a efeitos na
neurobiologia da prole, verificamos que houve mudancas significativas nos parametros

serotoninergicos centrais no CPF, hipocampo e amidala.
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Levantamos também a hipdtese de que uma segunda exposi¢do aguda ao som de 22 kHz,

desta vez quando o animal atinge a idade adulta (2 meses de idade) teria efeitos distintos entre

0S animais cuja primeira exposicdo ocorreu na fase intrauterina comparado aqueles que ndo

foram expostos. Esta hipotese foi confirmada pela observacao da interacéo entre os efeitos da
exposicdo cronica durante a fase intrauterina e da exposicdo aguda na idade adulta, no estado
de ansiedade. Esse dado mostra, juntamente com a observacdo da interacdo de efeitos
observada sobre os niveis de 5-HIAA do hipocampo e da amidala, que experiéncias iniciais
podem ser gravadas e mantidas na rede neuronal e modificar a reacdo do individuo a uma

segunda exposicao, em fases posteriores da vida.
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Abstract

In the present study we evaluated the effects of chronic exposure to sounds at 22 kHz during
pregnancy on the central serotonergic and behavioral parameters in Wistar rat dams after the
suckling period and on their male rat offspring. In addition, we also assessed the effects of an
acute 22 kHz sound, associated with the chronic intrauterine exposure, on the emotional res-
ponses of adult offspring. The primary hypothesis was that experiencing 22 kHz stimuli during an
early stage of development would interfere with brain serotonergic parameters and, later, with
the adult rat’s defensive responses. The corollary question was whether a 22 kHz sound exposure
would differentially affect inhibitory avoidance and escape responses and central serotonergic
parameters. Female rats were divided into four groups: non-pregnant control; non-pregnant chronic
exposure; pregnant control; and pregnant chronic exposure. Male offspring were divided into four
groups: chronic intrauterine sound exposure; acute sound exposure in adulthood; chronic intra-
uterine exposure with acute exposure in adulthood; and no exposure. Chronic sound exposure af-
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fected inhibitory avoidance and serotonergic parameters in female rats. For offspring, there was
an interaction between chronic and acute sound exposure effects on inhibitory avoidance re-
sponse but not on escape response. There were significant effects of chronic intrauterine ex-
posure on serotonin turnover in the hippocampus and PEC of females. For offspring, the turn-
over was increased by chronic exposure only in PFC, and in amygdala it was increased by
acute exposure. These results illuminate the potential of an early acoustic sound exposure for
causing central serotonergic and emotional behavioral changes that can persist into later pe-
riods of life.

Keywords

Intrauterine, 22 kHz Sound Exposure, Defensive Responses, Serotonergic Parameters, Adult
Offspring

1. Introduction

Rats can vocalize in the sonic and ultrasonic wide range. Their ultrasonic vocalizations (USV) range from 20 to
about 100 kHz [1]. They are also able to detect such ultrasonic signals. Within this wide range, the 22 kHz call
seems to be related to aversion occurring in response to immediate and potential environmental threats [2]-[4].
These vocalizations are carried out in many situations in which an evident aversive component is present, for
example, exposure to a predator [5] or a social fight between males [6]. Some authors [7] [8] demonstrated that
22 kHz USVs induce activation in brain areas related to motivation and emotion (e.g., amygdala). Freezing be-
havior in response to 22 kHz USV is paralleled by increased neuronal activity in brain areas regulating fear and
anxiety, such as the amygdale and periaqueductal gray [4]. Although the terms anxiety and fear are often used
interchangeably; there is evidence that they can be differentiated. For instance, there are data that suggest that
USV was found useful for differentiating fear and anxiety in rats [9]. Using behavioral and pharmacological ap-
proaches the authors showed evidence that rat 22 kHz USV can be considered to be a correlate of anxiety rather
than of fear. Accordingly, 22 kHz exposure might be an interesting tool for studying behavioral and neurobio-
logical aspects of emotion, such as the defensive responses related to anxiety and fear.

The primary hypothesis was that experiencing 22 kHz stimuli during an early stage of development would in-
terfere with brain serotonergic parameters and, later, with the adult rat’s defensive responses. The corollary
question was whether a 22 kHz sound exposure would differentially affect inhibitory avoidance and escape res-
ponses and central serotonergic parameters. The rationale of this idea is that a biological phenomenon known as

programming can be triggered when an animal, e.g., a human [10] or a rodent [11], is exposed to a stimulus in a
critical period of development. This promotes anatomical, physiological, metabolic and neuropsychological
adaptive changes that can persist into later periods of life [11] [12].

Certain environmental conditions experienced during an early period of animal development induce pro-
gramming. Maternal stress [ 13]-[17] is one such condition. In addition, it is known that exposure to noise during
pregnancy influences neurogenesis and thickness in the brain cortex of rat pups [18]. However, to date there is
no study on the effects of intrauterine 22 kHz sound exposure on dam and on adult offspring emotional and
brain neurochemical aspects, when the individuals are confronted with a situation of threat which might induce
defensive behaviors, such as inhibitory avoidance and escape.

Some authors [19] developed an animal model that allowed the same rat to perform an inhibitory avoidance
task followed by a one-way escape task in one experimental session. The apparatus was named the Elevated
T-maze (ETM), which is derived from the elevated plus-maze, a widely used animal model for studying anxiety
[20]. Depending on the task, the ETM generates one of the two kinds of defensive reactions, inhibitory avoid-
ance or escape, which address two different emotions, anxiety and panic, respectively [19] [21]-[23]. Therefore,
the ETM has been an important tool for the understanding of brain mechanisms underlying these two defensive
responses [21] [24].

For instance, there is evidence that distinct brain structures and serotonin (5-HT) nerve fibers coming from the
dorsal raphe nucleus (DRN) are involved in inhibitory avoidance and escape [25]-[27]. Specifically, these au-
thors showed that, while serotonin released in the amygdala facilitates inhibitory avoidance, the same neuro-
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transmitter inhibits escape in dorsal periaqueductal gray (dPAG). These data indicate that the neurobiological
substrates, including serotonergic circuit activity, involved in these two defensive behaviors seem to be distinct.
In the present study, the effects of a chronic intrauterine 22 kHz sound associated with an acute 22 kHz sound in
adult offspring on serotonergic parameters were assessed in brain areas considered to have a potential role in in-
hibitory avoidance and escape response. These neurochemical measurements were carried out after the rats—
dams and adult offspring—were submitted to the ETM paradigms used to assess anxiety and fear.

2. Material and Methods
2.1. Animals

Figure 1 shows a schematic of the experimental groups (Panel a) and experimental design (Panel b). During
experiments, all rats, dams and offspring, received chow and water ad libitum and were housed in an ae-
rated room with controlled 12 h diurnal daylight/night cycles and temperature of 26°C + 2°C. All experi-
mental procedures were approved by the Ethics Committee for Animal Experimentation (CETEA/UFMG
203/2012).

Non-Pregnant Control
(NPC)
n=8
J Control
©
=12
Non-Pregnant Exposure \ Pregnant Control
(NPE) / PC)
=8 n=8
J Acute Exposure
3 months old Female (AE)
(n=48) n=12
S Confirmed mating
n=16
Chronic Intrauterine
J Exposure
(IE)
P t E n=12
Non-confirmed mating ngna:PE)xposuu
=1
(o=10) n=8
L J Chronic Intrauterine and
Acute Exposure
(ATE)
n=12 J
(a)
B> Mating P> Birth »> Biochemical
assays
Female _:Days 1 8 19 21 29 % PER
| Chronic exposure to 22kHz Behavioral Behavioral
‘ sound laction tests | tests |
Offspring [Davs T 7 21 60 66
Acute 22
B> kHz sound L Biochemical
exposure assays
(b)

Figure 1. Schematic showing the experimental groups (Panel a) and experimental design (Panel b).
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Forty-eight 3-month-old female Wistar rats were acquired from the vivarium of the Institute of Biological
Sciences, Universidade Federal de Minas Gerais. Sixteen of them were separated into two groups (n = 8, each):
Non-Pregnant Control (NPC) and Non-Pregnant chronic Exposure to 22 kHz sound (NPE). According to data
obtained in previous experiments performed in our laboratory [28], about 50% of females became pregnant. The
remaining 32 female rats were mated, as described below, with the purpose of obtaining at least 16 pregnant rats,
which were randomly assigned into two groups (n = 8, for each), Pregnant Control (PC) and Pregnant Exposure
to a chronic 22 kHz sound (PE). The other sixteen female rats were removed from the experiment. The estrous
cycle of females from the four groups was determined by daily vaginal smears [29], and in the proestrus stage dams
from groups PC and PE were co-housed with a male. Those rats whose smears tested sperm-positive were as-
sumed to have conceived and the developing embryos were designated to be at Day 0 of gestation.

The female pregnant rats were placed in an acoustical isolation box and exposed to a 22 kHz sound 1hour/day
from the Ist to the 19th day of gestation (PE group). The rats from NPE group received the same treatment as
rats from PE group, that is, they were also exposed to a 22 kHz sound during the same period. All rats from the
control groups (NPC and PC) were also placed in the acoustical box, as the same period as the treated rats, ex-
cept that they were not exposed to the chronic 22 kHz sound. Upon removal from the acoustical isolation box,
the female rats from each of the four groups were placed in individual cages. All rats from the PC and PE groups
gave birth on the 21st day.

Offspring were inspected and only male pups remained with their mothers in the proportion of 6 - 8 per dam.
After the 21-day lactation period, forty-eight offspring male rats (three from each litter) were randomly divided
into four groups (n = 12, each): Control pups (C), Intrauterine Chronic Exposure pups (IE), Adult Acute Expo-
sure pups (AE), Chronic Intrauterine and Acute Adult Exposure pups (IAE). The remaining rat offspring were
removed from the present experiments. The rats from the four subgroups (total n = 48) were maintained in the
animal house vivarium receiving water and food ad libitum for two months. AE and IAE groups were placed in-
side the acoustical isolation box and exposed to a 22 kHz sound for 1 hour. Rats from C and IE groups were
placed into the acoustical isolation box for the same period of time as rats from AE and IAE groups but were not
exposed to the acute 22 kHz sound. After the acute 22 kHz treatment the rats were submitted to the ETM tasks
as described below. The dams were also submitted to this behavioral test two days after the lactation period.

2.2. Exposure to 22 kHz Sounds

Artificial tones of 22 kHz frequency were produced using the Matlab® software [30]. A continuous 22 kHz tone
[10 ms rise time, 12 s duration, 65 db sound pressure level] was emitted in sequence during one hour. Auditory
stimuli were presented in an acoustical isolation box (58 x 42 x 46 cm) with a speaker taken from an electronic
repellent RepemaxREP1000°, capable of emitting sounds up to 80 kHz. Each tweeter was coupled to a computer
with an Asus XonarD1® model sound card. The output of sound was detected and measured using a microphone
Binary Acoustic Technology model AR 125. The sounds were produced at a sampling rate of 96,000 Hz and
emitted at 65 dB (adjusted using a decibel meter Polimed AM-1900).

2.3. Behavioral Studies

Defensive responses, inhibitory avoidance and escape related with anxiety and fear, were evaluated using the
ETM behavioral model [19]. The ETM apparatus consists of three arms of equal dimension (50 x 12 c¢m) elevated
50 ¢m from the floor. One of these arms is enclosed by lateral walls (40 cm high) and stands perpendicular to the
two opposite open arms. Procedure: before starting the behavioral tests an acclimation session was conducted, in
which the rats were placed in and allowed to explore the open arm for 30 minutes. After 24 hours, inhibitory
avoidance and escape tasks were started. Each training session included three trials. Inhibitory avoidance train-
ing session: in each of the three trials the rat was placed at the distal end of the enclosed arm facing the intersec-
tion of the arms and was allowed to explore the enclosed arm. The trial ended when the rat entered one of the
open arms by placing all four paws into the open arm or remained in the enclosed arm for a maximum of 300 s.
The time in which the animal remained in the enclosed arm was recorded for each trial and expressed in seconds
as avoidance latency. A 30 s inter-trial interval was adopted. Escape session: Following the inhibitory avoidance
task, each rat was placed at the distal end of the open arm facing the intersection of the arms. The trial ended
when the rat entered inside the closed arms or remained in the open arm for a maximum of 300 s. The time in
which the animal remained in the open arm was recorded for each trial and expressed in seconds as escape latency.
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Memory test: after 72 hours of the training sessions, the rats were submitted to one more trial of inhibitory
avoidance and one more trial of escape. For both tests, the ratio between the rat’s performances on the last ses-
sion of training and the test 72 hours later was used as an index of memory performance.

All behavioral experiments were performed in a dimly lit and quiet room between 1 pm and 5 pm. The appa-
ratus was cleaned with 20% ethanol solution between sessions.

2.4. Biochemical Studies

The rats were decapitated 1 day after the end of behavioral tests. The brain was quickly removed and kept on ice.

The thalamus, PFC, amygdala, PAG and hippocampus from hemispheres were immediately dissected according
to the stereotaxic atlas [31]. These areas are limbic system components and play important role in modulation of
emotion [32]. 5-HT and 5-HIAA contents were analyzed by high performance liquid chromatography (HPLC)
[33], and the concentrations of each component were calculated by interpolation of their respective standard
curves. Obtained values are expressed as ng/g of tissue. The [S-HIAA]/[5-HT] ratio was used as an index of se-
rotonergic system activity [34].

2.5. Statistical Analysis

The Kolmogorov-Smirnov test was used to verify the Gaussian assumption for the variables under study at a
0.05 significance level. The distribution for all variables was normal.

For both female and offspring rats, the performance on inhibitory avoidance and escape training tasks data
were analyzed using ANOVA with repeated measures in the last element (2 x 2 x 3 factorial method). For fe-
males, the factors were pregnancy, chronic exposure to 22 kHz sound and trials (time), while for rat offspring
the factors were chronic intrauterine 22 kHz exposure, acute adult 22 kHz exposure and trials (time). For both
female and offspring, memory performance and biochemical data were analyzed using two-way ANOVA. All
values are expressed as mean + standard error (S.E.M.). Significance level was established at 5% for all tests.

3. Results
3.1. Inhibitory Avoidance Task

3.1.1. Female Performance Data
Acquisition: Figure 2, Panel a, shows the performance of female rats in the inhibitory avoidance training ses-
sions. For female performance in the inhibitory avoidance task there was a significant latency decrease effect of
chronic exposure to 22 kHz sound [F( ) = 7.13; P = 0.01] and also a trial effect [F( 4, = 13.63, P < 0.01].
There were neither effects of pregnancy nor interactions between factors.

Memory performance: There were no significant effects of chronic 22 kHz exposure or pregnancy on female
memory performance, tested in the inhibitory avoidance task, 72 hours after the training session (data not shown).
There also was no interaction between these factors.

3.1.2. Offspring Performance Data
Acquisition: Figure 2, Panel b, shows the performance of rat offspring in the inhibitory avoidance training ses-
sion. Although there were no significant effects of chronic intrauterine and acute adult 22 kHz exposures, a sig-
nificant effect of trials [F 45, = 19.36, P < 0.01] and interaction between intrauterine and acute adult 22 kHz
exposures [F(j 45y = 6.73, P = 0.01] were observed. There were no significant interactions between the other fac-
tors (trials x chronic exposure or trials x acute exposure). The Bonferroni post hoc test showed significant dif-
ference between AE and IAE groups [P = 0.02] in inhibitory avoidance acquisition.

Memory performance (data not shown): There were no significant effects for chronic intrauterine or for acute
adult 22 kHz exposure on offspring memory performance, tested in the inhibitory avoidance task, 72 hours after
the training session. There also was no interaction between these factors.

3.2. Escape Task

3.2.1.Female Performance Data
Acquisition: Figure 3, Panel a, shows the performance of female rats in the escape task during the training session.

&
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Figure 2. Rats performance in ETM inhibitory avoidance task expressed as latency (s). BL—Baseline; Al—Avoidance 1;
A2—Avoidance 2. Panel a: Mean + S.EM. of female rat’s performance. NPC—Non-Pregnant Control; NPE—Non-Preg-
nant Exposure to 22 kHz sound; PC—Pregnant Control; PE—Pregnant Exposure to 22 kHz sound. There were effects of tri-
als [F(; 5, = 3531, P <0.01] and 22 kHz exposure [F; 53, = 7.45; P = 0.01]. There was no significant effect of pregnancy or
interaction between the factors. Panel b: Mean + S.E.M. of adult offspring performance. C—Control; [E—Intrauterine Ex-
posure; AE—Adult Acute Exposure; IAE—Intrauterine and Acute Adult Exposure. There were significant effects of trials
[Fi3.46 = 39.41, P < 0.01]. There were no significant effects of intrauterine and adult exposures. There was a significant inte-

raction between the factors [F3 46 = 6.73, P =0.01].
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Figure 3. Rat’s performance in ETM escape task. expressed as latency (s). T1, T2 and T3: first, second and third trials, re-
spectively. Panel a: Mean + S.E.M. of female rat’s performance. NPC: Non-Pregnant Control; NPE: Non-Pregnant Exposure
to 22 kHz sound; PC: Pregnant Control; PE: Pregnant Exposure to 22 kHz sound. There were no effects of trials, pregnancy,
22 kHz sound exposure and also no significant interaction between the factors. Panel b: Mean + S.EM. offspring perfor-
mance. There were no effects of trials, intrauterine exposure, and adult acute exposure and also no significant interaction

between the factors.
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There were no significant effects of any of the treatments, chronic 22 kHz exposure, pregnancy or trials. There
also were no significant interactions between the factors.

Memory performance (data not shown): There were no significant effects of factors (chronic 22 kHz exposure,
pregnancy and trials) or interactions between) them.

3.2.2. Offspring Performance Data
Acquisition: Figure 3, Panel b, shows the performance of rat offspring in the escape task during the training
session. There was a significant effect of trials [F, 45y = 3.22, P = 0.05] and interaction between trials (time) and
chronic 22 kHz exposure [F(;4s5, = 5.01, P = 0.01]. There were no significant effects of the other treatments
(chronic or acute exposures) or interactions between them (chronic x acute exposures or trials X acute exposure).
Memory performance (data not shown): There were no significant effects of treatments either chronic intra-
uterine treatments or adult 22 kHz sound exposures on offspring memory performance tested in the escape task,
72 hours after the training session. There also was no interaction between these factors.

3.3. Serotonergic Parameters

Table 1 shows biochemical data concerning 5-HT and 5-HIAA levels and serotonergic system activity ([5-
HIAA]/[5-HT]) evaluated in the following rat brain areas: hippocampus, thalamus, amygdala, PAG and
PFC.

3.3.1.Female

Although there were no significant effects of chronic 22 kHz exposure and pregnancy on 5-HT levels in any of
the five brain areas evaluated, there was a significant interaction between them in the amygdala (F3 0y = 5.81, P
= 0.04). There were no significant interactions between factors on 5-HT levels in the other four regions eva-
luated (hippocampus, thalamus, PFC and PAG).

Neither chronic 22 kHz exposure nor pregnancy showed significant effects on 5-HIAA concentrations in any
of the female brain areas analyzed. There also was no interaction between these factors.

Pregnancy had no effect on the 5-HT turnover ([5-HIAA]/[5-HT]) in any of the studied brain areas. There also
was no effect of chronic 22 kHz exposure on 5-HT turnover in thalamus, amygdala and PAG. However, there
were significant effects on 5-HT turnover in two areas, hippocampus [F 1, = 8.55, P = 0.01] and PFC [F3 o, =
6.32, P = 0.03]. In addition, there were no interactions between the treatments on 5-HT turnover in any of the
brain areas.

3.3.2. Offspring

There were no significant effects of intrauterine exposure or acute adult exposure on 5-HT concentrations in any
of the brain regions (hippocampus, thalamus, amygdala, PFC and PAD). In addition, there was no interaction
between the two treatments.

Chronic intrauterine decrease and acute adult exposures increased the 5S-HIAA concentrations in hippocampus.
In this brain area there were significant effects of intrauterine 22 kHz exposure [F(3.40) = 7.17, P = 0.01] and
acute adult exposure [F; 40, = 5.25, P = 0.03] on 5-HIAA levels.

There also were significant interactions between treatments (chronic and acute exposure) on 5-HIAA concen-
tration in hippocampus [F3 49, = 8.05, P = 0.01] and amygdala [F3 43, = 10.75, P < 0.01]. There were no effects
of factors or interactions between them in the other evaluated regions.

Chronic exposure to 22 kHz sound increase 5-HT turnover in offspring PFC [F3 45, = 11.28, P < 0.01], but
there were no effects on any of the other brain areas. Acute adult exposure increase 5-HT turnover in amygdala
[Fa43 = 6.41, P = 0.01]. However, there was no effect of this treatment on 5-HT turnover in any the other stu-
died brain regions. There also was no interaction between the factors for 5-HT turnover in any of the assessed
brain areas.

4, Discussion

The data of the present study show for the first time that the inhibitory avoidance response of female Wistar rats
is affected by chronic exposure to a 22 kHz sound. Such results were not found in the escape response. In addi-
tion, this study demonstrates that chronic intrauterine exposure can also interfere with the inhibitory avoidance
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Table 1. Serotonergic parameters.

[5-HT]
Female Offspring
NPC NPE PC PE (& IE AE 1AE
- 17123+ 166.96 = 9825 + 20275 + 81.85 + 81.85 + 59.76 + 57.05 +
PPOCampIS 18.82 9,51 14.18 30.60 23.65 23.65 26.94 16.13
A 18059+ 15135+ 7328+ 151.57 + 29314+ 18235+ 166.14 + 154.07 =
V& 1341 19.67 9.84 28.60 75.56 29.09 54.12 17.17
_— 18059+ 31131+ 10119+ 27565+ 124.08 + 90.40 + 10329 + 82.66 +
1341 64.60 30.42 59.55 20.40 15.57 22.86 7.12
o 94477+ 15969+ 31988+ 35358 = 61709+ 43457+ 463.38 + 54491+
37.60 83.12 55.13 7342 14.46 54.33 59.63 62.37
. 72968+ 22454+  887.63+ 144302+ 18625+ 23796+ 23821 + 284.09 +
. 32.15 0.28 74.82 42.16 26.40 33.19 35.06 39.82
[S-HIAA]
Female Offspring
NPC NPE PC PE (5 IE AE IAE
% 24826+ 18226+ 21439+ 20768+ 30179+ 29344+ 27328 + 53213+
IPROSAMPNY 30.61 11.64 7.05 10.59 2723 30.99 28.92 10.25
T 2831+ 12883+ 15205+ 17995+ 30350+ 19453+ 203.95 + 42368 +
Ve 51.53 18.01 14.79 4037 41.38 4338 15.46 87.92
— 65739+ 59835+ 4964 = 976.31 = 51999+  561.14+ 47171 + 618.97 +
62.29 36.96 65.18 31.93 43.09 5478 42.57 46.64
—_— 50280+ 65838+ 98051+ 842,13+ 1403.81 + 178530+ 131133+ 139211 +
15.85 58.49 23.96 27394 3195 43.67 27.98 3493
b 97557+ 126479+ 74503+  762.88 70606+ 74410 = 746.06 + 789.42 +
AmuS 15.41 2227 10.85 36.53 56.32 5443 29.19 31.54
[S-HIAAJ/[S-HT]
Female Offspring
NPC NPE PC PE (& IE AE IAE

Hippocampus  1.54%0.25 1.09+0.07 224+040 1.14+021 736+178 9.00+193 10.13£248 11.12+1.37
Amygdala 1342036 524020 214%049 1.34%0.18 149024 1.25+024 1.89+0.38 313+1.33
PFC 413+0.66 207040 518+091 3.46+0.64 498 +051 724+0.80 5.64+0.90 770+ 046
PAG 048+0.14 301142 239+022 217+039 280+0.63 327+072 3.73+1.31 2.55+0.53
Thalamus 426+1.32 207+040 254002 1.17+067 4.60+0.64 3.67+x043 3.67+0.51 3.28+0.56

Mean + S.EM. (ng/g of tissue) of serotonergic parameter levels in the brain areas; PRC: Prefrontal Cortex: PAG: Periaqueductal Gray: NPC:
Non-Pregnant Control: NPE: Non-Pregnant Sound Exposure: PC: Pregnant Control; PE: Pregnant Sound Exposure: C: Control: IE: Intrauterine
Sound Exposure: AE: Adult Sound Exposure: IAE: Intrauterine Adult Exposure: Females: There was a significant interaction between pregnancy and
chronic 22 kHz sound exposure on 5-HT concentration in amygdale [Fg 10, = 5.81, P = 0.05]. There were also significant effects on 5-HT turnover in
hippocampus [F 1, = 8.55, P = 0.01] and PFC [Fa 10 = 6.32, P = 0.03). Offspring: There were significant effects of intrauterine 22 kHz exposure
[F.am = 7.17, P < 0.01] and acute adult exposure [Fa = 5.25, P = 0.03] on 5-HIAA levels. There were also significant interactions between treat-
ments on 5-HIAA concentrations in hippocampus [Fi 40, = 8.05, P < 0.01] and amygdale [F3.43 = 10.75, P < 0.01]. There was a significant effect of
chronic intrauterine exposure on 5-HT turnover in PRC [Fa 4y = 11.28, P < 0.01]. The other factors did not have significant effects.

(but not with escape) response of offspring rats confronted with an acute 22 kHz sound when they are adults. So,
the previous chronic intrauterine experience interferes with the behavioral response to an acute 22 kHz exposure
later in life. There is evidence that sounds in the range of 22 kHz frequency induce rat defensive behavior [35].
However, the behavioral method used by these authors did not discriminate the two kinds of defensive responses,
inhibitory avoidance and escape. These two reactions were assessed in the present study using the ETM para-
digm, where they are related to inhibitory avoidance and escape, respectively [19].
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The pregnant and non-pregnant female rats that were previously exposed to the chronic 22 kHz sound exhi-
bited decreased anxious behavior when tested in the ETM apparatus (decreased inhibitory avoidance latency).
On the other hand, offspring submitted to a chronic 22 kHz sound during the intrauterine period did not show
any defensive response change when assessed in the ETM. However, previous chronic intrauterine 22 kHz ex-
posures followed by an acute 22 kHz exposure during adulthood also decrease inhibitory avoidance latency in
ETM task. Similarly to dam performance, offspring escape response was not changed by 22 kHz sound applied
in any of the experimental conditions used in the present study. These results agree with those obtained by other
authors who, using pharmacological approaches, showed that 22 kHz USV in rats is an index of anxiety but not
fear [9]. These authors showed that in situations that induce anxiety, the rats sustain the 22 kHz vocalization,
while fear situations produce immediate inhibition of 22 kHz vocalization. On the other hand, it appears not to
agree with others, who found an anxiogenic effect of acoustic sound exposure. It is important to mention, how-
ever, that the effects of acoustic stimuli on the state of anxiety depend on different variables, such as the charac-
teristics of the sound and the experimental animal model used. Absence of effect and both increase and decrease
of state of anxiety are described in the literature. For instance, in non-pregnant females, a 65 dB white noise in-
crease the state of anxiety [36] and no effect was shown in pregnant females subjected to a 77 dB noise of 800
Hz [37]. In addition, white noise exposure increased anxiety behavior in adult male rats [38] and decreased it in
fifteen-day-old male pups [39]. Also, 20 - 45 kHz sound exposure decreased anxiety in adult male rats [40], a
result that agrees with the present findings.

As the sound exposure used here was chronic, another hypothesis to be considered to explain the 22 kHz an-
xiolytic effects is that the dams and offspring could have learned, as a result of the repetitive exposures that the
22 kHz was not a sign of threat. This would explain the observation that over time their ETM inhibitory avoid-
ance responses were lower compared with control rats. This hypothesis is supported by other authors who showed
that repetitive sound exposure can induce habituation [41] [42]. The data obtained with offspring also agree with
this hypothesis, considering that there is an interaction of effects when subjects are faced twice with a 22 kHz
sound in the intrauterine and adulthood periods of development. This significant interaction could possibly be
explained by the occurrence of adjustment in the neuronal net after intrauterine exposure. These potential
changes induced by chronic 22 kHz sound exposure could interfere with the effects of later exposure to a similar
stimulus. This hypothesis is supported by the programming neuronal plasticity theory, which states that a stimu-
lus or an insult received in a critical period of animal development can promote anatomical, physiological, me-
tabolic and neuropsychological adaptive changes that persist into later periods of life [12]. It is known that
chronic exposure to a stressor can decrease the adjustment ability or increase the susceptibility to a subsequent
stressor [43]. So, it is reasonable to consider that individuals previously exposed to 22 kHz sound in an early pe-
riod of life, compared to a non-exposed individual, would be distinctly affected in terms of central nervous sys-
tem and/or behavioral aspects.

Three alternative hypotheses could be proposed for explaining the neurobiological and behavioral changes
caused by two sequential 22 kHz stimuli applied in different periods of offspring development: 1) a direct effect
of the first exposure on the offspring neuronal net, depending on the fact that the fetus would be able to “hear”
or “perceive” the environmental sound. Compared to the effects on individuals not previously exposed, a second
stimulus could produce a distinct response; 2) an indirect effect of the first exposure on the offspring neuronal
net, as a result of a primary effect on the dams; or 3) both effects, direct and indirect, occurring simultaneously.
Thus, a distinct response to a second 22 kHz sound exposure could take place because it changes specific com-
ponents of the neuronal net, which would make part of the neurobiological mechanism responsible for the beha-
vioral response to a specific kind of environmental stimulus. In other words, a specific change caused by pre-
ceding experiences—chronic intrauterine 22 kHz sound exposure—would affect the inhibitory avoidance to a
subsequent similar stimulus—acute 22 kHz—faced by the individuals in later periods of life.

With regard to the first hypothesis about a direct effect of sound on offspring, some authors stated that fetuses
of sheep are able to hear environmental sounds [44] [45]. Sound is one of the first stimuli from the external en-
vironment to reach and be perceived by a nineteen-week-old human fetus [46]. However, there is evidence that
rats cannot hear until two weeks after birth [47] [48]. Nevertheless, it is important to considerer the possibility of
other kinds of ultrasound mechanism acting on the nervous system, which could be independent of the hearing
process. Data obtained from studies using individuals of different species, including laboratory mammals, indi-
cated that, depending on frequency and intensity, an ultrasound could cross the dam’s tissue barriers causing
functional changes in fetal neural tissues [49]. Some literature supports the second hypothesis about the possibil-
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ity of an indirect effect of sound, through mother, on the fetus. For instance, aversive sound caused chronic stress in
pregnant women and pregnant rats [50] [51], activating the hypothalamic-pituitary-adrenal axis (HPA), increas-
ing glucocorticoid levels in both maternal and fetal blood. It is also known that white noise increases corticoste-
roid levels in blood and induces hippocampal serotonergic system changes [52]. Both corticosteroids and the
serotonergic system participate in cognitive and emotional outcomes [53]. Thus, it is reasonable to consider the
possibility that the mechanism of action of chronic 22 kHz sound effects on offspring is direct and indirect. But
as the rat offspring are not able to hear before the second week of birth, the indirect mechanism might be more
probable. Further studies need to be conducted to resolve this question.

The observed effects of 22 kHz sound on ETM inhibitory avoidance and the absence of effect on escape be-
havior suggest that the neurobiological mechanisms related to anxiety and fear states, respectively, might be dis-
tinct. Some author shows that panic attack does not activate HPA axis [54 |, while the anxiety behavior involves
the activation of this axis [24] [55]. As mentioned before, if an aversive sound causes chronic stress in pregnant
rats [50] [51], activating the HPA axis and increasing glucocorticoid levels in both maternal and fetal blood, one
can hypothesize that it could be one of the mechanisms involved in the effect of 22 kHz sound exposure on inhi-
bitory avoidance. Further studies (e.g., glucocorticoid level determinations) need to be done to clarify this ques-
tion. These data suggest that there might be a relation between 22 kHz sound and the neurobiological substrate
of inhibitory avoidance but no association with escape. Likewise, the fear and anxiety behavior have different ef-
fects on the serotonergic system [56] [57].

In spite of the fact that there is evidence that serotonin uptake inhibitors decrease the number of 22 kHz ul-
trasonic rat vocalizations [58], we are unaware of any study about the effects of 22 kHz sound on serotonergic
system activity in different brain areas. This system has an important role in modulation of anxiety state. In ad-
dition, the serotonergic activity can facilitate or attenuate the anxious behavior, depending on the brain region
and the subtype of receptors involved [59]-[61].

In the present study, the following serotonergic parameter results were obtained after a chronic exposure to a
22 kHz sound during pregnancy: 1) the female and the adult offspring 5-HT concentrations were not affected in
any of the assessed brain areas (PFC, PAG, amygdala, thalamus and hippocampus), 2) the adult offspring 5-
HIAA concentrations were decreased in hippocampus by chronic 22 kHz sound exposure and increased when
both chronic and acute stimuli were associated, 3) the serotonergic turnover rate was decreased in the female
PFC and hippocampus, and increased in the offspring PFC. Regarding acute exposure (adult offspring), similar
effects were observed as follows: 1) there was no effect on 5-HT levels in any of the assessed brain areas, 2)
5-HIAA concentrations were decreased in the hippocampus, 3) the serotonergic turnover rate was increased in
the amygdala, an effect that was not detectable when the previous chronic and acute stimuli were associated. In
short, in terms of serotonergic activity assessed by the turnover rate, these findings suggest that chronic expo-
sure to 22 kHz sound causes a serotonergic activity decrease in the hippocampus and in the PFC of females. On
the other hand, acute exposure during adulthood increases serotonergic turnover rate in the amygdala. These data
indicate the involvement of limbic brain system regions in the neurobiological processes (emotional learning)
affected by 22 kHz sound.

The absence of significant effects of 22 kHz sound applied during pregnancy on 5-HT levels observed in the
present study accords with reports from other authors, who also did not find effects of white noise exposure on
offspring hippocampal 5-HT release [62]. On the other hand, other authors showed that acute sound, including
sound in the ultrasonic range, produces rapid activation of the 5-HT system in the frontal cortex, the thalamus
and the hypothalamus [63]. Another hypothesis to be considered is that chronically exposed females could habi-
tuate to the stimulus. As mentioned before, this hypothesis is supported by other authors who showed that repe-
titive sound exposure can induce functional inactivation [42]. In addition, serotonergic parameter changes are an
essential part of the adaptive process to aversive environmental stimuli [64]. This adaptive phenomenon also
occurs in the amygdala, considered to be a key brain structure involved in the emotional circuit in various species
[65]. Both acute and chronic stress modulate amygdala reactivity, interfering with cognitive (attention, memory)
and physiological (neuroendocrine and neurochemistry) responses [66]-[68]. The plasticity in the amygdala is
observed after acute and chronic stressor exposure [69]-[75].

In the present work the chronic intrauterine 22 kHz sound exposure affects female and offspring serotonergic
turnover, increasing activity in the hippocampus. For female, this effect was also observed in PFC. For offspring,
acute exposure increased serotonergic turnover in amygdala. The significant effects of chronic and acute treat-
ments on 5-HIAA were observed in the hippocampus and an interaction of these treatments was found in the
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hippocampus and amygdala. It is important to emphasize that there were no significant effects on serotonergic
parameters in the PAG and thalamus in any of the experimental conditions used in the present study. The obser-
vation that chronic and acute 22 kHz sound exposure affect inhibitory avoidance but not escape response agrees
with the findings that these acoustic sounds affect serotonergic parameters of specific brain areas, such as the
hippocampus and amygdala, but not the PAG. It is known that the defensive responses, inhibitory avoidance and
escape, involve distinct serotonergic pathways that originate from the raphe nucleus and continue to the fore-
brain and midbrain areas. The inhibitory avoidance is structured in the forebrain (e.g., amygdala, PFC), while
the latter is largely integrated in the midbrain (mainly PAG) (review in [26]).

5. Conclusion

The present results are in agreement with the assumption that anxiety and panic are qualitatively different emo-
tions with distinct modulator mechanisms that are related to two defensive strategies, respectively: reaction to
potential threat and to proximal menace. Besides illuminating the potential of an early acoustic sound exposure
for causing central serotonergic and emotional behavioral changes that can persist into later periods of life, the
present data also show that the 22 kHz sound exposure represents a useful tool for understanding the mechanism
of a specific defensive behavior. That is, as the 22 kHz sound exposure affects inhibitory avoidance but not escape
behavior, it might be relevant for clarifying physiological and molecular aspects of emotion.
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3. DADOS BRUTOS

3.1 Dados das fémeas

3.1.1 Esquiva inibitoria
NGC NGS GC GS
LB 6, 5, 4, 2, 4, 5, 3, 5, 4, 4, 4, 7, 5, 8, 4, 5, 10, 10, 5, 12, 5, 8, 4, 12, 2, 4, 3, 5, 5, 4, 3, 5,
E1l 14, 300, 4, 5, 2, 101, 5, 9, 5, 8, 5, 35, 91, 12, 11, 18, 116, 300, 7, 19, 91, 12, 11, 19, 3, 17, 4, 18, 5, 4, 13, 12,
E2 223, 300, 8 300, 2 98, 300 225 48, 135, 12 164, 52| 26, 14,| 73| 245,| 300 300 300, 52, 26 14,| 300, 6, 178, 8| 73| 14 6 65, 7

LB — Linha de Base; El - Esquivé 1, E2 - Esciuiva 2';NGC:N€10 Gesténtes Controle; NGS=N&o Gestantes eprstas é Sons de 22 kHi; GC’:Gestantes Controles; GS:Gestahtes e’xpostas a

Sons de 22 kHz.

3.1.2 Fuga
NGC NGS GC GS
F1 3, 9, 3, 4, 3, 5, 5, 7, 8, 3, 5, 6, 8, 3, 7, 5, 6, 3, 3, 13, 9, 8, 2, 3, 7, 3, 10, 3, 2, 8,
F2 12, 4, 3, 3, 3, 11, 4, 2, 3, 3, 4, 18, 3, 3, 2, 7, 16, 4, 4, 7, 6, 4, 3, 24, 13, 10, 12, 4, 12, 6,
F3 8, 12, 4, 4, 3, 2, 5, 4, 5, 4, 11, 8, 5, 4, 4, 9, 8, 12, 4, 6, 8, 8, 3, 9, 3, 16, 7, 3, 5, 4,
F1-Fugal; F1 - Fuga 2; F3 — Fuga 3;NGC=Nao Gestantes Controle; NGS=N&o Gestantes expostas a Sons de 22 kHz; GC=Gestantes Controles; GS=Gestantes expostas a Sons de 22 kHz.

3.1.3 Memoria

NGC NGS GC GS
Meméria 0,02 1,00 1,000 1,000 300 3,06 1,00 1,33 6,25 046 0,50 0,66] | | [ 051 1,00 002 1,000 198 058 21,43 0,67] 0,04 075 o016 064 1,33 012 3,
NGS=Nao Gestantes expostas a Sons de 22 kHz; GC=Gestantes Controles; GS=Gestantes expostas a Sons de 22 kHz.

3.1.4 Concentracao de serotonina

NGC NGS GC GS

Hipocampo 112,85] 145,40] 230,75] 205,21] 161,96 184,94] 152,60] 163,35 84,07 112,43 107,30] 267,34 156,04] 252,88] 230,17
Talamo 1859,08| 148,40/ 1018,12| 412,21] 210,60 224,19 139,43 1635,82 2142,78| 1646,45| 218,70 1764,13
Amigdala 166,47 154,77 173,15 176,43| 232,14 151,35/ 103,16 83,12 63,44 148,85 151,10] 160,41 58,58 238,89
SCP 628,81| 2005,04| 885,29| 259,95 261,49 57,88 264,75 377,16 431,83| 140,14 465,17
CPF 128,47| 112,43 125,63| 166,11| 436,01 438,13 226,50, 269,29 131,61 70,77 314,15 422,50] 148,83 217,10

NGS=N&o Gestantes expostas a Sons de 22 kHz; GC=Gestantes Controles; GS=Gestantes expostas a Sons de 22 kHz.

3.1.5 Concentragdo de 5-HIAA
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NGC NGS GC GS
Hipocampo 261,99 232,81 347,91| 156,98 241,63 208,05 182,74 156,00 221,44 207,34 209,78 241,20 185,78 217,27| 184,39
Talamo 845,99 872,72 703,29 1480,26 1229,58 636,51| 853,55 719,00 883,12 743,80 705,61
Amigdala 137,47| 410,57 233,13| 239,28 121,12 157,31 100,35 137,26/ 166,84 292,52 139,71 205,18 82,37| 273,26
SCP 395,84| 252,30 886,56| 864,40 114,88 1243,33 73,43 1220,11| 740,90 804,34| 1472,70| 249,34 637,82
CPF 602,82| 438,80 712,62| 770,79 761,90 562,20 539,94| 692,90 561,58| 431,22 741,88| 2030,48 684,13 448,74
NGS=Ndo Gestantes expostas a Sons de 22 kHz; GC=Gestantes Controles; GS=Gestantes expostas a Sons de 22 kHz.
3.1.6 Taxa de recuperacao de serotonina
NGC NGS GC GS
Hipocampo 232 1,60, 151 0,76] 1,49 1,12| 1,20] 0,95 2,63 1,84 1,95 0,90 1,19| 0,86 0,80
Talamo 0,46| 5,88] 6,22| 1,71| 7,03 5,48 4,56| 0,52 0,34 0,54] 3,40 0,40
Amigdala 0,83 2,65 1,35 1,36] 0,52 1,04| 0,97 1,65 2,63 1,97] 0,92] 1,28 141 1,14
SCP 0,12| 0,40 0,44 098] 0,44 4,75 1,27 4,61 0,16 2,13| 3,41] 1,78 1,37
CPF 4,69| 3,90 5,67 4,64 1,75 1,28 2,38 2,57 4,27| 6,09 2,36] 4,81] 4,60 2,07
NGS=Nao Gestantes expostas a Sons de 22 kHz; GC=Gestantes Controles; GS=Gestantes expostas a Sons de 22 kHz.
3.2 Dados da prole
3.2.1 Esquiva inibitoria
PC Pl PIA
B |5 5| 3| 2|5 7[65] 6| 2[4/]10] 4, 3/4/9/ 4| 5| 12| 9, 10,4 7| 8| 5| 8, 5| 6, 4| 4| 6| 3|6 436
E1 |6 6| 300 2|3| 22|16, 300, 4,210, 15)5|20,4,3,| 4| 78, 300, 300, 6, 4, 10| 15, 300,/ 300, 300, 300, 4| 6 7| 5[7] 8]5)7,
E2 |4, 300, 300, 21, 6, 160, 14, 300, 17,/7, 6, 104, 8, 77,5, 8, 16, 300, 300, 300, 12, 300, 7, 10, 118, 300, 300, 300, 300, 18, 12, 28, 15,/ 7,| 300,[15,)7

exposta a Sons de 22k Hz durante a fase intrauterina e na fase adulta.

LB — Linha de Base; E1 — Esquiva 1; E2 — Esquiva 2;PC=Prole Controle; PI=Prole Exposta Cronicamente intra-Utero; PA=Prole submetida a exposi¢do aguda na fase Adulta; PIA=Prole

32.2  Fuga

PC Pl PIA
F1 4, 5| 5| 3, 3| 4,| 6, 4| 6, 16, 3,| 30, 2, 3, 2,10, 6, 4, 9, 2 4, 3,| 4,| 3, 4, 4,| 3, 14, 4, 4,0 6, 3, 5| 3, 3,/ 2,10,
F2 4, 2| 2, 3| 3| 8,30, 5| 6] 8, 2,0 12, 2| 3, 2, 8| 9, 13, 8, 4 4, 3, 7,/ 14,0 10,| 13,| 3, 6,10,/ 3, 8, 3| 3| 5| 3,| 2,| 7,
F3 3| 2| 2 6] 2| 3/30] 3| 5| 5,10, 6, 27, 3,10, 3,/ 3, 7,10, 30, 4 5| 3, 4] 3| 2| 4,10, 9,10, 14, 6, 2, 4, 10,/10,] 3, 2,

F1 - Fuga 1; F1 — Fuga 2; F3 — Fuga 3;PC=Prole Controle; PI=Prole Exposta Cronicamente intra-ttero; PA=Prole submetida a exposicdo aguda na fase Adulta;
22k Hz durante a fase intrauterina e na fase adulta.

A=Prole exposta a Sons de
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3.2.3

Membébria

PC
0,71 0,2] 1,00 0,9] 50,0[ 1,8 0,7] 1,0 0,5] 0,7] 1,8 0,0

Pl
0,71 0,1 1,00 1,1] 18,7/ 1,0] 1,00 1,0[ 0,9 1,0 1.4 0,1

PA
1,1] 0,9] 0,08] 1,0 0,09] 1,0[ 0,05] [ [ []

PIA
10,5] 8,8] 0,1] 0,4] 1,1] 0,02[ [ []]]

Memdria
PC=Prole Controle; PI=Prole Exposta Cronicamente intra-Utero; PA=Prole submetida a exposicdo aguda na fase Adulta; PIA=Prole exposta a Sons de 22k Hz durante a fase intrauterina e na
fase adulta.
3.24  Concentracdo de Serotonina
PC Pl PA PIA
Hipocampo 40| 184| 167 133| 255 50[ 50| 11| 65[ 26| 36| 27| 10| 191| 195 14| 231| 135 18] 36/ 45[ 48| 36| 24| 21| 271 26| 27| 23] 22| 27 28] 21| 39 140
Talamo 51| 151) 232| 85| 127 122| 251] 348| 283| 172| 285| 130| 151| 154| 112| 168| 186| 267| 391| 195| 393| 93| 375/ 370| 184| 111| 148| 198| 229| 336| 462 155 516/ 298| 184| 360 191
Amigdala 136| 592| 146 159 69| 84| 190[ 250| 273| 390 937| 145 174| 260[ 38| 201| 408 89| 151| 252| 78| 251| 140| 113| 49| 117 73| 587| 114| 110 193] 96| 69| 223| 163| 182
SCP 809| 340| 388| 362| 684| 1397| 170| 1657| 164| 388| 99| 949| 269| 183| 362| 386 341| 383 667| 254| 523| 674 739| 607| 219| 275| 775 468| 437 630] 783 492 275
CPF 222| 73| 104| 71| 210 90| 99| 104| 262 20| 112| 122| 76| 34| 64| 99| 164| 74| 80| 77| 91| 68 225 33| 86| 73] 80| 281 71| 48 85 98] 93] 39| 89 94
PC=Prole Controle; PI=Prole Exposta Cronicamente intra-Utero; PA=Prole submetida a exposi¢do aguda na fase Adulta; PIA=Prole exposta a Sons de 22k Hz durante a fase intrauterina e na
fase adulta.
3.25  Concentracao de 5-HIAA
PC Pl PA PIA
Hipocampo 480 266| 277| 289 258| 258 233| 197| 249| 239| 419 456 203] 337 171] 254 140] 313| 243| 286| 350( 519 432| 272| 316 241 154/ 384 352| 337[ 130 444 220 422 1043
Talamo 489 817| 875 462| 860| 775 947| 780[ 793| 784| 566 324| 689] 896 454| 866| 486/ 886| 901| 675 1083[ 570 677 746| 707| 585( 690/ 761 908 808 763 606 794| 760 944 818 813
Amigdala 210[ 507 107 381 216| 140, 288| 516| 449 204| 321] 87 584 319 68| 100 51 119| 243 207 94 273] 191) 164 171] 206 176| 316/ 173] 220 331 924| 87| 577| 166| 456
SCP 2776| 381| 1868| 2365 2349 1894| 98| 3174| 358| 390 655| 539| 480 494| 1885 1795 194 2123] 2599| 2005 74| 2406| 5673 1696 82| 847| 2440| 564 1597 2339 1703 2974 482 409
CPF 579| 483] 525 573] 527 503| 588| 554 781| 130| 568 429| 720| 491 437| 519 1036 595| 503 446| 560[ 544| 637 246 593| 413| 607| 421] 501 190| 577 770 745] 365 589 625
PC=Prole Controle; PI=Prole Exposta Cronicamente intra-Utero; PA=Prole submetida a exposi¢do aguda na fase Adulta; PIA=Prole exposta a Sons de 22k Hz durante a fase intrauterina e na
fase adulta.
3.2.6  Taxa de recuperacao de serotonina
PC Pl PA PIA
Hipocampo 12,1 1,4| 1,7] 2,2| 10 52| 4,7| 18,7| 3,8 9,2| 11,8 16,7 20,3 1,8 0,9 18,5 0,6 2,3] 13,5 8,0 7,8 10,8| 12,2| 11,4 14,8/ 0,9| 59| 14,1 15,2 153| 4,8 15,6/ 10,6/ 10,9 7,4
Talamo 9,5 54| 3,8 54| 68| 64| 38| 22 28 46| 20 25 46| 58 40 52 26| 33| 23] 35 28 61 18 20 38 53 47 38 40 24 17 39 15 26 51| 23] 43
Amigdala 1,5 0,9 0,7 24 31 1,71 15 2117 05 03 06 34 12 18 0501 1316/ 08 12 11 14 15 35/ 18 24 05 15 20 1,70 970 13 26 10 25
SCP 34 1,1] 48] 6,5 34| 14/ 06/ 19 22 10, 66/ 06 18 2,752 47 06/ 56| 01 30 03] 46/ 84 23 011 39 89 0,7 3,4 54 2,71 38 38 10 1,5
CPF 2,6 66| 51 81| 25 56| 59 53| 30 65 51 35 95 144/ 69 53| 63 80] 63 58 6,1 80 28 76| 69 56/ 76 15 7,1 39 68 78 80 94| 66 6,6

PC=Prole Controle; PI=Prole Exposta Cronicamente intra-Gtero; PA=Prole submetida a exposicao aguda na fase Adulta; PIA=Prole exposta a Sons de 22k Hz durante a fase intrauterina e na

fase adulta.
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