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RESUMO

A relacao entre mae e filhote apresenta um papel de extrema importancia para
mamiferos, dado a importancia do cuidado e da aproximacdo materna nos
primeiros dias de vida. Eventos traumaticos nesse periodo podem prejudicar o
desenvolvimento fisiologico e psicolégico dos filhotes, podendo causar
alteracdes em curto e longo prazo. A privacdo maternal (PM) é um protocolo bem
estabelecido e utilizado para investigar alteracdes tanto neurobiolégicas quanto
comportamentais, como o0s transtornos de ansiedade. Ao mesmo tempo, vem
sendo demonstrado que protocolos de enriquecimento ambiental (EA)
promovem numerosos beneficios sensoriais, motores e cognitivos em animais
de laboratério, podendo ser utilizado na tentativa de intervir em alteracfes
provocadas por eventos adversos poOs-natais e prevenir a ocorréncia de
transtornos psiquiatricos na idade adulta. Nesse contexto, buscamos avaliar as
implicagBes do enriquecimento ambiental como estratégia para prevencao dos
efeitos provocados pela privacdo maternal sobre comportamentos de ansiedade
e sobre a expressdo génica de componentes do sistema serotoninérgico. Para
tanto, ratos Wistar machos foram privados da presenca materna durante dois
periodos de 24 horas, nos dias pds-natal (DPN) 11 e 13. Os animais néo privados
foram mantidos sob minimas condi¢cdes de manipulacédo. Apds o desmame, no
DPN 21, esses animais foram submetidos ao enriqguecimento ambiental ou a
condi¢bes padrdo de alojamento, assim permanecendo até o inicio da idade
adulta. No DPN 60 foram iniciados os testes comportamentais de ansiedade,
sendo eles: labirinto em T elevado (LTE), campo aberto (CA), teste de odor de
predador (TOP); e teste de memaria aversiva, o teste de esquiva inibitoria. Ao
final dos testes comportamentais, 0s animais foram eutanasiados para obtencéo
das estruturas amigdala e nucleo dorsal da rafe. A expressdo de mRNA dos
componentes do sistema serotoninérgico: 5-HT1A, 5-HT2A, 5-HT2C, SERT e
TPH2, foram avaliados em ambas as estruturas. Observamos no LTE que a PM
aumentou o tempo de esquiva 1, enquanto o enriqguecimento aumentou o tempo
de esquiva 2, sem alteracdes relacionadas a fuga. A PM n&o provocou mudancas
no CA, mas o EA diminuiu a atividade locomotora em todos os parametros
avaliados. A PM também néo provocou alteragdes no TOP, entretanto o EA

causou diminuicdo do tempo no compartimento escondido e aumento do tempo



de investigacdo da fonte do odor. Nenhuma das condi¢des provocou alteracéo
no teste de esquiva inibitoria. Além disso, nem a PM, nem o EA provocaram
alteracdes na expressdao de mRNA de componentes do sistema serotoninérgico
na amigdala e no nucleo dorsal da rafe. Podemos concluir que ambas as
condicdes provocam efeitos ansiogénicos sem alterar a memaria aversiva, mas
apenas o EA altera a resposta a novos ambientes e contextos, e apesar do
notorio envolvimento da rafe dorsal e da amigdala com a ansiedade, a
neurotransmissao serotoninérgica nestas estruturas nao é alterada pela privacao

maternal e pelo enriquecimento ambiental.

Palavras-chave: Privacdo maternal. Ansiedade. Enriquecimento ambiental.

Sistema serotoninérgico.



ABSTRACT

The relationship between mother and its pups is extremely important for
mammals, given the importance of maternal care and attachment in the first days
of life. Traumatic events during this period may impair physiological and
psychological development, potentially causing short- and long-term changes.
Maternal deprivation (MD) is a well-established protocol used to investigate both
neurobiological and behavioral changes such as anxiety disorders. It has been
demonstrated that environmental enrichment (EE) protocols promote humerous
sensory, motor, and cognitive benefits in laboratory animals, and may be used to
intervene in changes caused by postnatal adverse events and to prevent the
occurrence of psychiatric disorders in adulthood. In this context, we evaluated the
implications of EE as a strategy to prevent the maternal deprivation effects on
anxiety behaviors and gene expression of the serotonergic system components.
Male Wistar rats were deprived of maternal presence during two 24-hour periods
on 11" and 13" postnatal days (PND). Non-deprived animals were kept under
minimal manipulation conditions. In 21" PND, after weaning, the animals were
submitted to EE or standard housing conditions, and there remained until early
adulthood. In 60" PND, we initiated the behavioral anxiety tests: T-maze test,
open field (OF), predator odor test (POT); and inhibitory avoidance test. After
that, the animals were euthanized to obtain the amygdala and dorsal raphe
nucleus. mRNA expression of the serotonergic system components (5-HT1AR,
5-HT2AR, 5-HT2CR, SERT and TPH2) were evaluated in both structures. We
observed in the T-maze that the MD increased the avoidance time 1, while the
enrichment increased the avoidance time 2, without changes in escape latencies.
MD did not cause changes in OF, but EE decreased the locomotor activity in all
evaluated parameters. MD also did not altered behavior in the POT, but EE
decreased the time in the hidden compartment and increased the investigation of
the odor source. None of the treatments caused changes in the inhibitory
avoidance test. Neither MD nor EE caused changes in mRNA expression of
serotonergic system components in the amygdala and dorsal raphe nucleus. We
can conclude that both treatments induce anxiogenic effects without altering
aversive memory, but just EE alters the response to new environments and

contexts. Despite the well established involvement of dorsal raphe and amygdale



with anxiety, the serotonergic neurotransmission in these structures is not altered
by maternal deprivation or environmental enrichment.

Keywords: Maternal deprivation. Anxiety. Environmental enrichment.
Serotonergic system.
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REVISAO DA LITERATURA

1. Relagdo de apego entre mée e filhote

As experiéncias dos primeiros anos de vida s&o determinantes para o
desenvolvimento psicolégico, fisiologico e social dos individuos, sendo as
relacbes parentais, principalmente entre as maes e seus filhotes,
importantissimas para esse desenvolvimento. A relacdo entre mae e filhote, em
humanos e outras espécies de mamiferos, possibilita o desenvolvimento e
sobrevivéncia do recém-nascido, apresentando a funcao evolutiva de protecéo
e, fornecimento de calor e alimento ao filhote (SULLIVAN, 2003).

O psiquiatra inglés John Bowlby dedicou-se a estudar os efeitos do
cuidado materno sobre criangas em seus primeiros anos de vida, e evidenciou
os efeitos adversos ao desenvolvimento atribuidos ao rompimento na interacédo
com a figura materna durante a primeira infancia. Em suas obras, Bowlby relata
gue o relacionamento da crianga com o0s pais € instaurado através da resposta
destes aos primeiros sinais inatos realizados pelos bebés, que demandam
proximidade. Ao longo do tempo, um vinculo afetivo se desenvolve devido tanto
ao desenvolvimento da capacidade cognitiva e emocional do bebé quanto aos
procedimentos de cuidado e responsividade dos cuidadores. Esse cuidado
recebido forma uma das ideias centrais da teoria do apego, de que as primeiras
relacdes estabelecidas na infancia afetam o estilo de apego do individuo ao
longo de sua vida (BOWBLY, 1982).

Na pratica clinica, a importancia da aproximacao entre mae e bebé é
exemplificada pelo Método Canguru. Esse método foi inicialmente proposto na
Colébmbia, no Instituto Materno Infantil de Bogota, como proposta de melhorar os
cuidados prestados ao recém-nascido pré-termo naquele pais, visando reduzir
0s custos da assisténcia perinatal e promover o desenvolvimento do neonato
(REY & MARTINEZ, 1983). Atualmente, no Brasil, a aplicacdo do Método
Canguru € iniciada quando existe a necessidade de permanéncia do neonato em

Unidade de Terapia Intensiva Neonatal. Nesse caso, 0s pais séo estimulados a
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entrar nesses locais e estabelecer contato pele a pele com o bebé, de forma
gradual e crescente, de maneira segura e agradavel para ambos.

O Método Canguru é um modelo de assisténcia perinatal voltado para a
melhoria da qualidade do cuidado. Esse método reduz o tempo de separacao
entre mae e recém-nascido e favorece o vinculo entre eles, o que permite um
controle térmico adequado, contribui para a reducdo do risco de infeccdo
hospitalar, reduz o estresse e a dor do recém-nascido, aumenta as taxas de
aleitamento materno e melhora a qualidade do desenvolvimento
neurocomportamental e psico-afetivo do recém-nascido (CHARPAK et al., 1997;
TESSIER et al., 1998; WORKU & KASSIE, 2005).

Em modelos animais, a importancia do cuidado materno é demonstrada
por estudos de estimulacao neonatal (handling). A estimulacéo neonatal consiste
em separar as maes dos filhotes por poucos minutos, o que aumenta o tempo
de cuidado dos filhotes quando estes retornam ao contato com a mae. O maior
cuidado das méaes, com aumento no niumero de lambidas e maior intera¢cdo com
o filhote, melhora o desenvolvimento de estruturas encefélicas, o desempenho
em tarefas cognitivas, e causa menor reatividade ao estresse na vida adulta (LIU
et al., 1997; LIU et al., 2000; MEANEY, 2001).

2. Desenvolvimento do sistema nervoso

O periodo perinatal corresponde a um periodo extremamente delicado
para o desenvolvimento de filhotes, visto que nessa fase diversos sistemas
continuam seu processo de maturacédo, em especial o sistema nervoso central
(SNC) (DUBQOIS et al., 2014). A etapa mais vulneravel para o desenvolvimento
do SNC, chamado de “periodo critico de crescimento cerebral”’, consiste no
periodo de pico de atividade de eventos especificos, nos quais ocorre 0s
processos de neurogliogenese, migracdo e diferenciacdo celular. Nos seres
humanos esse periodo vai do terceiro trimestre da gestacdo até o segundo ou
terceiro ano de vida, e em ratos desde o nascimento até o fim do aleitamento
(p6s-natal), em torno do 21° dia (DOBBING, 1968; MORGANE et al., 2002).

O cérebro ndo é um 6rgdo homogéneo, e por ser formado por varias

estruturas e regifes, cada uma possui seu ritmo de crescimento. Morgane e
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colaboradores (1993) afirmam que cada regido cerebral, com suas diferentes
histologias, segue uma sequencia de desenvolvimento temporal precisa e
planejada, tendo desta forma seu préprio periodo critico de crescimento. Em
geral, a histogénese do SNC em todos os mamiferos € desenvolvida em trés
principais estagios: proliferacdo, migracdo e diferenciacdo. Qualquer
perturbacao nesses estagios de desenvolvimento poderé ocasionar prejuizos na
formacdao de circuitos neurais (SCHMIDT et al., 2002; FAN et al., 2011).

3. Estresse neonatal

Considerando a importancia da aproximacédo e do cuidado materno no
inicio da vida, a exposicdo ao estresse durante o periodo pds-natal, pode causar
consequéncias duradouras para os filhotes que podem perdurar por toda a vida.
Nesse contexto, 0 estresse neonatal consiste em um modelo experimental que
mimetiza experiéncias traumaticas no periodo perinatal, como maus tratos,
negligéncia, violéncia fisica, violéncia psicolégica ou abandono (HEIM &
NEMEROFF, 2001; SANCHEZ et al., 2001; LAMBAS-SENAS et al., 2009).

As alteragdes provocadas pelo estresse neonatal podem ser evidenciadas
em diversos protocolos de intervencdes durante este periodo, e podem variar
desde poucos minutos de separacédo entre a genitora e os filhotes (a chamada
manipulacdo neonatal), separacdo maternal (SM) de 3 a 6 horas diarias, ou
mesmo um periodo continuo de 24 horas de privacdo maternal (PM) (HEIM &
NEMEROFF, 2001).

3.1 - Privacdo maternal

A privacdo maternal é um protocolo bem estabelecido e utilizado para
investigar alteracdes neurobioldégicas e comportamentais, associadas com
doencas relacionadas ao estresse (MARCO et al., 2015). Uma extensa literatura
investiga as consequéncias de curto e longo prazo da privacdo maternal e o

mecanismo pelo qual exercem seus efeitos.

Inicialmente, a PM se estabeleceu como um modelo para estudo de

alteracdes no eixo hipotalamo-hipéfise-adrenal em resposta ao estresse (ROTS
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etal., 1996; VAN OERS et al.,1997). Atualmente, a PM se constitui de um modelo
de estresse precoce adequado para a investigacdo de disturbios psiquiatricos
com origens no desenvolvimento, como esquizofrenia e depressdo, e como um
modelo para a investigacdo das implicacbes de uma interrupcdo do
desenvolvimento cerebral (ELLENBROEK et al.,1998; LI et al., 2009; MARCO et
al., 2015).

Diferentemente dos protocolos de separacdo maternal, a privacao
maternal ndo se constitui apenas de um modelo de estresse de separagao da
mae do filhote. Nesse modelo existe uma combinacdo de fatores estressores
gue contribuem para as alteragcdes encontradas nesses animais. Os animais
submetidos a PM permanecem por 24 horas sem cuidado materno, entretanto,
ao retornarem ao contato com a mae, recebem maior cuidado e protecéo, o que
por si poderia compensar os efeitos da PM (MACRI et al., 2008). Porém, somado
a isso, durante o periodo de PM os animais sofrem déficits nutricionais que
causam prejuizos para o desenvolvimento, uma vez que a falta de alimentacéo
durante esse periodo contribui para a diminui¢do do indice glicémico e dos niveis
de leptina, resultando em alteracbes metabdlicas e hormonais especificas
(VIVEROS et al., 2010). Além disso, a diminuicdo da temperatura corporal,
devido a falta de um sistema de regulacdo térmica maduro nos neonatos,
também pode contribuir para os efeitos observados pela PM (ZIMMERBERG &
SHARTRAND, 1992). Dessa forma, cada estressor pode atuar como um fator

crucial para este modelo animal do estresse na infancia.

Além dos efeitos estressores provocados pelo periodo longo de PM, o dia
em que a privagdo ocorre também é considerado um fator determinante dos
efeitos comportamentais por ela induzidos. Diversos autores realizam a PM em
dias diferentes e observam, consequentemente, diferentes resultados.
Ellenbroek e colaboradores (1998), por exemplo, compararam os efeitos da PM
nos dias pos-natal 3, 6 e 9 em reacdes de inibicdo pré-pulso, habilidade
comprometida em portadores de esquizofrenia. Nesse estudo, foram observados
gque todos os dias de PM foram capazes de provocar reducdo das reacdes de
inibicdo pré-pulso, embora nos dias 6 e 9 os efeitos tenham sido mais visiveis.

Esses autores atribuem os achados a hipotese de que a privacdo materna
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provoca hiperatividade do sistema dopaminérgico, o que é evidenciado na clinica

em pacientes esquizofrénicos.

Van Oers e colaboradores (1997), também observaram diferencas ao
comparar os efeitos de diferentes dias de PM. Os autores realizaram a PM nos
dias 3, 7 e 11 e avaliaram os niveis de hormdnio adenocroticotréfico (ACTH) e
corticosterona frente a um estimulo estressor, no 20° dia de vida, além de
avaliarem os niveis de receptores de glicocorticoides (RG) no nucleo
paraventricular do hipotalamo (NPH) e no hipocampo. Nesse estudo, filhotes
privados no DPN 3 apresentaram maior secrecao de ACTH em comparagao com
os demais dias de PM, enquanto filhotes privados nos DPNs 7 e 11 secretaram
menos ACTH que os animais controle. N&o houve diferenca entre os dias de PM
com relagdo aos niveis de corticosterona. Entretanto, foi observada uma
“downregulation” para a expressao dos RG em todos os dias de PM no NPH,
enguanto no hipocampo essa diferenca foi observada apenas na PM nos DPNs
7 e 11. Esses achados sado atribuidos ao periodo de estresse neonatal,
entretanto, a magnitude desses efeitos é dependente da idade em que a privacao
materna é realizada. Pode-se concluir, entdo, que de fato o dia em que a
privacdo maternal ocorre pode ocasionar diferentes alteracdes bioquimicas e

comportamentais.

3.2 - Consequéncias comportamentais da privagcdo maternal

Diversos estudos evidenciam que a privacdo maternal pode induzir
alteracées comportamentais de curto e longo prazo. Esses efeitos ainda séo
controversos, e por isso sao bastante abordados na literatura. Por exemplo,
diferentes resultados séo relatados com relacao a ansiedade no teste de labirinto
em cruz elevado (LCE). Em estudos com animais adolescentes, submetidos a
PM no DPN 9, e posteriormente avaliados no LCE, ndo foram observadas
alteracdes (LLORENTE et al., 2011; MARCO et al., 2013); entretanto, naqueles
em que foram avaliados animais na idade adulta observou-se um aumento
significativo no tempo gasto explorando os bragos abertos do labirinto, sugerindo
um efeito ansiolitico provocado pela PM (LLORENTE-BERZAL et al., 2011;
BURKE et al., 2013). Por outro lado, estudos com a PM no DPN 11 indicaram
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aumento de comportamentos de ansiedade, observados no teste do labirinto em
cruz elevado (FATURI et al., 2010; NETO, et al., 2012).

Recentemente, em nosso grupo de estudo, observamos diferencas
consideraveis nos dias em que a PM ocorre (APENDICE). Realizamos
experimentos em que diferentes grupos de animais foram submetidos a dois
periodos de PM cada, nos dias p6s-natal 9 e 11 e ainda nos dias pos-natal 11 e
13. Observamos diferencas comportamentais significativas nesses dois
protocolos. A PM nos dias 9 e 11 aumentou comportamentos tipo-panico no teste
do labirinto em T elevado, comportamentos que nao foram alterados pela PM
nos dias 11 e 13.

Além disso, dados da literatura sugerem que a atividade locomotora
também pode ser dependente da idade de realizacdo do teste e do dia em que
a PM ocorre. Llorente et al. (2007). realizaram a PM no DPN 9 e observaram
diminuicao da atividade locomotora em animais adolescentes, avaliadas no LCE.
Esses autores atribuiram esses resultados a uma reducédo na capacidade de lidar
com situacdes de estresse, tais como a exposi¢céo ao labirinto. Por outro lado,
Burke et al. (2013) e Rentesi et al. (2013), também realizando a PM no DPN 9,
observam aumento da atividade locomotora em animais adultos. Pouco tempo
atras, observamos que dois dias de PM, nos DPNs 9 e 11 e nos DPNs 11 e 13,
alteram de forma diferenciada o comportamento de animais adultos no teste do
campo aberto. Nossos resultados demonstraram que a PM nos dias 11 e 13
aumentou a distancia total percorrida e a distancia percorrida na periferia,
gquando comparado a animais controle e animais PM nos dias 9 e 11
(APENDICE). Esses comportamentos podem estar relacionados a agitacio
psicomotora observada em distlrbios neuropsiquiatricos, como déficit de
atencao e hiperatividade, transtorno bipolar ou, ainda, esquizofrenia (POWELL
& MIYAKAWA, 2006).

Portanto, existem resultados controversos com relacdo a ansiedade e
atividade locomotora, 0 que pode estar relacionado com o dia em que a PM
maternal ocorre, e também com a idade em que os testes sao realizados. Esses
resultados estdo possivelmente relacionados a alteracdes especificas em

sistemas encefalicos responsaveis por esses comportamentos.
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3.3 - Consequéncias neuroquimicas da privacdo maternal

Estudos indicam que um Unico episodio de PM é capaz de modificar o
peso corporal e o estado energético de animais, induzindo reducédo duradoura
no peso corporal de machos e fémeas durante a infancia, adolescéncia e até o
inicio da idade adulta (ELLENBROEK et al., 2005, LLORENTE et al., 2007,
MARCO et al., 2013, BURKE et al., 2013). Corroborando esses resultados,
recentemente observamos que dois dias da PM, nos dias pos-natal 9 e 11 e
também nos dias pds-natal 11 e 13, alteram o peso corporal, quando comparado
a animais controle e animais submetidos ao estresse de separacao maternal, até
o inicio da idade adulta, (Lima, R. M. L. dados ndo publicados). Além disso,
estudos indicam que a PM reduz drasticamente os niveis de leptina circulante
(VIVEROS et al., 2010), ao mesmo tempo que estudos sugerem que a PM causa

uma diminui¢do na ingestdo de alimentos (MELA et al., 2012).

Em roedores, a separacdo de um filhote de sua mde aumenta as
respostas comportamentais e endocrinas ao estresse, e o0s efeitos induzidos pela
PM podem resultar, pelo menos em parte, do aumento nos niveis de

glicocorticoides induzidos pelo evento de separacao (MARCO et al., 2015).

O eixo hipotadlamo-hipéfise-adrenal (HHA) controla as respostas do
organismo ao estresse. O hormonio liberador de corticotrofina (CRH), principal
regulador do eixo HHA, é produzido no ndcleo paraventricular do hipotdlamo e
liberado na circulacdo portal hipofisaria, atuando sobre a hipofise anterior. A
ligacdo do CRH em seus receptores induz a liberagdo de ACTH. O ACTH, por
sua vez, estimula a sintese e liberagéo de corticosterona (CORT) na supra-renal
de ratos (SMITH & VALE, 2006). Entretanto, durante as duas primeiras semanas
de vida, existe um periodo de hiporresponsividade ao estresse, ou seja, um
periodo de baixa resposta da glandula adrenal para a producdo de
glicocorticoides, o que garante o desenvolvimento adequado do sistema nervoso
central (SAPOLSKY & MEANEY, 1986). Eventos estressantes, como a privacao
maternal, podem desinibir o eixo HHA, elevando a corticosterona, o que pode
provocar mudangas duradouras no SNC desses animais, principalmente no
controle do eixo HHA (OITZL et al., 2010; LAJUD et al., 2012).
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A hiperatividade do eixo HHA esta relacionada diversas alteracfes de
longo prazo, como o aumento dos niveis plasmaticos de ACTH e de
corticosterona em resposta a estimulos estressores (LEVINE et al., 2001;
LLORENTE et al., 2008; VIVEROS et al., 2010), além de ter sido associada a
doencas como a depressédo, dada a observacao de fenétipo depressivo no teste
de nado forgcado tanto em animais adolescentes quando em adultos (LLORENTE
et al., 2007; ZAMBERLETTI et al., 2012).

Além disso, a PM foi inicialmente considerada como um modelo para a
investigagcdo da esquizofrenia, muitos estudos focaram nos efeitos da PM na
neurotransmissédo dopaminérgica, e observaram que o sistema dopaminérgico
mesolimbico pode, pelo menos em parte, mediar os resultados eliciados pela PM
(ELLENBROEK & COOLS, 2000; ELLENBROEK et al., 2005). Estudos recentes
observaram aumento no turnover de dopamina em areas como estriado, cortex
pré-frontal e amigdala em animais submetidos a PM, o que pode causar
alteracdes na atividade locomotora e também na impulsividade (RENTESI et al.,
2013). Além disso, Ellenbroek e Cools (2000) observaram que animais adultos
apresentam vulnerabilidade aos efeitos de agentes dopaminérgicos, como

apomorfina e anfetamina.

Além de alteracbes no peso corporal, na resposta ao estresse e no
sistema dopaminérgico, estudos vém demostrando que a PM no dia pés-natal
13 é capaz de provocar alteracdes especificas no desenvolvimento do sistema
endocanabindide, como aumento do 2-araquidonil glicerol (2-AG), alteracdo na
expressao de enzimas responsaveis pela sintese ou degradacéo de 2-AG, além
de diminuicdo da expressado do receptor hipocampal CB1 nesses animais
(LLORENTE et al., 2008; MARCO et al.,, 2011). Ao mesmo tempo, estudos
indicam um aumento nos niveis de expressao do receptor CB2 (SUAREZ, et al.,
2009; SUAREZ, et al., 2010). O sistema endocanabindide modula diversas
fungbes cerebrais, que incluem ansiedade, medo e humor, atuando através de
sua liberacdo em neurbnios pos-sindpticos, que reagem a liberacdo de
neurotransmissores classicos em terminais pré-sinapticos (MOREIRA & LUTZ,
2008), o que também poderia estar contribuindo para as alteracbes
comportamentais e em outros sistemas encefalicos, encontradas em estudos

com a privagao maternal.
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Com relagdo ao sistema serotoninérgico, os resultados ainda séo
controversos, Rentesi et al (2010), por exemplo, realizaram PM no DPN 9 e
avaliaram, na idade adulta, os niveis de corticorterona e ACTH, atividade
serotoninérgica no hipocampo e no hipotalamo, além de comportamentos
relacionados a ansiedade. Nesse estudo, os autores observaram que a PM
provocou diminui¢cdo do peso corporal, aumento da atividade serotoninérgica no
hipotalamo, dos niveis plasmaticos de corticosterona e ACTH, bem como de
comportamentos relacionados a ansiedade. De fato, a reduc¢éo do peso corporal
esta diretamente relacionada ao aumento da atividade serotoninérgica
hipotalamica, uma vez que essa desempenha um importante papel no controle
da ingesta alimentar. Além disso, o aumento da atividade serotoninérgica no
hipocampo, somado aos niveis de CORT e ACTH podem contribuir para o

desenvolvimento de transtornos de ansiedade na idade adulta.

Rentesi et al (2013) também avaliaram os niveis de serotonina e seus
metabdlicos no cértex pré-frontal, amigdala e estriado, em animais adultos que
foram submetidos a PM no DPN 9, e observaram uma diminuicdo no contetdo
de serotonina (5-HT) no cértex pré-frontal e na amigdala, ao mesmo tempo em
qgue houve diminuicdo da expressdo do receptor 5-HT2a no corpo estriado e
aumento na amigdala. Em contraste, Llorente et al. (2010) avaliaram os efeitos
do PM nos niveis de serotonina no cortex pré-frontal, hipocampo, estriado,
mesencéfalo e cerebelo de animais adolescentes, e observaram aumento dos
niveis de 5-HT em todas as regides estudadas, com excec¢ao do cerebelo. Esses
achados corroboram o0s resultados encontrados em comportamentos

relacionados a ansiedade.

De acordo com o acima exposto, é possivel observar uma ampla gama de
resultados relacionados aos efeitos de longo prazo da PM no DPN 9. Sabendo
que as duas primeiras semanas de vida sdo extremamente delicadas para
filhotes, a PM realizada em outros dias desse periodo pode potencialmente
provocar alteragcdes duradouras, sendo estes, portanto, possiveis alvos de

investigacao.

Além disso, resultados prévios de estudos pilotos em nosso laboratorio,

(APENDICE), demonstram que a associac¢éo de dois dias de PM, nos DPNs 11
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e 13, podem causar alteracdes especificas na esquiva inibitoria, no teste do
labirinto em T elevado, e na atividade locomotora, no teste do campo aberto.
Sendo assim, a PM realizada nos DPNs 11 e 13 constitui um alvo interessante
para a investigacdo dos efeitos neuroquimicos e comportamentais do estresse

neontal.

4. Transtornos de ansiedade

A ansiedade pode ser definida como um estado emocional subjetivo de
apreensdo ou tensdo, cuja manifestacdo pode envolver alteracdes
comportamentais e fisiolégicas, como taquicardia, sudorese, tensdo muscular,
irritabilidade inquietacdo e perturbacéo do sono (BRANDAO, 2001; GRAEFF,
1999). Sabe-se que ansiedade se constitui como uma emocgao presente no
cotidiano, que favorece o desempenho do individuo em suas atividades diarias.
Entretanto, pode assumir um carater patolégico quando ocorre de maneira
exacerbada, podendo comprometer ou incapacitar a execucao de atividades
psiquicas e ou motoras (BRANDAO, 2001; GRAEFF, 2004).

Os transtornos de ansiedade incluem transtornos que compartilham
caracteristicas de medo e ansiedade excessivos e perturbacdes
comportamentais relacionados a eles. O medo € a resposta emocional a ameaca
iminente real ou percebida, enquanto ansiedade, por sua vez, é considerada
como a antecipacdo de uma ameaca futura. De fato, esses dois estados se
sobrepdem, porém existem diferenca entre eles. O medo € associado a periodos
de excitabilidade autondémica aumentada, necesséaria para luta ou fuga,
pensamentos de perigo imediato e comportamentos de fuga, enquanto a
ansiedade é mais frequentemente associada a tensdo muscular e vigilancia em
preparacao para perigo futuro e comportamentos de cautela ou esquiva (DSM-
V, 2013).

Os transtornos de ansiedade se diferenciam do medo ou da ansiedade
adaptativos por serem excessivos ou persistirem além de periodos apropriados
ao nivel de desenvolvimento. Segundo a classificacdo mais recente dos
transtornos mentais publicada na quinta edicdo do Manual Diagnostico e
Estatistico de Transtornos Mentais (DSM), os transtornos de ansiedade podem

ser agrupados nas seguintes categorias:
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e Transtorno de ansiedade de separacéo;
e Mutismo seletivo;

e Fobia especifica e social;

e Transtorno do panico;

e Agorafobia;

e Disturbios de ansiedade generalizada.

Sao de interesse especial para o presente trabalho a ansiedade
generalizada e o transtorno de panico. O transtorno de ansiedade generalizada
é classificado como um estado de excessiva ansiedade ou apreensao com
duracdo de mais de seis meses, e acompanhado dos sintomas de inquietacao,
fadiga, dificuldade de concentracdo, irritabilidade, tensdo muscular e/ou
perturbacdes do sono. Segundo o DSM-V, a intensidade, duracdo ou frequéncia
da ansiedade e preocupacdo € desproporcional a probabilidade real ou ao

impacto do evento antecipado.

O transtorno de panico, por sua vez, € caracterizado por ataques de
panicos recorrentes e inesperados, com surtos abruptos de medo ou desconforto
intenso durante o qual ocorrem sintomas como palpitacbes, taquicardia,
sudorese, sensacfes de falta de ar ou sufocamento, e medo de morrer. Um
ataque de panico é considerado como um surto abrupto de medo ou desconforto
intenso, que alcangca um pico em minutos e durante o qual ocorrem 0s sintomas
supracitados. Os ataques panico podem ocorrer de modo inesperado ou
esperado. O termo inesperado esta relacionado ao fato de um ataque de péanico
ocorrer sem um indicio ou desencadeante 6bvio. Em contraste, os ataques de
panico esperados sao ataques para 0s quais existe um indicio ou desencadeante
Obvio, como uma situacdo em que os atagues de panico ocorrem geralmente
(DSM-V, 2013).

Dados epidemiolégicos da Organizacdo Mundial de Saude mostram que,
em alguns paises, como o Brasil, Canada, Holanda e Turquia, o transtorno de
ansiedade € mais prevalente do que os transtornos de humor e abuso de drogas
(WHO, 2000). Outro estudo, reunindo dados epidemiologicos de 24 paises,
apontou que cerca 30% dos habitantes da Regido Metropolitana de Sao Paulo

apresentam transtornos mentais, sendo essa prevaléncia a mais alta registrada
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em todas as areas pesquisadas. Os transtornos de ansiedade foram os mais
comuns, afetando 19,9% dos entrevistados (KESSLER & USTUN, 2008;
ANDRADE et al., 2012).

Muitos esforcos tém sido empregados na tentativa de compreender os
componentes neuroquimicos envolvidos nos transtornos da ansiedade, ja que
varias substancias neurotransmissoras tém sido relacionadas a mediacdo ou
modulacdo da expressdo de comportamentos de defesa, como o acido gama-
aminobutirico (GABA), o glutamato e a serotonina. A serotonina, por exemplo,
vem sendo relacionada a modulagdo desses comportamentos, principalmente
porque compostos que inibem sua recaptacdo sao eficazes no tratamento de
ansiedade generalizada e transtorno de panico (para revisdo ver GRAEFF &
ZANGROSSI, 2010).

5. Neurotransmisséo serotoninérgica

A serotonina, ou 5-hidroxitriptamina (5-HT), € um neurotransmissor,
pertencente a classe de indolaminas que esta envolvida na regulacdo de uma
ampla variedade de funcdes fisiologicas, tanto no sistema nervoso quanto em
outros sistemas periféricos. No sistema nervoso central, a 5-HT esté relacionada
com a modulagcédo do humor, sede, fome, sono e da temperatura corporal. Desta
forma, alteracbes na sua homeostase estdo relacionadas a uma série de
condicdes fisiopatolégicas (JACOBS & AZMITIA, 1992).

A 5-HT foi descoberta por Vittorio Ersparmer em trabalhos realizados na
década de 30, que relacionavam substancias provenientes das células
enterocromafins do intestino de diversas espécies animais. Esta substancia foi
chamada inicialmente de enteramina, e tinha a capacidade de aumentar o tdnus
da musculatura lisa. Posteriormente, Rapport e colaboradores (1948)
identificaram uma substancia no soro bovino também com propriedade de
aumentar o tdbnus muscular liso, e denominaram-na serotonina. Mais tarde,
essas duas substancias foram identificadas como sendo a 5-hidroxitriptamina,
concluindo que era a mesma substancia (ERSPAMER & ASERO, 1952). Em

1953, Twarog & Page descobriram que a serotonina atuava como um mediador
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quimico no sistema nervoso central apds identificarem a presenca desta

substancia em extratos de tecido cerebral de ratos e coelhos.

A 5-HT é sintetizada a partir da hidroxilagdo do aminoacido essencial L-
triptofano pela enzima triptofano hidroxilase (TPH), originando o composto 5-
hidroxi-L-triptofano (figura 1), etapa limitante da reacéo. A seguir, a L-aminoacido
aromatico descarboxilase converte o 5-hidroxitriptofano em 5-HT. A 5-HT é
concentrada e armazenada no interior de vesiculas localizadas nos axonios,
corpos celulares e dendritos, e liberada quando necessario (para uma revisao,
ver FRAZER & HENSLER, 1999).

A enzima TPH é regulada por retroalimentacao inibitdria através de auto-
receptores. Foram identificadas duas isoformas envolvidas na sintese de 5-HT,
a TPH1, identificada em tecidos extraneuronais e TPH2, presente principalmente
no SNC (WALTHER, PETER, BASHAMMAKH et al., 2003). A formacédo da 5-HT
é limitada as células que contém a enzima TPH, ou seja, plaquetas, células
enterocromafins, e grupos de neurénios encefalicos localizados principalmente
na ponte e no mesencéfalo, organizados em conjuntos denominados de nucleos
da rafe (DAHLSTROM & FUXE, 1964; HAGEN & COHEN, 1966; TYCE,1990).
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Figura 1: Sintese de serotonina (adaptado de Goodman & Gilman, 122 edic&o).

Apoés sua sintese, a 5-HT é transportada para vesiculas sinapticas por
intermédio do transportador de monoaminas vesicular (VMAT, sigla do inglés

“vesicular monoamine transporter’), um transportador inespecifico de
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monoaminas (WIMALASENA, 2011). A neurotransmissdo € iniciada por um
potencial de acao no neurénio pré-sinaptico, que provoca a fusédo das vesiculas
sinapticas com a membrana plasmaética através de um processo dependente de
Ca2+. Por fim, a 5-HT é reciclada na fenda sinaptica, de volta ao neurdnio pré-
sinptico por um transportador especifico, o transportador de serotonina (SERT).
Quando a 5-HT retorna ao citoplasma do neurbnio pré-sinaptico, pode ser
transportado para vesiculas através do VMAT ou sofrer degradacéo pelo sistema
de monoamina oxidase (MAO), (SANDERS-BUSH & HAZELWOOG, 2012).
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Figura 2: Sintese e degradacao de serotonina (Golan, 92 edi¢&o).

A 5-HT exerce suas a¢Oes em sistemas fisiologicos através da interacao
com seus receptores. Foram identificadas sete familias de receptores (5-HT1 —
5-HT7) com pelo menos 15 diferentes subtipos. Em sua maioria estao acoplados
a proteinas G, com excec¢dao do receptor 5-HT3 que € um receptor ligado a canal
ibnico (HOYER, CLARKE et al., 1994). Os corpos celulares dos neurdnios

serotonérgicos se iniciam no tronco cerebral, nos nucleos da rafe, e se projetam
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para muitas areas do cérebro, como o cértex, os ganglios basais, o cerebelo e
areas limbicas como hipocampo e amigdala, e medula espinhal (VISSER et al.,
2011). Os receptores 5-HTia, 5-HT2a e 5-HT2c parecem intimamente
relacionados a depressao e transtornos de ansiedade, o que é indicado tanto
pelas suas localizagbes quanto pela acdo de farmacos nesses receptores
(GRAEFF et al.,1996; GRAEFF & ZANGROSSI, 2010).

6. Papel da Serotonina nos Transtornos de Ansiedade

As primeiras evidéncias do envolvimento do sistema serotoninérgico na
ansiedade foram obtidas em testes comportamentais relacionados a conflitos.
Nestes modelos, um comportamento operante, como pressionar uma barra, é
estimulado pela apresentacdo de uma recompensa, a0 mesmo tempo em que
pode ser suprimido por estimulos aversivos, como um choque nas patas. Desta
forma, um comportamento é ao mesmo tempo recompensado e punido, gerando
conflito (GELLER & SEIFTER, 1960).

Drogas que reduzem a acao da 5-HT liberam o comportamento punido,
enquanto drogas que aumentam a acgdo da 5-HT acentuam a supresséo de
comportamentos induzidos por punicdo (GELLER, 1970; GRAEFF, 2002). Stein
e colaboradores, em 1975, sugeriram que a 5-HT facilitaria a supresséo
comportamental devido a sua acdo em estruturas prosencefélicas, como a
amigdala, bem como no nucleo dorsal da rafe e na substancia cinzenta
periaquedutal (SCPA), regides nas quais a 5-HT desempenharia um papel
ansiogénico. Entretanto, estudos posteriores verificaram que, de fato a
serotonina exercia um efeito ansiogénico no prosencéfalo, que nao era
observado na SCPA, uma vez que a estimulacdo de receptores da 5-HT na
SCPA, por meio de agonistas, inibe a fuga induzida pela estimulacdo desta
regido. Considerando a fuga como um comportamento relacionado a ansiedade,
a 5-HT exerce um papel ansiolitico na SCPA (GRAEFF et al., 2002).

Em resumo, a 5-HT parece ter um papel adaptativo em respostas
defensivas associadas a ansiedade e ao panico, nas quais possibilita a avaliacéo
do perigo diante de uma ameaca. Na amigdala, regido prosencefalica que tem a
funcdo de avaliar o grau de ameaca, e entdo instruir estruturas executivas, a 5-

HT apresenta uma fungdo ansiogénica, enquanto na matéria cinzenta
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periaquedutal (SPCA), que é acionada em situacdes de perigo eminente, essa
tem funcéo ansiolitica (GRAEFF & DEAKIN, 1991).

O papel dos receptores serotoninérgicos no controle da ansiedade foi
melhor embasado por estudos epigenéticos com controle de expressao génica.
Em estudos com animais “knockout” para receptores 5-HT1a, foram observadas
respostas reforcadas de ansiedade, possivelmente resultando de um prejuizo no
controle autoinibitério de neurdnios serotonérgicos. Enquanto em estudos com
superexpressao do mesmo receptor, foi observado redugcédo de ansiedade
(KUSSEROQOW, et al., 2004). Ao passo que, em estudos com animais “knockout”
para receptores 5-HT2a e 5-HT2c foi demonstrado uma diminuicdo em
comportamentos relacionados a ansiedade (WEISSTAUB et al., 2006; BOURIN
& DHONNCHADHA, 2005).

Assim sendo, a amigdala e o nucleo dorsal da rafe sdo estruturas
relacionadas a modulacdo de emocdes e de comportamentos. A amigdala esta
localizada na regido anteromedial do lobo temporal do encéfalo e esta
diretamente relacionada com as repostas emocionais, em especial ao
processamento de estimulos emocionais aversivos evocando comportamentos
de medo e ansiedade. Além disso, tem relacdo com funcBes de atencéo,
percepcdo e memdria, possivelmente através do seu papel geral no significado
emocional para estimulos externos. Dentre os sistemas de neurotransmissores,
a amigdala recebe densa inervacdo serotoninérgica, o que atua modulando
comportamentos relacionados a ansiedade, medo condicionado, respostas de
estresse e recompensas (para uma revisao, ver ASAN et al., 2013). J& o ndcleo
dorsal de rafe esté distribuido préximo a linha média do tronco cerebral ao longo
da extensdo rostro-caudal, e € constituido principalmente por neurdnios
serotonérgicos, possuindo relacdo com circuitos dos sistemas sensorial, motor
ou limbico, sendo relacionado principalmente ao controle emocional
(HORNUNG, 2003).

7. Tratamento dos transtornos de ansiedade
Os tratamentos dos transtornos de ansiedade envolvem a utilizacdo de

farmacos ansioliticos e panicoliticos associados, por muitas vezes, ao

tratamento psicolégico (KACZKURKIN et al, 2015). Dentre as varias classes
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farmacoldgicas utilizados no tratamento da ansiedade, encontram-se 0s
benzodiazepinicos, que atuam faciltando a acdo do GABA e,
consequentemente, apresentando acdo ansiolitica; os agonistas seletivos de
receptores serotoninérgicos, no qual a buspirona é o principal farmaco dessa
classe, atuando sobre receptores 5-HTia; e 0s antidepressivos inibidores
seletivos da recaptacdo de serotonina. No tratamento do transtorno de panico,
sao utilizados, aléem de farmacos benzodiazepinicos, inibidores seletivos da
recaptacao de serotonina, e também os inibidores da MAO e os antidepressivos

triciclicos (para revisdo uma, ver KOEN et al, 2011).

Embora diversos farmacos sejam utilizados para atenuar transtornos de
ansiedade, na pratica clinica um grande numero de pacientes ndo responde
adequadamente aos tratamentos, e muitos permanecem com sintomas residuais
clinicamente significativos, o que representa um desafio para a terapéutica
(MENEZES et al, 2007). Nesse sentido, o enriquecimento de ambientes, que é
uma estratégia que tem destaque por seus efeitos neuroprotetores (LAVIOLA et
al., 2008), poderia ser utilizado na tentativa de intervir em alteragdes provocadas
por eventos adversos pds-natais e prevenir a ocorréncia de transtornos

psiquiatricos na idade adulta.

8. Enriquecimento ambiental

O enriguecimento ambiental (EA) foi proposto, inicialmente, por Donald
Hebb em 1947, ao observar que ratos que viviam livremente em sua casa
possuiam memoria melhor que o0s ratos que viviam em gaiolas em seu
laboratorio (HEBB, 1947). O EA consiste em um paradigma experimental no qual
animais sao alojados em um ambiente que permite seu desenvolvimento
cognitivo e estimulos sensoriais muito maiores que 0S que ocorrem em
condicdes de habitacdo padrédo de laboratorio (HEBB, 1947; VAN PRAAG et al.,
2000). Nesse contexto, o ambiente habitacional é modificado (figura 3), com
caixas de habitacdo maiores, objetos com cores, texturas e tamanhos
diferenciados, que sao trocados periodicamente e permitem maior interacao e
exploracdo (VAN PRAAG et al.,, 2000; NITHIANANTHARAJAH & HANNAN,
2006).
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Figura 3: Condicdes de moradia de ambientes de habitacéo padrdo comparado com
ambientes enriquecidos (VAN PRAAG et al., 2000).

Em humanos, o enriqguecimento ambiental € apresentado em criangas por
meio de atividades que estimulam de forma fisica e psicolégica, como
brinquedos educativos, pratica de atividades fisicas e interacdo com outras

criangas.

A exposicao ao EA promove numerosos beneficios sensoriais, motores e
cognitivos em animais de laboratorio. Diversos autores observaram que o EA
melhora significativamente a aprendizagem e a memoéria espacial e néo-
espacial, o reconhecimento de objetos, além de aumentar a velocidade da
aprendizagem espacial (VAN PRAAG et al., 2000; NITHIANANTHARAJAH &
HANNAN, 2006; KULESSKAYA et al., 2011; VEDOVELLI et al., 2011; LEGER et
al., 2012). Além disso, o EA parece melhorar a aprendizagem de tarefas
(HARATI et al.,, 2013), provavelmente devido a uma maior capacidade de
consolidar e reter informacbes (GARDNER et al., 1975). Diversos estudos
relatam ainda que o EA é capaz de reduzir a ansiedade, como evidenciado em
uma variedade de testes (FERNANDEZ-TERUEL et al., 2002; LARSSON et al.,
2002; HARATI et al., 2013).

As alteragbes comportamentais induzidas por EA podem estar ligadas a
alteracdes especificas na funcionalidade neuronal. Por exemplo, estudos
indicam que o EA promove alteracbes nos sistemas colinérgico (PARK et
al.,1992), glutamatérgico (RAMPON et al.,2000), endocanabindide (RAWAS et
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al., 2011), no fator de crescimento do nervo (PHAM et al.,1999; RASIKA et
al.,1999), no fator neurotréfico derivado do cérebro (FALKENBERG et al.,1992)
e no fator neurotrofico derivado da glia (YOUNG et al.,1999). Os niveis de
neurotransmissores afetados pela exposi¢cao ao EA sugerem sua relacdo com a
plasticidade cerebral: por exemplo, estudos indicam que o EA induz um aumento
na expressao do receptor de serotonina e nos niveis de serotonina, acetilcolina
e noradrenalina (POR et al., 1982; RASMUSON et al., 1998; KOH et al., 2007,
BARONCELLI et al., 2010).

Francis e colaboradores (2002), realizaram separacdo maternal por 3
horas diarias entre os DPN 2-14 e, apds os desmame, submeteram os animais
ao protocolo de EA continuo até a idade adulta. Nesse estudo, o EA foi capaz de
reverter completamente os efeitos provocados pela separacéo maternal tanto no
eixo HHA guanto em respostas comportamentais relacionadas ao estresse. Os
autores atribuem o efeito do EA a uma compensacéo, em vez de reversao, dos

efeitos do estresse neonatal.

De acordo com o exposto, 0 presente estudo teve como objetivo testar a
hipétese de que a privacdo maternal nos dias 11 e 13 apds o hascimento poderia
induzir efeitos ansiogénico, panicogénicos, aumento da atividade locomotora e
alteracdes na memoria aversiva de animais. Além disso, investigar se a privacao
maternal poderia provocar alteracdes no sistema serotoninérgico na amigdala e
no nudcleo dorsal da rafe, diminuindo a expressdo do receptor 5-HTia, €
aumentando a expressao dos receptores 5-HT2a, 5-HT2c. Além de provocar
aumento do transportador de serotonina e diminuicdo da enzima triptofano
hidroxilase. Assim sendo, tendo em vista 0s possiveis prejuizos provocados pela
manipulacdo no periodo perinatal, juntamente com os beneficios provocados
pelo enriquecimento ambiental, propomos investigar se 0 enriguecimento

ambiental poderia minimizar os efeitos provocados pela privagdo maternal.
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OBJETIVOS

Objetivo Geral

Avaliar os efeitos do enriquecimento ambiental em animais submetidos a
privacdo maternal sobre comportamentos de ansiedade, bem como avaliar os
efeitos dessas condi¢Oes sobre a expressao génica de componentes do sistema

serotoninérgico.

Objetivos Especificos

e Avaliar os efeitos da privacdo maternal nos DPNs 11 e 13 sobre o
comportamento no teste do labirinto em T elevado em animais na idade
adulta;

e Avaliar os efeitos da privacdo maternal nos DPNs 11 e 13 sobre o
comportamento no teste do campo aberto em animais na idade adulta;

e Avaliar os efeitos da privacdo maternal nos DPNs 11 e 13 sobre o
comportamento no teste do odor de predador em animais na idade adulta;

e Avaliar os efeitos da privagdo maternal nos DPNs 11 e 13 sobre o
comportamento no teste de esquiva inibitéria em animais na idade adulta;

e Avaliar os efeitos da privagdo maternal nos DPNs 11 e 13 sobre a
expressdo de mRNA de componentes do sistema serotoninérgico: 5-
HT1a, 5-HT24a, 5-HT2c, SERT e TPH2 na amigdala e no nucleo dorsal da
rafe;

e Verificar se a exposicdo ao enriquecimento ambiental a partir do
desmame é capaz de alterar os comportamentos mencionados acima,

bem como expressao génica do sistema serotoninérgico.
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RESUMO

A relacao entre mae e filhote apresenta um papel de extrema importancia para
mamiferos, dado a importancia do cuidado e da aproximacdo materna nos
primeiros dias de vida. Eventos traumaticos nesse periodo podem prejudicar o
desenvolvimento fisiologico e psicolégico dos filhotes, podendo causar
alteracdes em curto e longo prazo. A privacdo maternal (PM) é um protocolo bem
estabelecido e utilizado para investigar alteracdes tanto neurobiolégicas quanto
comportamentais, como o0s transtornos de ansiedade. Ao mesmo tempo, vem
sendo demonstrado que protocolos de enriquecimento ambiental (EA)
promovem numerosos beneficios sensoriais, motores e cognitivos em animais
de laboratério, podendo ser utilizado na tentativa de intervir em alteracfes
provocadas por eventos adversos poOs-natais e prevenir a ocorréncia de
transtornos psiquiatricos na idade adulta. Nesse contexto, buscamos avaliar as
implicagBes do enriquecimento ambiental como estratégia para prevencao dos
efeitos provocados pela privacdo maternal sobre comportamentos de ansiedade
e sobre a expressdo génica de componentes do sistema serotoninérgico. Para
tanto, ratos Wistar machos foram privados da presenca materna durante dois
periodos de 24 horas, nos dias pds-natal (DPN) 11 e 13. Os animais néo privados
foram mantidos sob minimas condi¢cdes de manipulacédo. Apds o desmame, no
DPN 21, esses animais foram submetidos ao enriguecimento ambiental ou a
condi¢bes padrdo de alojamento, assim permanecendo até o inicio da idade
adulta. No DPN 60 foram iniciados os testes comportamentais de ansiedade,
sendo eles: labirinto em T elevado (LTE), campo aberto (CA), teste de odor de
predador (TOP); e teste de memoria aversiva, o teste de esquiva inibitoria. Ao
final dos testes comportamentais, 0s animais foram eutanasiados para obtencéo
das estruturas amigdala e nucleo dorsal da rafe. A expressdo de mRNA dos
componentes do sistema serotoninérgico: 5-HT1A, 5-HT2A, 5-HT2C, SERT e
TPH2, foram avaliados em ambas as estruturas. Observamos no LTE que a PM
aumentou o tempo de esquiva 1, enquanto o enriqguecimento aumentou o tempo
de esquiva 2, sem alteracdes relacionadas a fuga. A PM n&o provocou mudancas
no CA, mas o EA diminuiu a atividade locomotora em todos os parametros
avaliados. A PM também néo provocou alteragdes no TOP, entretanto o EA

causou diminuicdo do tempo no compartimento escondido e aumento do tempo
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de investigacdo da fonte do odor. Nenhuma das condi¢des provocou alteracéo
no teste de esquiva inibitoria. Além disso, nem a PM, nem o EA provocaram
alteracdes na expressdao de mRNA de componentes do sistema serotoninérgico
na amigdala e no nucleo dorsal da rafe. Podemos concluir que ambas as
condicdes provocam efeitos ansiogénicos sem alterar a memaria aversiva, mas
apenas o EA altera a resposta a novos ambientes e contextos, e apesar do
notorio envolvimento da rafe dorsal e da amigdala com a ansiedade, a
neurotransmissao serotoninérgica nestas estruturas néo é alterada pela privacao

maternal e pelo enriquecimento ambiental.

Palavras-chave: Privacdo maternal. Ansiedade. Enriquecimento ambiental.

Sistema serotoninérgico.
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1. INTRODUCAO

As experiéncias dos primeiros anos de vida s&o determinantes para o
desenvolvimento dos individuos, sendo que as relacdes parentais de cuidado e
protecdo permitem esse desenvolvimento (SULLIVAN, 2003). Durante o periodo
perinatal diversos sistemas continuam seu processo de maturacao, em especial
0 sistema nervoso central (DUBOIS et al.,, 2014), sendo assim, qualquer
perturbacao nesse periodo podera ocasionar prejuizos na formacao de circuitos
neurais e, consequentemente, alteracbes no desenvolvimento de filhotes
(SCHMIDT et al., 2002; FAN et al., 2011). Nesse sentido, a privacao da presenca
maternal se constitui de um protocolo bem estabelecido e utilizado para
investigar alterac6es neurobioldgicas e comportamentais provocados pelo
estresse neonatal (HEIM & NEMEROFF, 2001; SANCHEZ et al., 2001; LAMBAS-
SENAS et al., 2009; MARCO et al., 2015).

Diversos estudos evidenciam que a privagdo maternal (PM) pode induzir
alteracbes comportamentais de curto e longo prazo. Esses efeitos ainda séo
controversos, e por isso sao bastante abordados na literatura. Por exemplo,
diferentes resultados séo relatados com relacdo a ansiedade no teste de labirinto
em cruz elevado: estudos com animais adolescentes submetidos a PM no DPN
(dia pés-natal) 9 ndo encontraram alteracdes relevantes, (LLORENTE et al.,
2011; MARCO et al., 2013); enquanto estudos em animais adultos observaram
comportamentos tipo ansiolitico (LLORENTE-BERZAL et al., 2011; BURKE et
al., 2013), enquanto estudos com a PM realizada no DPN 11 observaram efeito
tipo ansiogénico (FATURI et al., 2010; NETO, et al., 2012).

Além disso, dados da literatura também evidenciam alteracbes com
relacdo a privacao maternal e o sistema serotoninérgico. Estudos que avaliaram
a PM no DPN 9 observaram aumento da atividade serotoninérgica no hipotalamo
(RENTESI et al 2010), e diminuicdo dos seus metabdlicos no cértex pré-frontal,
amigdala e estriado (RENTESI et al, 2013). Em contraste, Llorente et al. (2010)
observaram aumento dos niveis de 5-HT no coértex pré-frontal, hipocampo,
estriado, mesenceéfalo e cerebelo de animais adolescentes. Esses achados
corroboram os resultados encontrados em comportamentos relacionados a

ansiedade.
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As primeiras evidéncias do envolvimento do sistema serotoninérgico na
ansiedade foram obtidas em testes comportamentais relacionados a conflitos
(GELLER & SEIFTER, 1960). De uma forma geral, a 5-HT apresenta um papel
adaptativo em respostas defensivas associadas a ansiedade e ao transtorno de
panico, nas quais possibilita a avaliagdo do perigo diante de uma ameaca. Na
amigdala, regido prosencefalica que tem a fungéo de avaliar o grau de ameaga,
e entdo instruir estruturas executivas, a 5-HT apresenta uma funcao ansiogénia,
enguanto na matéria cinzenta periaquedutal, que € acionada em situacfes de
perigo iminente, essa tem fungéo ansiolitica (GRAEFF & DEAKIN, 1991).

Embora diversas medicacbes que atuam no sistema serotoninérgico
sejam prescritas para dos transtornos de ansiedade, na pratica, um grande
namero de pacientes ndo responde adequadamente ao tratamento e muitos
permanecem com sintomas residuais clinicamente significativos (MENEZES et
al, 2007). Nesse sentido, o enriquecimento de ambientes é uma estratégia que
possui destagque por seus efeitos neuroprotetores (LAVIOLA et al., 2008).

O enriguecimento ambiental (EA) consiste em um paradigma
experimental no qual animais sdo alojados em um ambiente que permite seu
desenvolvimento cognitivo e estimulos sensoriais muito maiores que 0s que
ocorrem em condicGes de habitacdo padrao de laboratério (HEBB, 1947; VAN
PRAAG et al., 2000). Diversos autores observaram que o EA melhora
significativamente a aprendizagem e a memodria espacial e ndo-espacial, o
reconhecimento de objetos, além de aumentar a velocidade da aprendizagem
espacial (VAN PRAAG et al., 2000; NITHIANANTHARAJAH & HANNAN, 2006;
KULESSKAYA et al., 2011; VEDOVELLI et al., 2011; LEGER et al., 2012). Desta
forma o enriquecimento ambiental poderia ser utilizado na tentativa de intervir
em alteracdes provocadas por eventos adversos pos-natais.

De acordo com o acima exposto, uma ampla gama de resultados estao
relacionados aos efeitos de longo prazo da PM no DPN 9. Sabendo que as duas
primeiras semanas de vida sdo extremamente delicadas para filhotes, a PM
realizada em outros dias desse periodo pode potencialmente provocar
alteracdes duradouras, sendo estes, portanto, possiveis alvos de investigacao.
Desta forma, tendo em vista a propensédo a alteragbes comportamentais
provocadas pelo estresse neonatal, o presente trabalho buscou investigar os

efeitos do enriguecimento ambiental em animais submetidos a privagéo maternal
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nos DPNs 11 e 13, sobre comportamentos de ansiedade e sobre a expressao
génica de componentes do sistema serotoninérgico, visando estabelecer uma
possivel estratégia para prevencdo de transtornos de ansiedade provocados

pelo estresse neonatal.
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2. METODOS

2.1. Animais Experimentais

Foram utilizados ratos Wistar, sendo fémeas nuliparas e machos, ambos
pesando entre 220-250g, fornecidos, pelo Biotério Central do Centro de Ciéncias
da Saude. Estes animais foram alocados em caixas viveiro (49 cm x 34 cm X
16cm) para cruzamento na proporcao de 3 ratas para cada macho. Apos 20 dias
de cruzamento, as fémeas gestantes foram retiradas do cruzamento e isoladas
em caixas menores (30 cm x 20 cm x 13 cm), has quais permaneceram até o
nascimento das ninhadas. As fémeas gestantes foram observadas diariamente
para determinacgéo da data de nascimento dos filhotes. No primeiro dia pos-natal
(DPN 1) foi realizada a adequacédo das ninhadas, permanecendo o numero
maximo de oito filhotes machos por rata. Todos os animais foram mantidos num
ciclo claro-escuro de 12 horas (luzes acesas das 6:00 as 18:00), com
temperatura ambiente de 22 + 2 °C e com agua e comida (racdo padrao) ad
libitum. Este trabalho possui aprovacdo no comité de ética da Universidade
Federal do Espirito Santo sob numero 080/2015.

2.2. Desenho experimental

Apbs o nascimento, as ninhadas foram padronizacdo e os animais foram
divididos em grupos controle e privacdo maternal e posteriormente subdivididos
em grupos submetidos ou ndo ao enriquecimento ambiental. Os animais controle
permaneceram com as maes até o desmame (DPN 21), sofrendo o minimo de
manipulacéo possivel.

O enriquecimento ambiental foi iniciado apés o desmane dos filhotes,
tanto em ambos 0s grupos experimentais, no 21 DPN e mantido como caixa de
moradia até o sacrificio dos animais. Os testes comportamentais foram iniciados
apos o DPN 60, os quais seguiram a seguinte ordem: labirinto em T elevado,
campo aberto, teste do odor de predador e teste de esquiva inibitoria. Ao final
dos testes comportamentais foi realizada a eutanasia dos animais para a
obtencdo das estruturas encefalicas e posterior analise da expressdo génica,

conforme exemplificado na figura 1:
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Nascimento Ennquecimento ambiental Testes comportamentais
DPN O DPN 21 DPN 60
I Privagao Matermal l
Periodo pré-natal DPN1le13 Periodo de crescimento l
Destnasne Coleta de estrituras
Padronizagho das ninhadas DPN 21

DPN |
Figura 1: Desenho experimental. Fonte: Imagem proépria.

2.3. Privacdo Maternal

Os procedimentos de privagdo maternal foram realizados nos dias 11 e
13 apds o nascimento, nos quais os filhotes sofreram separacdo de suas maes
por dois periodos de 24 horas. Para os procedimentos de privacdo maternal, no
DPN 11 a mée foi removida da ninhada para outra caixa e transferidas para outra
sala, em seguida todos os filhotes foram retirados do ninho e acomodados em
uma unica caixa, no qual permaneceram por 24 horas, em uma sala terceira
(figura 2). Passando esse periodo, os filhotes juntamente com as maes
retornaram para caixas de moradia padrdo, permanecendo 24 horas. No DPN
13, novamente as méaes foram removidas da ninhada para outra caixa e em
seguida todos os animais foram acomodados em uma Unica caixa no qual
permaneceram por 24 horas, retornando juntamente com as maes para a caixa
de moradia padrdo apdés esse periodo e permanecendo em contato materno até
o desmame. Os procedimentos ocorreram sempre no mesmo horério, tendo
inicio entre 9:00 e 11:00h (modificado de ELLENBROEK, et al., 2004).

Figura 2: Caixa de privacdo maternal. Fonte: Arquivo pessoal
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2.4. Enriguecimento Ambiental

O EA foi iniciado imediatamente ap0s a desmame dos animais, aos 21
dias de idade, e mantido até a eutanasia dos animais, apds 0s testes
comportamentais. O protocolo de EA consistiu na exposicdo a um ambiente
enriquecido, composto por uma caixa moradia de maior dimensdo que a usual
(64 cm x 44 cm x 18 cm), contendo roda de atividade e objetos de diferentes
formas, texturas, cores e tamanhos, sendo que os objetos foram trocados
semanalmente (figura 3). Os animais ndo submetidos ao ambiente enriquecido
foram acondicionados em caixas de polipropileno de tamanho padréo (49cm x
34 cm x 16 cm), (Adaptado de WIDMAN & ROSELLINI,1990 e KONKLE et
al.,2010).

-

‘4

Figura 3: Caixa de enriquecimento ambiental. Fonte: arquivo pessoal.

2.5. Testes Comportamentais

2.5.1. Labirinto em T elevado

O teste do Labirinto em T Elevado (LTE) constitui-se de uma adaptacéo
do teste de Labirinto em Cruz elevado. Na qual, um aparato elevado 70
centimetros do chdo, contém um braco fechado (50 x 10 x 40 centimetros)
perpendicular a dois bracos abertos em oposicdo um ao outro (50 x 10
centimetros). Este teste permite avaliar dois comportamentos distintos: a
resposta de esquiva inibitéria (tomada como medida de ansiedade) e a resposta
de fuga, a qual é postulada como uma resposta do tipo panico (GRAEFF et al.,
1998).


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0006899308025067#bib53
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O teste foi realizado em duas sessodes. Inicialmente, os animais foram
habituados aos bracos abertos do labirinto por 30 minutos, procedimento que
facilita as respostas de escape que foram avaliadas durante o teste. No dia
seguinte foram avaliados os comportamentos de esquiva inibitéria e fuga. Para
0 comportamento de esquiva inibitéria os animais foram colocados na por¢ao
distal do braco fechado, e o tempo necessario para que eles deixem o braco
fechado foi tomado como medida de esquiva. Para a avaliacdo da fuga, os
animais foram colocados na extremidade distal de um dos bracos abertos, e o
tempo necessério para que eles deixem o braco aberto (resposta de fuga) e
entrem no brago fechado foi contabilizado. Em todos os dois comportamentos 0s
animais foram submetidos a trés tentativas, com intervalo de 30 segundos entre

elas.

Figura 4: Labirinto em T elevado (LTE), GRAEFF et al.,1998.
2.5.2. Teste do Campo Aberto

Este teste seguiu 0 modelo proposto inicialmente por Archer, 1973, e
consiste em um protocolo simples cujos componentes tém sido amplamente
utilizadas para mensuracdo de comportamentos relacionados com atividade
locomotora e ansiedade (MATTO & ALLIKMETS, 1999; COURVOISIER et al.,
1996). Para tanto, os animais foram submetidos, individualmente, a uma caixa
preta na dimensdo de 1m2 e 30 cm de altura (campo aberto), e o seu
comportamento foi registrado em video por 5 minutos (Logitech HD C270,
Suica). Para analise dos comportamentos, foram avaliadas a atividade

locomotora, a centrotaxia, (distancia percorrida na area central do campo aberto)
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e peritaxia (distancia percorrida na regidao periférica do campo aberto), com
auxilio do software ANY-maze (Stoelting Co., EUA).

2.5.3. Teste do Odor do Predador

O teste de odor de predador (TOP) tem como objetivo analisar o
comportamento defensivo e aversivo dos animais. Partindo do principio de que
odores derivados dos predadores sdo estimulos efetivos para evocar
comportamentos de defesa, visto que mamiferos desenvolvem comportamentos
especificos quando reconhecem odores de predadores a fim de sobrevivéncia.
Além disso, esses comportamentos estdo associados ao medo contextual,

aprendizado aversivo e memoria (APFELBACH et al., 2005).

Para isso foi utilizado um aparato retangular (83cm x 52cm x 45cm) com
50 cm de altura, dividido em dois compartimentos: um compartimento aberto
(54cmx45cm) onde ficou localizado um pano (40cmx25cm), o qual, dependendo
da sesséo do teste, continha ou n&o odor do predador, e um compartimento
fechado (29cmx28cm. Conectando os dois compartimentos havia uma abertura
que permitia passagem do animal (figura 5). O teste foi realizado em trés
sessdes, com 5 minutos cada e intervalos de 24 horas entre elas. No 1° dia
(habituagcédo), o aparato continha um pano neutro (sem odor) localizado no
compartimento aberto. No 2° dia (condicionamento), o pano continha o odor de
predador, e no 3° dia (teste), o pano era novamente neutro. O odor do predador
era conferido pelo acréscimo, ao pano utilizado, de uma areia higiénica para
gatos contendo resquicio de urina deste animal. Em todas as sessdes 0s animais
foram colocados no aparato com livre acesso aos dois compartimentos,
dispondo de 5 minutos para exploracdo. O objetivo foi avaliar o medo
condicionado e ansiedade contextual, e para tanto os parametros analisados
foram: tempo de permanéncia no compartimento fechado e tempo de

investigagdo do pano, avaliados em segundos.



52

Dia1 - Diaz2 - Diag

Habituacao Condicionamento | Teste
4 L s

1 Pano neutro I Pano com odor Pano neutro

Figura 5: esquema do aparato para o teste de odor de predador

2.5.4. Teste de esquiva inibitoria

O teste de esquiva inibitoria € baseado no condicionamento Pavloviano,
e consiste na utilizagdo de um aparato que possibilita ao animal a associagéo de
um contexto, inicialmente ndo aversivo, ao recebimento de um choque elétrico.
Essa associacdo provoca uma resposta condicionada, a qual representa a
aprendizagem de uma tarefa aversiva (GOLD, et al., 1986).

O aparato para realizacao do teste consiste em uma caixa de acrilico, que
possui uma grade metélica no chdo e uma plataforma de madeira acima da
grade. Para a realizacdo da tarefa de esquiva inibitoria, os animais foram
submetidos ao teste por dois dias consecutivos. No primeiro dia, o treino, o
animal foi colocado na plataforma de madeira e foi contabilizado o tempo
necessario, em segundos, para que o animal descesse da plataforma. Ao realizar
esse procedimento os animais recebiam um choque nas patas, com intensidade
de 0,5 A (FILHO, et al., 2015). No segundo dia (teste), o animal foi novamente
exposto ao aparato, e o tempo gasto para descer da plataforma foi novamente

contabilizado.

2.6. Eutanasia e obtencao das amostras

Os animais foram mortos por decapitacdo apos a realizacdo dos testes
comportamentais, sem uso de anestesia, visto que 0 uso de anestésicos pode
interferir na fungcdo do sistema nervoso central. Para tanto, os animais foram
individualmente levados para uma sala, separado dos demais, e mortos por um

experimentador experiente com o uso de guilhotina. O encéfalo foi rapidamente
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retirado da caixa craniana e as estruturas analisadas, amigdala e ndcleo dorsal
da rafe, foram dissecadas segundo coordenadas descritas por Paxinos e Watson
(1986). As amostras foram armazenadas em freezer a -80°C até o momento das

analises.

2.7. Analise da expressao génica

2.7.1. Extracdo de RNA total

O RNA total foi extraido utilizando TRIzol® Reagent (Life Technologies,
USA) seguindo as recomendagdes do fabricante. Os tecidos foram solubilizados
em trizol (ImL/100mg de tecido) com o uso de um homogeneizador e em
seguida, foi centrifugado a 12.000 xg por 10 minutos a 4°C. O sobrenadante foi
recolhido e a ele foi adicionado cloroférmio (200uL/mL de trizol), o tubo foi
agitado por 15 segundos e incubado a temperatura ambiente por 3 minutos. O
tubo foi novamente centrifugado a 12.000xg por 15 minutos a 4°C. Em seguida
transferiu-se a fase aquosa para um novo tubo, e a esta foi adicionado
isopropanol (500uL/mL de trizol), para a precipitacdo do RNA. O tubo foi
centrifugado a 12.000xg por 10 minutos a 4°C e o precipitado foi lavado com
etanol 75% (1mL/1 mL de trizol) e centrifugado a 7500xg por 5 minutos a 4°C. O
RNA foi ressuspendido em 10 uL de agua deionizada, previamente tratada com
dietilpirocarbonato (DEPC). A concentracdo e a qualidade do RNA extraido
foram verificadas utilizando o equipamento NanoDrop™ (ThermoScientific,
Wilmington, USA) e por meio de eletroforese em gel de agarose,

respectivamente.

2.7.2. Eletrofose em gel de agarose

A gqualidade do RNA foi analisada através de uma corrida com gel de
agarose, no qual o gel foi preparado a 1% em TAE (Tris-acido acético EDTA), e
a este foi adicionado 5 yL de SYBR® Safe DNA gel stain (Invitrogen, USA). As
amostras foram preparadas utilizando 1 uL de RNA, 2 pL de Loading Buffer e 9
ML de agua DEPC, e foram aplicadas no gel. A corrida foi realizada a 80 V por
30 minutos, utilizando o TAE como tampao de corrida. As bandas foram

observadas em um transiluminador UV.
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2.7.3. Sintese de cDNA

A sintese de cDNA foi realizada utilizando o iScript Reverse Transcription
Supermix for RT-gPCR (Biorad, CA, USA) usando o equipamento S1000
Thermal Cycler (Biorad, CA, USA). As amostras foram submetidas ao seguinte
protocolo de reagéo: 25°C por 5 minutos (anelamento), 42°C por 30 minutos
(transcrigcéo reversa) e 85°C por 5 minutos (inativagao da transcriptase reversa).

2.7.4. Reacédo de PCR em tempo real

A reacgdo de PCR em tempo real foi realizada utilizando o equipamento
CFX96 Real Time PCR (Biorad, CA, USA) e 0iQ SYBR Green Supermix (Biorad,
CA, USA). As reactes foram preparadas com um volume total de 10uL, contendo
5 uL de SYBR Green Supermix 2x, 2,24 yL de agua DEPC, 0,88 yL de cada
iniciador a 10uM e 1,0 uL de cDNA. As amostras foram preparadas em ftriplicata
e submetidas a desnaturacéo inicial (95°C por 3 minutos), logo apdés foram
realizados 40 ciclos de 15 segundos a 95°C (deshaturacdo) e 60 segundos a
60°C (anelamento e amplificacéo). Ao final, foi realizada a curva de melting dos
produtos amplificados para confirmar a especificidade da reagéo, esta foi obtida
variando a temperatura das amostras de 55 a 95°C, elevando-se a temperatura
em 0,5°C a cada 5 segundos. A quantificacdo relativa da expressao génica foi
feita pelo método 2-24Ct ytilizando o gene da GAPDH como normalizador e
expressos % do grupo controle. Os genes, assim como 0s primers utilizados,

estao descritos na tabela 1.

TABELA 1 Sequéncias de iniciadores utilizadas por gene

MRNA Gene Sequéncia

F-5-TGCCCCCATGTTTGTGATG-3
GAPDH GAPDH R-5-TGGTGGTGCAGGATGCATT-3

F-5-CCGTGAAAGGAAGACGGTGA-3’
R- 5-AATGAAAAACGGCAGCCAGC-3’
F-5-CCAACGGTCCATCCACAGAG-3
R- 5-TGCACGCCTTTTGCTCATTG-3'
F-5-GTCACACCGAGGAGGAACTG-3
R- 5-GGTGATGAAAAACGGGCACC-3’

Receptor HT:a HTR1A
Receptor HT2a  HTR2A

Receptor HToc  HTR2C

Transportador SERT F-5’-GCCAAGCCTGATGAAGACAC-3’
de serotonina R- 5-ACGGAAAGAAGTGGTCGGAA-3’
Triptofano TPH? F-5-TAGAGGATGTGCCGTGGTTC-3

Hidrixilase R- 5-CAGCCAGGAAGTCTCTTGGG-3’
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2.8. Andlise Estatistica

A comparacédo dos efeitos das diferentes condigbes — privagdo maternal
e enriquecimento ambiental — foi realizada utilizando uma ANOVA de duas vias,
tendo como fatores a privacdo e o enriquecimento. As comparacdes entre 0s
diferentes grupos foram conduzidas através da ANOVA de uma via seguida por
teste post-hoc de Duncan. Por fim, foi utilizada uma ANOVA de duas vias com
medidas repetidas para o teste do labirinto em T elevado, o teste do odor de
predador e o teste de esquiva inibitéria. Foi considerado o nivel de significancia
p < 0,05. Para a realizacdo da ANOVA foi utilizado o software IBM SPSS
Statistics 22 e os resultados foram expressos com média dos dados mais o erro

padrdo da média.

3. RESULTADOS

3.1. Labirinto em T elevado

3.1.1. Esquiva Inibitéria

A ANOVA de medidas repetidas indicou efeito das sessdes de esquiva
durante a realizacdo do teste [ANOVA de medidas repetidas, F (2,53) = 35,80;
P< 0,000] indicando que ocorreu aprendizado. Ndo houve interacdo entre o
enriguecimento ambiental e as sessfes de esquiva [ANOVA de medidas
repetidas, EA: F (2,53) =2,51; P=0,091], entretanto, observamos interacéo entre
estas e a privacao maternal [ANOVA de medidas repetidas, EA: F (2,53) =3,25;
P=0,047]. Nado houve interacdo entre os trés fatores [ANOVA de medidas
repetidas, Sessdo*PM*EA: F (2,53) =1,00]. Com relacdo a comparacdo dos
efeitos entre as varidveis, observamos ao longo das sessfes, efeito
enriqguecimento ambiental e uma tendéncia de efeito da privacdo maternal, sem
interag&o entre os fatores ([EA F (2,53) = 5,02; P=0,02), [PM F (2,53) = 3,2; P=
0,07]; [PM*EA F (2,53) =2,58]).

A andlise post hoc de Duncan indicou que o grupo PM-EA foi diferente de

todos os grupos na esquiva 1 (Teste de Duncan, P=0,03), além de uma tendéncia
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a diferenca entre 0s grupos na esquiva 2, no qual o grupo PM EA foi diferentes
dos grupos Controle e PM (Teste de Duncan, P=0,08).

3.1.2. Fuga

Na fuga 1 ndo observamos efeito da privacdo maternal [ANOVA de duas
vias, F (1,55) = 0,89], do enriquecimento ambiental [ANOVA de duas vias, F
(1,55) = 0,53], ou interacdo entre os dois [ANOVA de duas vias, F (3,55) = 0,38].
O mesmo ocorreu na fuga 2 {PM [ANOVA de duas vias, F (1,55) = 0,08], EA
[ANOVA de duas vias, F (1,55) = 0,33], ou interacdo entre os dois [ANOVA de
duas vias, F (3,55) = 0,03]} e na fuga 3 {PM [ANOVA de duas vias, F (1,55) =
0,24], EA [ANOVA de duas vias, F (1,55) = 0,09], ou interacdo entre os dois
[ANOVA de duas vias, F (3,55) = 0,92]}. Quanto o teste de Duncan, nao foram
observadas diferencas significativas entre 0s grupos nas trés tentativas de fuga
(P>0.05).

Labirinto em T elevado - Esquiva
Inibitoria 45
#

Labirinto em T elevado: Fuga
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Figura 6: Efeito da privacdo maternal e do enriguecimento ambiental sobre o comportamento no
labirinto em T elevado. Laténcia, em segundos, para sair do compartimento fechado do LTE
(esquiva inibitéria) e laténcia para fuga do braco aberto do LTE. Dados expressos como média.
Dados expressos como média + EPM, N = 20-10 por grupo.

*: Diferente de todos os grupos (teste de Duncan, P< 0,05).

#: Diferente dos grupos Controle e PM (teste de Duncan, P< 0,05).

3.2. Teste do Campo Aberto
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No teste de campo aberto, a ANOVA de duas vias para a distancia total
percorrida indicou efeito do EA [ANOVA de duas vias, F (1,61) =4,62; P = 0,03].
Entretanto, ndo ouve efeito da PM [ANOVA de duas vias, F (1,61) = 0,27], ou
interacdo entre os fatores [ANOVA de duas vias, F (1,61) = 0,10]. Da mesma
forma, houve efeito do EA na distancia percorrida na periferia do aparato,
[ANOVA de duas vias, F (1,61) = 5,04; P = 0,02], sem efeito da PM [ANOVA de
duas vias, F (1,61) = 0,34], ou interacéo entre os fatores [ANOVA de duas vias,
F (1,61) = 0,91]. Quanto a distancia percorrida no centro do aparato, ndo houve
efeito significante de nenhuma das condi¢cdes [ANOVA de duas vias, EA: F (1,61)
=0,96; PM: F (1,61) = 0,001; interacdo entre os fatores: F (1,61) = 1,72]. Com
relacdo a distancia total percorrida, e a distancia percorrida na periferia do
aparato, o post-hoc de Duncan indicou que o grupo PM EA é diferente dos
grupos controle e PM (P<0,05). Na andlise da distancia percorrida no centro do

aparato nao houve diferenca entre os grupos (P>0,05).
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Figura 7: Efeito da privagédo maternal e do enriquecimento ambiental no teste do campo
aberto, nos comportamentos de distancia total percorrida, distancia percorrida periferia
do aparato e distancia percorrida periferia do aparato. Dados expressos como média +
EPM, N = 20-11 por grupo.

*: Diferente do grupo controle e PM (teste de Duncan, P < 0,05).
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3.1. Teste do Odor de Predador

3.1.1. Tempo no Compartimento Escondido

No Teste de Odor de Predador, avaliamos inicialmente o tempo no
compartimento escondido nos trés dias de teste. A ANOVA de medidas repetidas
indicou que houve um efeito das sessdes no tempo de permanéncia no
compartimento escondido, [ANOVA de medidas repetidas, F (2,64) = 17,87; P<
0,000] indicando que os animais foram condicionados durante o teste. Nao houve
interac&o entre as sessdes e a privagdo maternal, o enriqguecimento ambiental,
ou interacédo entre os fatores (ANOVA de medidas repetidas [PM F (2,64) = 1,88];
[EA F (2,64) = 1,71]; [PM*EA F (2,64) =0,92]). Com relacdo a comparacao dos
efeitos entre as variaveis, observamos efeito enriquecimento ambiental ao longo
das sessoes (EA F (2,64) = 9,25; P=0,003), sem efeito da privacdo maternal ou
interacdes ([PM F (2,64) = 1,2]; [PM*EA F (2,64) =0,35]). Porém, através do teste
de Duncan, observamos diferencas entre os grupos no primeiro dia de teste, no

qual o grupo controle EA foi diferente dos demais grupos (P= 0,01).

3.1.2. Tempo de investigacdo do pano

Durante as sessoOes do teste, observamos efeito das sessfes quanto ao
tempo de investigacao do pano [ANOVA de medidas repetidas, F (2,64) = 15,43;
P< 0,000]. Nao foi observada interacéo entre as sessoes e a privacdo maternal
[PM: ANOVA de medidas repetidas, F (2,64) = 2,47], porém observamos
interacdo com o enriquecimento ambiental [EA: ANOVA de medidas repetidas,
F (2,64) = 4,38; P=0,025], sem interacdo entre as sessbes e as condi¢cbes de
tratamento [Sessdo*PM*EA: ANOVA de medidas repetidas, F (2,64) =1,96].
Observamos, na comparacdo dos efeitos entre as varidveis, um efeito
enriquecimento ambiental ao longo das sessoées (EA F (2,64) = 14,42; P=0,000),
sem efeito da privagdo maternal ou interagbes ([PM F (2,64) = 0,2]; [PM*EA F
(2,64) =0,002)).

O post hoc de Duncan indicou diferenca entre 0os grupos no primeiro dia
de teste, no qual o grupo controle EA permaneceu mais tempo investigando o

pano que os grupos controle e PM (P=0,01). No segundo dia de teste, no entanto,
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nao observamos diferengcas entre 0s grupos quanto a investigacao do pano
(P>0,05). No terceiro dia de teste também observamos diferenca entre os
grupos, no qual o grupo PM EA foi diferente dos grupos controle e PM,

permanecendo por um maior periodo investigando o pano (P=0,01).
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Figura 8: Efeito da privagdo maternal e do enriguecimento ambiental no teste do odor de predador. Tempo
(em segundos) de permanéncia no compartimento escondido e tempo (de investigagdo do pano no teste de
odor de predador. Dados expressos como média + EPM, N = 22-11 por grupo;

#: Diferente dos demais grupos (teste de Duncan, P< 0,05);

*: Diferente dos grupos controle e do PM (teste de Duncan, P< 0,05).

3.2. Teste de Esquiva Inibitéria

A ANOVA de medidas repetidas apontou efeito da sessdo [ANOVA de
medidas repetidas, F (1,43) = 78,00; P< 0,000] indicando que ocorreu
condicionamento na tarefa de esquiva inibitéria, sem, no entanto, haver interagéao
entre a sessdo e as condi¢cdes aplicadas [ANOVA de medidas repetidas
Sessdo*PM F (1,43) =0,21; Sessao*EA F (1,43) = 0,41; Sessao*PM*EA F (1,43)
= 0,57]. Nao observamos, na comparacgéo dos efeitos entre as variaveis, efeito
de nenhuma das condic¢des ([PM F (1,43) = 0,33]; [EA F (1,43) = 0,005]; [PM*EA
F (1,43) =0,78]).
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Figura 9: Efeito da privacdo maternal e do enriquecimento ambiental no teste de esquiva
inibitéria. Tempo (em segundos) para descer da plataforma no teste de esquiva
inibitoria. Dados expressos como média + EPM, N = 13-8 por grupo

*: Diferente do dia 1 (ANOVA de medidas repetidas, P< 0,05).

3.3. Expressdo de mRNA de componentes do sistema

serotoninérgico na amigdala

A expressao génica dos receptores 5-HT1a, 5-HT2a € 5-HT2c, na amigdala,
nao foi alterada pela privacdo maternal, pelo enriguecimento ambiental ou pela
interacdo entre as condi¢des, quando analisados por meio da ANOVA de duas
vias - HT1A [PM F: (3,17) = 0,15, EA: F (3,17) = 0,24, PM*EA: F (3,17) = 0,002];
HT2A [HT2A: PM F: (3,17) = 0,10, EA: F (3,17) = 0,06, PM*EA: F (3,17) = 0,86];
HT2C [PM F: (3,17) = 0,39, EA: F (3,17) = 0,13, PM*EA: F (3,17) = 0,002]. Da
mesma forma, a expressdo do transportador de serotonina e da enzima
triptofano hidroxilase néo foram alteradas pelas condi¢cdes - SERT [ANOVA de
duas vias, PM F: (3,17) = 0,04, EA: F (3,17) = 0,00, PM*EA: F (3,17) = 0,23];
TPH2 [PM F: (3,17) = 0,56, EA: F (3,17) = 0,03, PM*EA: F (3,17) = 0,03].
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Figura 10: Efeito da privagdo maternal e do enriquecimento ambiental sobre a expresséo de

MRNA dos receptores do sistema serotoninérgico na amigdala. Dados expressos como média +
EPM (% do controle), N = 5-4 por grupo.
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Figura 11: Efeito da privagdo maternal e do enriquecimento ambiental sobre a expresséo de
mMRNA do transportador de serotonina e da enzima triptofano hidroxilase na amigdala. Dados
expressos como média + EPM (% do controle), N = 5-4 por grupo.

3.4. Expressdo de mRNA de componentes do

serotoninérgico no nucleo dorsal da rafe

sistema

A expressao génica dos receptores 5-HT1a, 5-HT2a € 5-HT2c, no nucleo
dorsal da rafe, ndo foi alterada pela privacdo maternal, pelo enriquecimento
ambiental ou pela interagdo entre as condi¢des, quando analisados por meio da
ANOVA de duas vias - HT1A [PM: F (3,19) = 0,71, EA F (3,19) = 0,16 PM*EA F
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(3,19) = 0,01]; HT2A [PM: F (3,19) = 0,09, EA F (3,19) = 0,07, PM*EA F (3,19) =
0,02]; HT2C [PM: F (3,19) = 0,003, EA F (3,19) = 0,000, PM*EA F (3,19) = 0,009)].

Quanto a expressao do transportador de serotonina e da enzima triptofano
hidroxilase, ndo foram observadas alterada provocadas pelas condi¢bes - SERT
[ANOVA de duas vias, PM: F (3,19) = 0,19, EA F (3,19) = 0,82, PM*EA F (3,19)
=0,34]; TPH2 [PM: F (3,19) = 0,34, EA F (3,19) = 0,31, PM*EA F (3,19) = 0,01].
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Figura 12: Efeito da privagdo maternal e do enriquecimento ambiental sobre a expresséo de
mMRNA dos receptores do sistema serotoninérgico no nucleo dorsal da rafe. Dados expressos
como média + EPM (% do controle), N = 5 por grupo.
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Figura 13: Efeito da privacdo maternal e do enriquecimento ambiental sobre a expressdo de
mRNA do transportador de serotonina e da enzima triptofano hidroxilase no nucleo dorsal da
rafe. Dados expressos como média + EPM (% do controle), N = 5 por grupo.
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4. DISCUSSAO

A privacdo da presenca materna pode causar inimeros prejuizos
neuroquimicos e comportamentais, uma vez que durante as duas primeiras
semanas de vida sao essenciais o cuidado e a protecdo do filhote, permitindo
seu desenvolvimento saudavel. Por outro lado, a exposicdo ao enriguecimento
ambiental promove numerosos beneficios sensoriais, motores e cognitivos em
animais de laboratorio. Sabendo dos prejuizos que a privacdo maternal pode
provocar e dos beneficios do enriquecimento ambiental, nosso trabalho teve
como objetivo avaliar os efeitos do enriqguecimento ambiental em animais
submetidos a PM nos dias 11 e 13 apds o nascimento, bem como avaliar
comportamentos relacionados a ansiedade e a expressdo génica de

componentes do sistema serotoninérgico.

Observamos que a PM alterou comportamentos relacionados a esquiva
inibitoria, no teste do LTE, porém, ndo provocou alteracdes na fuga, no mesmo
teste. No TOP, observamos efeito da PM apenas no dia 1 no tempo no
compartimento escondido, sem alterac6es com relacdo a investigacdo do pano.
Com relagdo ao EA, observamos aumento de esquiva inibitéria no LTE, também
sem alteracdes relacionadas a fuga. No TOP, observamos diminuicdo do tempo
no compartimento escondido e aumento do tempo de investigacdo do pano em
todos os dias de teste. Ja no teste de esquiva inibitéria observamos que
nenhuma das condicfes foi capaz de alterar a memoaria aversiva dos animais.
Por fim, a expressao dos receptores 5-HT1a, 5-HT2a, 5-HT2c, bem como o0 SERT
e a TPH2, ndo foram alterados na amigdala e no nucleo dorsal da rafe, por

nenhuma das condigdes.

No labirinto em T elevado, observamos diferentes resultados para os dois
comportamentos avaliados no teste. O efeito da PM foi melhor evidenciado na
esquiva 1, o que pode estar relacionado ao efeito tipo-ansiogénico provocado
pelo tratamento. O teste do LTE € um teste bem estabelecido para afericdo de
inibicdo comportamental. Este comportamento, por sua vez, € evocado quando
o animal detecta um estimulo potencial ou um perigo real, localizado a uma
distancia segura, o0 que permite reacdes de defesa (BLANCHARD &
BLANCHARD, 1988). De fato, estudos que validaram farmacologicamente o
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teste do LTE demonstraram que a administracdo aguda e sistémica de
compostos ansioliticos, como, por exemplo o0 agonista benzodiazepinico
diazepam e o agonista parcial de receptores 5-HT1a, buspirona, diminuiram a
resposta de esquiva inibitéria. Assim sendo, efeitos observados nas respostas
de esquiva inibitéria estdo correlacionados com comportamentos relacionados a
ansiedade generalizada (GRAEFF, et al., 1998; BANDELOW, et al., 2012).

O EA, por sua vez, teve seu maior efeito observado na esquiva 2, tanto
em animais controle como em animais privados. Realmente, a aquisicdo da
esquiva esta relacionada a ansiedade, porém € esperado que o tempo de saida
do braco fechado aumente ao longo das tentativas, devido ao carater aversivo
gue esse estimulo apresenta para o animal (ZANGROSSI & GRAEFF, 1997).
Desta forma, o aumento do tempo de esquiva provocado pelo EA, observado
apenas na esquiva 2, pode estar relacionado a facilidade de aprendizagem e
memoria de ambientes aversivos, uma vez que o EA foi capaz de aumentar a
esquiva 2 tanto no grupo controle quanto no grupo PM. Associado a isso, estudos
relatam melhora na aprendizagem e memdria em animais submetidos ao EA, o
que corrobora nossa hipétese (AHMADALIPOUR et al., 2015).

Poucos estudos encontraram alteracdes relacionadas a ansiedade em
modelos de privagdo maternal. Burke et al., (2013), por exemplo, realizaram PM
em machos e fémeas no DPN 9 e observaram diferencas entre os sexos. Na
idade adulta, machos submetidos ao LCE permaneceram por mais tempo
explorando os bracgos abertos do labirinto, sugerindo efeito ansiolitico e também

comportamento de risco aumentado provocado pela PM.

Em contrapartida, Neto et al., (2012), realizaram PM no DPN 11 e
avaliaram, em animais adultos, comportamentos relacionados a ansiedade no
LTE. Os resultados demostraram que, tanto em machos quanto em fémeas,
houve aumento do tempo de permanéncia ho compartimento central do LCE e
aumento de avaliacdes de risco, o que reflete um aumento de comportamentos
relacionados a ansiedade. Além disso, esses autores ainda observaram
alteracdes nos niveis plasmaticos de corticosterona, e nos niveis hipocampais
de aspartato, glutamato, GABA e noradrenalina de animais privados, 0 que

justifica 0 aumento de comportamentos relacionados a ansiedade observado.
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Diferente dos protocolos de PM realizados por Burke et al., (2013) e Neto et al.,
(2012), em nosso estudo a PM foi realizada em dois dias, nos DPN 11 e no DPN
13 o que, possivelmente intensificou 0os comportamentos relacionados a

ansiedade que foram observamos durante a esquiva no LTE.

Ainda no teste do LTE, nas respostas de fuga, ndo foram observados
alteracbes provocadas pela privacdo maternal ou pelo enriqguecimento
ambiental. As respostas de fuga representariam o correlato animal aos ataques
de panico (VIANA et al., 1994; GRAEFF et al.,1998; ZANGROSSI et al., 2001),
e, de fato, estudos direcionados a validacdo farmacolégica do LTE através da
administracdo de drogas eficazes no tratamento do transtorno de panico,
demostraram que estas drogas sao capazes de aumentar as laténcias de fuga
do braco aberto do LTE, efeito do tipo panicolitico (POLTRONIERI et al., 2003;
PINHEIRO et al., 2008). Sendo assim, nossos resultados indicam que nenhuma

das condicdes foi capaz de provocar comportamentos do tipo panico.

Os efeitos panicogénicos provocados pelo estresse neonatal foram
melhor evidenciados em estudos que utilizam a separagédo maternal por 180 min
diarios. Quintino-dos-santos et al., (2014), por exemplo, demostraram que ratos
submetidos a separacédo da presenca materna por 180 min diarios ao longo do
periodo de amamentacdo, apresentam comportamentos classificados como
repostas tipo-panico em modelos de estimulacdo da substancia cinzenta
periaguedutal. Recentemente, em nosso grupo de pesquisa, também
observamos alteracGes de respostas de fuga tanto em animais submetidos a
separacdo maternal por 180 min, quanto em animais submetidos a separacéo
maternal por 360 min, porém nao observamos alteracfes em respostas de fuga
em animais privados nos dias 11 e 13 ap6s o nascimento (Lima, R. M. S. dados
nao publicado). Desta forma, podemos sugerir o protocolo de privacdo maternal
nos dias 11 e 13 ap0s 0 nascimento como um modelo para estudo de
comportamentos relacionados a ansiedade generalizada, ao passo que a
separacao maternal seria mais adequada para o estudo de comportamentos do

tipo panico.

No teste de campo aberto, observamos que a privagdo maternal nao

modificou nenhum dos parametros analisados, o que corrobora os dados de
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Marco et al., (2013), em que nédo foram verificadas diferencas nos parametros
analisados no teste.

Em contrapartida, o EA provocou uma diminuicdo de atividade locomotora
tanto na distancia total percorrida quanto na peritaxia. O teste do campo aberto
€ um teste que permite a avaliagdo do estado emocional do animal frente a um
novo ambiente, possibilitando a avaliacdo da locomocao, exploracdo e também
da ansiedade. Nesse caso, 0 comportamento é determinado pelo conflito entre
a motivacdo para explorar e a aversao a lugares abertos, desprotegidos e
iluminados. O aumento da atividade locomotora, bem como da exploracao, esta
associado ao menor nivel de ansiedade (WALSH & CUMMINS, 1976). E
importante observar, entretanto, que no protocolo de enriquecimento ambiental
0S animais sdo expostos continuamente a um ambiente maior, 0 que permite
maior locomo¢do e maior atividade exploratéria. Dessa forma, a continua
exposicao a caixa de enriqguecimento ambiental, que possui maior espaco para
movimentacao, pode ter resultado na reducdo de atividade locomotora durante

a exposi¢cdo a ambientes novos como o campo aberto.

O TOP parte do principio de que, roedores quando sdo expostos a
estimulos aversivos, exibem comportamentos de defesa, como maior
permanéncia em compartimentos escondidos e esquiva ao odor do gato,
aumento das reacgBes de congelamento, além de reducdo da atividade
exploratéria. Desta forma, esse teste consiste em um modelo de inducédo de
ansiedade (DIELENBERG & McGREGOR, 2001). Neste teste, observamos,
conforme o esperado, que todos os animais foram condicionados ao odor do
predador, permitindo concluir que o odor do gato foi um estimulo suficientemente
aversivo para provocar esquiva ao ambiente em todos os grupos. Além disso,
observamos tendéncia de efeito da PM no tempo do compartimento escondido

no primeiro dia de teste, o que néo foi observado nas demais sessdes.

O medo e a ansiedade sao respostas que emergem mais tarde no
desenvolvimento de algumas espécies. Em ratos, por exemplo, a resposta
defensiva ao odor de predador se desenvolve aproximadamente no DPN 10,
guando filhotes comecam a andar e deixar o ninho (TAKAHASHI et al., 1991,
TAKAHASHI, 1992; WIEDENMAYER & BARR, 2001; MORICEAU et al., 2004).
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Sendo assim, é provavel que a PM nos dias 11 e 13 ndo tenha sido capaz de
alterar a inducéo de ansiedade por odor de predadores porque na idade que a

PM ocorreu esses comportamentos ja haviam sido adquiridos.

Poucos estudos avaliaram a privagcdo maternal em testes de odores de
predadores. Recentemente, avaliamos a privacdo maternal nos DPN 9 e 11 e
comparamos com a privacdo maternal nos DPN 11 e 13, e observamos que a
PM nos DPN 9 e 11 provoca mais tempo de investigacdo do odor do predador
em todas as sessoOes, quando comparado aos grupos controle e PM nos DPN 11
e 13. De fato, esses resultados podem estar diretamente relacionados com o dia
em que o estresse neonatal ocorre (Lima, R. M. S. dados nao publicado). Desta
forma, a PM antes do DPN 10 poderia causar alteracdes relacionadas com
mem©éria aversiva a odores de predadores, enquanto a PM apds esse periodo

nao parece provocar alteragdes nesse parametro.

Com relacédo ao EA, observamos que ele foi capaz de reduzir o tempo no
compartimento escondido no TOP, provocando simultaneamente aumento no
tempo de investigacdo ao pano. Esse efeito foi observado em todas as sessoes,
o que indica que os animais foram condicionados ao odor do predador mas ainda
assim permaneceram mais tempo realizando atividade de exploracdo quando
comparado aos outros grupos. O maior tempo de exploracao do pano pode estar
associado com o aumento da investigacdo de objetos, uma vez que nosso
protocolo de EA proporcionou exposi¢cao a novos objetos semanalmente, o que
permitiu uma habituacdo a exploracdo de novos objetos. Além disso, diversos
estudos mostram melhora de padrdes cognitivos provocados pelo EA, como
mem©éria, como nds também observamos com o passar das sessées (TANG et
al., 2001; BRUEL-JUNGERMAN et al., 2005; HUANG et al.,2007).

N&o houve diferenca entre as condi¢cdes no teste de esquiva inibitoria.
Esse teste consiste em uma tarefa comumente usada para investigar processos
de aprendizagem e memoéria em roedores (GOLD, 1986; MCGAUGH &
ROOZENDAAL, 2009). Conforme observado em nossos testes anteriores,
nenhum dos comportamentos relacionados a aprendizagem foi alterado, desta

forma, podemos confirmar que os resultados encontrados tanto no LTE, quanto
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no TOP, estédo diretamente relacionados a ansiedade, ndo havendo relacdo com

alteracdes em memoria aversiva.

Os componentes do sistema serotoninérgico avaliados nao foram
alterados na amigdala e no nucleo dorsal da rafe por nenhuma das condigdes.
Entretanto, como o sistema serotoninérgico esta amplamente distribuido no
SNC, os efeitos comportamentais observados podem ter sido resultado de
alteracdes em outras regides encefalicas que também contribuirem para esses
comportamentos. Efetivamente, sabe-se que 5-HT é um neurotransmissor
implicado em muitas atividades encefélicas, que incluem humor, ansiedade, dor
e comportamento sexual (CASES et al., 1995; HARDAKER et al.,, 2001,
MIDDLEMISS et al., 2002). Além disso, o sistema serotoninérgico esta
amplamente distribuido no sistema nervoso central, uma vez que coOrpos
celulares de neurdnios serotonérgicos, localizados nos nucleos da rafe do tronco
encefélico, projetam-se para diversas areas encefélicas, como o cortex pré-
frontal, glanglios da base, cerebelo, talamo, areas limbicas, hipocampo,

hipotalamo, amigdala e medula espinhal (VISSER et al., 2011).

Além disso, estudos demonstram a relagdo do estresse com o sistema
serotoninérgico, e evidéncias da presenca de terminais nervosos
serotoninérgicos em areas encefélicas relacionadas ao estresse, como
hipocampo e hipotalamo, suportam essa hipétese (CHAOULOFF et al., 1999).
Ao mesmo tempo, uma recente revisao de literatura, abordando diferentes tipos
de estresse cronico, evidenciou que diferentes modelos animais de estresse
causam alterac6es no sistema serotoninérgico, causando, por exemplo, a
diminuicdo dos receptores 5-HTia pré-sinapticos no nucleo dorsal da rafe
(MAHAR et al., 2014).

Nossos dados sdo os primeiros na literatura associando dois dias de
privacdo maternal com comportamentos relacionados a ansiedade e ao sistema
serotoninérgico. Vazquez e coloaboradores (2000), realizaram PM nos dias pés-
natal 6, 9 e 12 a fim de comparar os efeitos imediatos da PM em diferentes dias
de desenvolvimento. Esses autores avaliaram os niveis de ACTH e
corticosterona, além dos receptores 5-HTia, 5-HT2a e o transportador de 5-HT,

no hipocampo, nucleo dorsal rafe e cortex parietal. Nesse estudo, foram
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observados elevados niveis plasméaticos de ACTH e corticosterona em todos 0s
dias de PM. Além disso, os niveis de mRNA dos receptores 5-HT1a no hipocampo
foram dependentes da idade, sendo aumentados principalmente na PM nos dias
9 e 12. Do mesmo modo, a privacdo materna também causou um aumento de
MRNA dos receptores 5-HT2a no cortex cerebral nos dias 9 e 12. No nucleo
dorsal da rafe houve um efeito significativo da idade nos receptores 5-HT1a € no
transportador de serotonina; no entanto, a PM n&o provocou alteragdes nesses

componentes.

Além disso, Rentesi et al (2010), realizaram PM no DPN 9 e observaram
aumento da atividade serotoninérgica no hipotalamo, dos niveis plasmaticos de
corticosterona e ACTH, bem como de comportamentos relacionados a
ansiedade. Rentesi et al (2013), por sua vez, avaliaram os niveis de serotonina
e seus metabdlicos no cortex pré-frontal, amigdala e estriado, em animais
adultos que foram submetidos a PM no DPN 9, e observaram uma reducéo do
conteudo de serotonina (5-HT) no cértex pré-frontal e na amigdala, e da
expressdo do receptor 5-HT2a no corpo estriado e aumento na amigdala. J&
Llorente et al. (2010), avaliaram os efeitos do estresse neonatal nos niveis de
serotonina no cortex pré-frontal, hipocampo, estriado, mesencéfalo e cerebelo
de animais adolescentes, e vericaram aumento dos niveis de 5-HT nas regides
estudadas, com excecdo do cerebelo. Esses resultados suportam nossa
hip6tese de que a auséncia de alteracdes na expressdo génica do sistema
serotoninérgico nas areas analisadas esta relacionada a alteracbes em outras

areas que também sdo importantes para os comportamentos avaliados.

E bem sabido que a desregulacio do eixo HHA e do sistema
serotoninérgico estd associada a disturbios como depressao, transtornos de
ansiedade e obesidade (HEISLER, et al., 2007), uma vez que o sistema
serotoninérgico regula mecanismos de liberacdo hormonal, a partir da ativacao
de seus receptores no nucleo paraventricular do hipotalamo, participando assim
do controle do eixo HHA (SAPHIER, et al., 1994). Além disso, estudos anteriores
evidenciam que o0s protocolos de estresse neonatal estdo associados a
psicopatologias em animais adultos, tais como depressdo e disturbios de

ansiedade (HEIM et al.,1997). Um grande numero desses estudos relaciona
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esses resultados com alteragdes no eixo HHA (FRANCIS et al., 1999; HUOT et
al., 2001; MACRI & WURBEL, 2007; LEE et al., 2014).

De fato, desde a década de 90, uma extensa literatura investiga as
consequéncias de curto e longo prazo da privagdo maternal, uma vez que,
durante as duas primeiras semanas de vida, existe um periodo de
hiporresponsividade ao estresse, no qual o nivel glicocorticoide é estavel, e
importante para o desenvolvimento neuronal (SAPOLSKY & MEANEY, 1986;
ROTS et al., 1996; VAN OERS et al.,1997). A PM, bem como outros protocolos
de estresse neonatal, € capaz de provocar aumento da liberacdo de
glicocorticoides, mesmo durante esse periodo, o pode levar a consequéncias
duradouras no controle do eixo HHA (SAPOLSKY & MEANEY, 1986; LAJUD et
al., 2012). Logo, as alteracdes encontradas em nosso estudo também podem
estar relacionadas a alteragbes no eixo HHA, uma vez que todos os testes

realizados estdo diretamente relacionados a reacdes frente a estresse.

Com relagéo aos efeitos do EA em animais, sdo encontrados diferentes
resultados na literatura, alguns até mesmo contraditérios, o0 que podem estar
relacionados com a variagcdo na execucdo desses protocolos (HULLINGER, et
al., 2015). Tanto que, diante de varios estudos realizados com o EA, a literatura
ainda néo se tem um consenso sobre qual protocolo seria ideal para atingir os
efeitos benéficos do EA no cérebro e no comportamento dos animais (VAN
PRAAG et al., 2000; NITHIANANTHARAJAH e HANNAN, 2006; HUANG, et al.,
2007; LLORENS-MARTIN et al., 2007; XU et al., 2009; MESA-GRESA, et
al.,2013).

O desenvolvimento anatébmico, quimico e fisiolégico do encéfalo, e
consequentemente do comportamento, € decorrente da interacdo entre fatores
genéticos e ambientais. A maturacdo do sistema nervoso depende de trés
fatores criticos: fatores genéticos, relacionados a hereditariedade, fatores
relacionados a estimulagdo ambiental e a nutricho adequada e equilibrada
(MORGANE et al., 1993). Em nosso estudo avaliamos dois importantes fatores
relacionados ao ambiente, o enriquecimento ambiental e a privagdo maternal. A
PM se constituiu de uma manipulacdo em apenas dois dias do desenvolvimento,

gue foi capaz de produzir resultados comportamentais na vida adulta. Ao mesmo
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tempo, enriquecimento ambiental foi capaz de aumentar o aprendizado dos
animais, bem como a investigacdo e atividade exploratdria, sem, no entanto,
atenuar os efeitos induzidos pela PM. Em conjunto, nossos resultados
demonstram que a PM nos dias 11 e 13 ap0s o0 hascimento se constitui de um
modelo para estudo da ansiedade generalizada, ao passo que o EA pode
representar uma melhor ferramenta para estudo de comportamentos
relacionados a memoria e aprendizagem. Além disso, embora ndo tenhamos
observado alteracdes na expressédo de componentes do sistema serotoninérgico
na amigdala e no nacleo dorsal da rafe, sugerimos que as duas condi¢cdes
podem provocar alteracdes na expressdo génica de outras areas encefélicas,
como no hipocampo e no cortex pré-frontal, as quais recebem projecdes da
amigdala e do nudcleo dorsal da rafe, e estdo envolvidas em comportamentos

relacionados a ansiedade.

De acordo com o exposto, podemos concluir que ambas as condicfes
provocam efeitos ansiogénicos sem alterar a memoria aversiva, mas apenas o
EA provoca alteragGes na resposta a novos ambientes e contextos, e apesar do
notério envolvimento da rafe dorsal e da amigdala com a ansiedade, a
neurotransmissao serotoninérgica nestas estruturas néo é alterada pela privacao

maternal e pelo enriquecimento ambiental.
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CONCLUSOES

A privacdo maternal e o enriguecimento ambiental aumentaram o tempo
de esquiva no LTE, porém nenhuma das condicbes modificou os
comportamentos de fuga. Indicando que as duas condi¢des provocaram
efeitos tipo-ansiogénicos;

A privagdo maternal ndo provocou mudangas de atividade locomotora no
CA, em contrapartida, o enriquecimento ambiental diminuiu a atividade
locomotora em todos os parametros avaliados;

A privacdo maternal ndo provocou alteragdes no TOP, e o0 enriqguecimento
ambiental causou diminuicdo do tempo no compartimento escondido e
aumento do tempo de investigacdo do pano;

A privagdo maternal e o enriquecimento ambiental ndo alteraram a
memaoria aversiva no teste de esquiva inibitoria, confirmando os achados
no TOP e no LTE;

A privacdo maternal nos dias 11 e 13 ap0s 0 nhascimento e 0
enriguecimento ambiental continuo ndo provocaram alteracdes na
expressdo de mRNA de componentes do sistema serotoninérgico na

amigdala e no nacleo dorsal da rafe.
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APENDICE

ESTUDO PILOTO

1. Justificativa

Eventos traumaticos no periodo perinatal podem prejudicar o
desenvolvimento fisiologico e psicolégico dos filhotes, podendo causar
alteracOes a curto e longo prazo. O estresse neonatal consiste em um modelo
animal utilizado para mimetizar os efeitos de experiéncias traumaticas no
periodo perinatal. Na literatura, sdo descritos diversos protocolos de separacao
maternal, que podem variar desde poucos minutos até 6 horas diarias, durante
os primeiros dias de vida, ou mesmo um periodo continuo de 24 horas de
privacdo materna. Em comum esses protocolos correspondem eventos adversos
no inicio da vida e podem causar alteracées em respostas comportamentais na
vida adulta, como depressao, prejuizos na memoria e aprendizado, abuso de
substéancias e transtornos de ansiedade. Com a variabilidade de protocolos de
estresse neonatal e consequentemente diferentes respostas comportamentais,
faz-se necessério a investigacao de qual desses modelos seria ideal para a
avaliacdo da ansiedade. Sendo assim, o presente estudo piloto teve como
objetivo comparar diferentes protocolos de estresse neonatal, com a finalidade
de selecionar um desses protocolos para posterior anélise comportamental e
neuroquimica dos efeitos do estresse neonatal sobre comportamentos

relacionados a ansiedade.

2. Estudo 1

Comparacao entre diferentes protocolos de privacdo maternal

2.1. Métodos
A fim de comprarar o comportamento de animais submetidos a diferentes
protocolos de separacdo maternal em testes de ansiedade, foram utilizados

ninhadas de ratos Wistar, padronizadas em 8 animais por ninhada, que foram
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submetidas a diferentes protocolos de separagcdo, nos quais: separagéo
maternal por 180 minutos diarios (SM180), separacdo maternal 360 minutos
diarios (SM360), privacdo maternal nos dias 9 e 11 apds o nascimento (PM 9 e
11) e privacdo maternal nos dias 11 e 13 ap0s o0 nascimento (PM 11 e 13). Apés
0 nascimento 0s animais permaneceram em ambiente de crescimento padréo,
sofrendo o minimo de manipulacdo possivel. A partir do dia 60 apds o
nascimento os animais foram submetidos aos testes comportamentais, sendo

eles: labirinto em T elevado e teste do campo aberto.

Dia zero = Dia do Nascimento DPN 60

Separacdo Maternal
| DPN 2-14 ...- Periodo de crescimento dos filhotes |

| | Privacdo Materna P | .
Padronizacio das Ninhadas  ppy g 13 Inicio dos testes comportamentais

Periodo pré-natal DPN 1

Figura 1: esquema do delineamento experimental do estudo 1.

2.2. Resultados

2.2.2. Labirinto em T elevado

Esquiva Inibitoria

Os comportamentos de esquiva inibitéria foram avaliados em trés tentativas
seguidas, esquiva basal, esquiva 1 e esquiva 2. A fim de comparar 0os grupos
durante a esquiva inibitéria, foi realizada uma ANOVA de uma via, seguida do
teste pds-hoc de Duncan.

Ao analisar o tempo de esquiva basal, observamos diferenca significativa
entre 0s grupos, no qual todos os protocolos de estresse neonatal se
comportaram diferentes do grupo controle [ANOVA de uma via, F (6,83) = 2,46;
P=0,03]. Nao houve diferenca significativa para o tempo de esquiva inibitoria 1
[ANOVA de uma via, F (6,83) = 1,22], entretanto foi observado diferenca
significativa entre os grupos na esquiva 2, sendo observado que 0 grupo
separacao maternal 180 minutos e o grupo privacdo materna nos dias 11 e 13
séo diferentes do grupo controle [ANOVA de uma via, F (6,83) = 2,5; P=0,02].

Ainda na esquiva inibitdria, observamos na ANOVA de medidas repetidas,

que houve um efeito das sessbes de esquiva durante o teste [ANOVA de
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medidas repetidas, F (2,83) = 36,71; P< 0,0001] indicando que ocorreu
aprendizado.
Labirinto em T elevado: Esquiva
300
250
8
e 200 W Controle
>
& OSM180
g 150
o O SM360
o
g 100 BPM9e1l
()}
[
50 ) OPMile13
O .“_.‘
Esquiva Basal Esquiva 1 Esquiva 2

Figura 2: Laténcia, em segundos, para sair do compartimento fechado do Labirinto em

T elevado. Dados expressos como média, N = 11-13 por grupo.

*: Diferente do grupo controle (teste de Duncan, P< 0,05).

Fuga

Os comportamentos de fuga também foram avaliados em trés tentativas

seguidas e analisados por meio de ANOVA de uma via, seguida do teste pos-

hoc de Duncan. Nao foi observado diferenca significativa entre os grupos na
Fuga 1 [ANOVA de uma via, F (6,83) = 1,19; P = 0,31]. No entanto, observamos

diferenca entre os grupos no tempo de Fuga 2, no qual os grupos, separacao

maternal 180 minutos, separa¢do maternal 360 minutos e privacdo maternal nos

dias 9 e 11, foram diferentes do grupo controle [ANOVA de uma via, F (6,83) =

2,41; P <0,03]. Essa diferenca nao foi evidenciada no tempo de fuga 3, havendo

apenas uma tendéncia de diferenca significativa, no qual o grupo separacao

maternal 180 minutos foi diferente do ao grupo controle [ANOVA de uma via, F
(6,83) = 1,93; P < 0,08].
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199 Labirinto em T elevado: Fuga
80 -
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Figura 3: Laténcia (em segundos) para fuga do brago aberto do Labirinto em T elevado.
Dados expressos como média + EPM, N = 11-13 por grupo. *: Diferente do grupo
controle (teste de Duncan, P< 0,05).

2.2.3 Teste do Campo Aberto

No teste de campo aberto, observamos que na distancia percorrida na
area central do campo aberto, houve uma tendéncia de diferenca entre os
grupos, [ANOVA de uma via, F (6,79) = 1,94; P = 0,08], no qual o post-hoc de
Duncan indicou diferenca entre os grupos PM 11 e 13, controle e do grupo PM 9
e 11. Quanto a distancia permanéncia na periferia, a ANOVA de uma via também
indicou uma tendéncia a diferenca entre os grupos [ANOVA de uma via, F (6,79)
=2,04; P =0,06], no qual o post-hoc de Duncan indicou diferenga entre os grupos
PM 11 e 13 e do grupo PM 9 e 11. Na andlise da distancia total percorrida, a
ANOVA indicou diferenca entre os grupos, [ANOVA de uma via, F (6,79) = 2,19;
P = 0,05], qual o post-hoc de Duncan indicou diferenca entre os grupos PM 11 e
13 e do grupo PM 9 e 11.

Campo Aberto - Distancia Percorrida

30000 - * | Controle

T

@smi180

20000 -
Osm360

BPMIYE11
10000 -

Distancia em cm

e

N

N
AR

Distancia Percorrida
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Figura 4: Distancia total percorrida. Dados expressos como média + EPM, N = 9-12 por grupo.
*: Diferente do grupo controle (teste de Duncan, p < 0,05).

4000 - Campo Aberto - Centrotaxia Campo Aberto - Peritaxia
* 30000 - *
£
€ 3000 - T ° T
5 20000 - 3
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2 1000 - L e )
ff’;/;z o
0 R 0 e
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Figura 5: Distancia percorrida no centro do  Figura 6: Distancia percorrida na periferia do
aparato. Dados expressos como media +  aparato. Dados expressos como média +
EPM, N = 9-12 por grupo. *: Diferente do EPM, N = 9-12 por grupo. *: Diferente do
grupo controle (teste de Duncan, P =0,08).  grupo controle (teste de Duncan, P = 0,06).

3. Estudo 2

Validacdo farmacoldgica do modelo de privacdo maternal

3.2. Métodos

No estudo 1 observamos diferencas entre os protocolos de estresse
neonatal, o que demonstrou que o periodo em que 0 estresse ocorre esté
relacionado com as alteracdes comportamentais encontradas. Observamos que
a privacdo maternal nos DPNs 11 e 13 provocou diminuicdo no tempo na esquiva
inibitdria, no teste do labirinto em T elevado e aumento da atividade locomotora
no teste do campo aberto, sendo o modelo de estresse neonatal que apresentou
resultados mais expressivos.

Nesse modelo, 0 aumento a atividade locomotora pode estar associado a
diminuicao do tempo de esquiva, uma vez que a locomocao interfere diretamente
no comportamento do LTE. Além disso, estudos indicam que a privagdo maternal
aumenta comportamentos relacionados a esquizofrenia, como a atividade
locomotora (ELLENBROEK & COOLS, 2000; ELLENBROEK et al., 2005).

Sendo assim, a fim de confirmar os resultados encontrados, propomos
verificar se o pré-tratamento com uma droga ansiolitica (diazepam), altera os

resultados obtidos nos testes comportamentais, uma vez que a atividade
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locomotora poderia estar mascarando os efeitos da privagdo maternal na
esquiva inibitoria.

Para isso, foram utilizadas ninhadas de ratos Wistar, padronizadas em 8
animais por ninhada, que foram submetidas ao protocolo de privacdo maternal
nos dias 11 e 13 apds o nascimento (PM 11 e 13). ApOs 0 nascimento 0s animais
permaneceram em ambiente de crescimento padrdo, sofrendo o minimo de
manipulacdo possivel. A partir do dia 60 apds o nascimento os animais foram
submetidos aos testes comportamentais, sendo eles: labirinto em T elevado e
teste do campo aberto. Para a realizagédo dos testes, 0s grupos experimentais

foram subdivididos em:

e Controle salina
e Controle diazepam (DZP)
e Privacdo maternal salina

e Privagdo maternal DZP

Para a realizagdo dos experimentos, os animais dos grupos diazepam,
receberam injecdes, na dose de 1mg/kg, 30 minutos antes da exposi¢cao aos
testes. Os animais dos grupos salina, também receberam inje¢cds 30 minutos

antes da realizac&o dos testes.

Dia zero = Di: do Nascimento DPN 60
| | .... Periodo de crescimento dos filhotes |
| | |
o . Privagdo Materna
PadronizagSo das Ninhadas ppp 1.13 Aplicagio DZP ou salina

Periodo pré-natal DPN 1

', 30 min

Inicio dos testes comportamentais

Figura 7: esquema do delineamento experimental do estudo 2.

3.3. Resultados

3.3.3. Labirinto em T elevado

Esquiva Inibitéria
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Ao analisar o tempo de esquiva inibitoria, observamos através da ANOVA
de medidas repetidas, que houve um efeito das sessoes de esquiva [ANOVA de
medidas repetidas, F (3,43) = 18,60; P< 0,000] indicando que ocorreu
aprendizado durante o teste. Entretanto, ndo foi observada interacéo entre as
sessOes e a privagdo maternal, o Diazepam ou interagdo entre os trés fatores
[ANOVA de medidas repetidas, Sessdo*PM F (3,43) =2,7; Sessao*DZP F (3,43)
=1,43; Sessao*PM*DZP F (3,43) =0,39]. Com relacédo ao efeito das sessdes
entre as variaveis, observamos efeito da privacdo maternal e do diazepam, sem
interacao entre os fatores ([PM F (3,43) = 6,56; P=0,014]; [DZP F (3,43) = 5,12;
P=0,029]; [PM*DZP F (3,43) =2,56]).

Além disso, observamos uma tendéncia de efeito da privacdo maternal na
esquiva basal [ANOVA de duas vias, F (3,43) = 3,56; P= 0,06], sem efeito do
diazepam [ANOVA de duas vias, F (3,43) = 2,83], ou interacéo entre os fatores
[ANOVA de duas vias, F (3,43) = 1,66]. No tempo de esquiva 1, ndo observamos
efeito da privacdo maternal [ANOVA de duas vias, F (3,43) = 3,03], entretanto
observamos tendéncia de efeito do diazepam [ANOVA de duas vias, F (3,43) =
3,51; P=0,06], sem interacdo entre os fatores [ANOVA de duas vias, F (3,43) =
1,38]. No tempo de esquiva 2, observamos efeito da privacdo maternal [ANOVA
de duas vias, F (3,43) = 5,83; P=0,02], tendéncia de efeito do diazepam [ANOVA
de duas vias, F (3,43) = 3,71; P= 0,06], sem haver interacdo entre os fatores
[ANOVA de duas vias, F (3,43) = 2,02]. O teste de Duncan também indicou
diferenca entre os grupos PM DZP e Controle DZP na esquiva basal, e entre os
grupos PM e PM DZP na esquiva 1 (P<0,05).
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Figura 8: Laténcia, em segundos, para sair do compartimento fechado do Labirinto em
T elevado. Dados expressos como média + EPM, N = 10-12 por grupo. *: Diferente de
todos os grupos (teste de Duncan, p < 0,05); #: Diferente do grupo PM (teste de Duncan,
p < 0,05).

Fuga

Os comportamentos de fuga também foram avaliados em trés tentativas
seguidas e analisados por meio de ANOVA de duas vias. Nao foram observadas
diferencas na Fuga 1 {PM [ANOVA de duas vias, F (3,43) = 0,89]; DZP [ANOVA
de duas vias, F (3,43) = 0,68]; PM*DZP [ANOVA de duas vias, F (3,43) = 0,62]},
na Fuga 2 {PM [ANOVA de duas vias, F (3,43) = 0,001]; DZP [ANOVA de duas
vias, F (3,43) = 1,23]; PM*DZP [ANOVA de duas vias, F (3,43) = 1,10]} ou na
fuga 3 {PM [ANOVA de duas vias, F (3,43) = 0,21]; DZP [ANOVA de duas vias,
F (3,43) = 0,13]; PM*DZP [ANOVA de duas vias, F (3,43) = 1,14]}.

Além disso, o pos-hoc de Duncan ndo demonstrou diferenca significativa

entre os grupos na Fuga 1, Fuga 2 ou na Fuga 3 (P>0,05).
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Figura 9: Laténcia, em segundos, para sair do compartimento aberto do Labirintoem T
elevado. Dados expressos como média + EPM, N = 10-12 por grupo.

3.3.4. Campo Aberto

No teste de campo aberto, a ANOVA de duas vias para a distancia total
percorrida indicou efeito da privagdo maternal [ANOVA de duas vias, F (3,41) =
5,58; P = 0,02]. Entretanto, sem efeito do diazepam [ANOVA de duas vias, F
(3,41) = 0,49], ou interacao entre os fatores [ANOVA de duas vias, F (3,41) =
004]. Da mesma forma, houve efeito da privacdo na distancia percorrida na
periferia do aparato, [ANOVA de duas vias, F (3,41) =5,12; P = 0,02], sem efeito
do diazepam [ANOVA de duas vias, F (3,41) = 0,42], ou interagc&o entre os fatores
[ANOVA de duas vias, F (3,41) = 0,04]. Quanto a distancia percorrida no centro
do aparato, ndo houve efeito significativo de nenhuma das condi¢cdes [ANOVA
de duas vias, PM: F (3,41) =3,74; DZP: F (3,41) = 0,44; PM*DZP F (3,41) = 0,63].

Campo Aberto - Distancia Percorrida
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Figura 10: Distancia total percorrida. Dados expressos como média + EPM, N = 10-11 por grupo.
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Figura 11: Distancia percorrida no centrodo ~ Figura 12: Distancia percorrida na periferia
aparato. Dados expressos como média +  do aparato. Dados expressos como média +
EPM, N = 10-11 por grupo. EPM, N = 10-11 por grupo.

4. Concluséo
De acordo com os resultados encontrados nos estudos pilotos, pode-se
concluir que a privagdo maternal realizada nos dias 11 e 13 ap6s o0 nascimento
provocou alteragbes comportamentais na esquiva inibitéria e na atividade
locomotora, o que foi prevenido pelo farmaco ansiolitico. Sendo assim,
concluimos que o estresse neonatal aplicado nos dias 11 e 13 apds o
nascimento, representam um possivel modelo para o estudo de alteracdes

associadas a ansiedade em animais adultos.
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