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1. RESUMO



Efeitos do periodo de separacao materna e do cuidado materno no momento
da reuniao do filhote isolado sobre a ansiedade, depressao e ataques de
pénico na vida adulta. Evidéncias abundantes sugerem que a separagdao materna
(SM) predispde o individuo ao desenvolvimento de ansiedade e depressao na vida
adulta. Contudo, ndo esta claro se esses efeitos resultam da separacao materna em
si ou do excesso de cuidados maternos no momento da reunido do filhote separado
ao ninho. Portanto, o presente estudo examinou os efeitos de cuidados maternos e
do periodo da SM sobre a ansiedade e depressao na vida adulta. Para isto, filhotes
de ratos Wistar machos (n=106) foram submetidos a SM de 3 h diarias a partir do
segundo dia pés-natal (PN2) até o desmame em PN21 (n=40), ou a SM no ‘periodo
hiporresponsivo ao estresse’ de PN4 a PN14 (SHRP, n=40). Destes, cerca de
metade dos filhotes foi reunida a uma méae consciente e a outra metade a uma mae
anestesiada, carecendo, portanto, dos cuidados maternos (carrear, caricias
anogenitais). Embora ndo tenham sido separados, os controles (n=16) foram sujeitos
a manipulacao similar ao grupo separado ao longo da lactacdo. Apés o desmame,
os ratos foram alojados em gaiolas individuais numa sala com temperatura
controlada e atenuacgao sonora com agua e comida ad libitum e ciclo claro-escuro de
12 h (luzes acesas as 6:00). Quando adultos, os ratos foram avaliados quanto a sua
vulnerabilidade aos ataques de péanico experimentais a estimulacao elétrica da
MCPA (PN62), a depressao nos testes de anedonia por consumo de sacarose (TCS,
PN67) e resiliéncia a natacdo forcada (NF, PN83), e a ansiedade nos testes do
labirinto-em-cruz elevado (LCE, PN74) e campo aberto (CA, PN75). O desempenho
dos ratos foi filmado e analisado offline. As diferencas foram consideradas
significativas ao nivel de 5% de Bonferroni. Os resultados sugerem que (i) a SM néo

tem efeito algum sobre a ansiedade de ratos adultos expostos ao LCE e CA; (ii) a



SM no SHRP aumenta os indices de depressao na NF e TA, (ii) a SM no SHRP
facilita o panico experimental nos ratos adultos, (iv) a SM ao longo de toda a
lactagcdo aumenta o prazer e a resiliéncia de ratos adultos expostos ao TA e NF,
respectivamente, (v) a SM ao longo da lactagao resulta em ganhos maiores de peso,
(vi) o cuidado materno no momento da reuniao tem efeitos pequenos isoladamente,
mas potencia a facilitagdo do panico e da depressao nos ratos separados durante o
SHRP. Portanto, o presente estudo sugere que os efeitos da SM dependem
fortemente do periodo em que ela é realizada. Este é o primeiro estudo sobre os
efeitos da negligéncia materna no momento da reuniao do filhote isolado a ninhada

sobre a ansiedade, depressao e panico na vida adulta.

Palavras chave: Cuidado Materno, Separagcdao Materna, Ansiedade, Depressao,
Panico.



2. ABSTRACT



Effects of the period of maternal separation and of maternal care at the time of
the reunion of the separated pup on anxiety, depression and panic attacks in
adulthood. Abundant evidence suggests that maternal separation (MS) predisposes
individuals to the development of anxiety and depression in adulthood. However, it is
unclear whether these effects result from maternal separation itself or to the excess
of maternal care at the time of the reunion of the separated pup to the nest.
Therefore, the present study examined the effects of maternal care and MS period on
anxiety and depression in adulthood. For this, Wistar rat pups (n = 106) underwent a
3-h daily MS either from the second postnatal day (PN2) until weaning at PN21 (n =
40) or from PN4 to PN14, the 'stress hyporesponsive period' (SHRP, n=40). Of these,
about half of the pups were reunited to a conscious mother and the other half to an
anesthetized mother, being thus devoid of maternal care (carrying, anogenital
stroke). Although not separated, the controls (n=16) were subjected to similar
manipulations along the lactation. After weaning, the rats were housed in individual
cages in a room with controlled temperature and sound attenuation with food and
water ad libitum and light-dark cycle of 12 h (lights on at 6:00). As adults, the rats
were assessed for their vulnerability to panic attacks to electrical stimulations of
periaqueductal gray matter (PN62), to depression in sucrose consumption test of
anhedonia (TA, PN67) and forced swimming test of resilience (FS, PN83) , and to
anxiety to the exposure to the elevated-plus-maze (EPM, PN74) and open-field (OF,
PN75). The performance of the rats was filmed and analyzed offline. Differences
were considered significant at 5% Bonferroni. The results suggest that (i) the MS has
no effect on anxiety of adult rats exposed to EPM and OF; (ii) the MS in the SHRP
increases depression indices in FS and TA (iii) the MS in the SHRP facilitates the

experimental panic in adult rats (iv) the MS throughout lactation increases both



pleasure and resiliency of adult rats exposed to TA and FS, respectively, (v) the MS
throughout the lactation increases appetite, thereby resulting in higher weight gains,
(vi) although the maternal attention at the time of the reunion have small effects
alone, it enhances the facilitation of panic and depression in adult rats subjected to
MS during the SHRP. Therefore, this study suggests that the effects of MS depend
strongly on the period in which it is performed. This is the first study on the effects of
maternal neglect at the time of the reunion of the isolated pup on anxiety, depression

and panic in adulthood.

Keywords: Maternal care, Maternal separation, Anxiety, Depression, Panic.



REVISAO: EFEITOS TARDIOS DO ESTRESSE NA INFANCIA



3.1. Transtornos de Ansiedade

Os transtornos de ansiedade foram primeiramente classificados nos estudos
pioneiros de Sigmund Freud (1896) sobre as “neuroses de ansiedade”
(Angstneurose). Nestes estudos, Freud distinguiu estes transtornos tanto da
depressdo maior (melancolia) quanto de uma ampla gama de condigdes
psiquiatricas denominadas a época de “neurastenias”. Nos “Estudos Selecionados
sobre a Histeria” (Freud, 1896), Freud identificou duas sindromes fundamentais de
ansiedade, quais sejam, a “expectativa ansiosa” ou “apreensdo” (&ngstliche
Ewartung), que ele considerava a forma predominante do transtorno de ansiedade,
e uma sindrome menos freqlente, que ele denominou “ataque de ansiedade”
(Angstanfall). De acordo com suas descri¢cdes, a expectativa ansiosa consistia num
“quantum de ansiedade livre e flutuante que controlava a escolha de idéias por
antecipacao”. Em contraste, nos ataques de ansiedade a “ansiedade irrompia
repentinamente na consciéncia sem ter sido eliciada por qualquer idéia”. Freud
ressaltou que estes ataques podiam manifestar-se tanto como “um sentimento puro
de ansiedade” quanto pela combinacdo da ansiedade com “a interpretagdo mais
proxima do término da vida, tal como a idéia de morte subita ou da perda da raz&o”
ou combinados a “alguma parestesia” ou a “disturbio de uma ou mais fungdes
somaticas, tais como a respiracdo, atividade cardiaca, inervacao vasomotora e
atividade glandular’. Freud distinguiu estes ataques das fobias, do transtorno
obsessivo-compulsivo (neurose obsessiva) e transtorno do estresse pos-traumatico

(neurose comum), dentre outras condicdes. Suas descricdes clinicas de



“expectativa ansiosa” e “ataque de ansiedade” sdo bastante similares aos
diagnésticos atuais do transtorno de ansiedade generalizada (TAG) e transtorno do
panico (TP), respectivamente. Associacdo Psiquiatrica Norte Americana (APA,

2000).

Contudo, enquanto os transtornos de ansiedade continuaram a ser
diagnosticados como neurastenias até meados do século passado, o TP recebeu
uma variedade enorme de nomes, incluindo neurose da ansiedade, reacdo de
ansiedade, neurastenia, astenia neurocirculatéria, neurose vasomotora, taquicardia
nervosa, sindrome de esforco, sindrome de Da Costa, coragdo de soldado e
coracao irritavel, sindrome de hiperventilacao, entre outros (Pitts e McClure, 1967).

Este contexto comecou a alterar-se apds o estudo pioneiro de Donald Klein
(1964) que demonstrou a sensibilidade farmacolégica especifica do TP. Klein
mostrou que enquanto a “expectativa ansiosa” era tratavel por ansioliticos
(barbitdricos, meprobamato, e clordiazepdxido) e doses baixas de sedativos
(fenotiazinas), os ataques de panico (AP) s6 puderam ser tratados pela

administracao crénica do antidepressivo triciclico imipramina.

Pitts e McClure (1967) demonstraram que os AP podiam ser precipitados
pela infusdo endovenosa de lactato de sédio (LAC) em pacientes predispostos aos
ataques espontaneos de péanico, mas ndao em voluntarios normais. Na realidade,
estudos prévios de Cohen e White (1951) ja haviam mostrado que os AP podiam ser
precipitados por hiperventilagdo em 5% de dioxido de carbono (CO), mas nao no
exercicio ou na ventilacdo ambiente (Klein, 1993). Estudos posteriores forneceram
provas numerosas das propriedades panicogénicas do LAC e CO,, bem como de
outros agentes (Graeff et al., 2005). Posteriormente, mostrou-se que a ioimbina,

umantagonista a-2 adrenérgico, também induzia panico nos pacientes de TP
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(Charney e Maniji, 2004). Contudo, a infusdo de ioimbina também provocava o
aumento da ansiedade em pessoas normais, tal como ocorre com a cafeina,
colecistocinina (CCK) e inumeras drogas com acado panicogénica (Klein, 1993).
Ainda, enquanto os AP induzidos por inalacdo de CO, e infusdo endovenosa de
LAC eram bloqueados pelo tratamento crénico com antidepressivos triciclicos
(Gorman et al., 1997; Liebowitz et al., 1985b; Rifkin et al., 1981; Woods et al., 1990;
Yeragani et al., 1988), os AP induzidos por B-carbolina e ioimbina em individuos
saudaveis eram atenuados por baixas doses de diazepam, mas nao pelos triciclicos
(Dorow et al., 1983; Klein, 1993). A sensibilidade especifica as drogas e a existéncia
de marcadores fisiolégicos do TP sugeriram a existéncia de um circuito cerebral

disparando de forma ndo adaptativa.

O TP somente foi reconhecido como entidade nosoldgica a partir de 1980
(EUA), quando foi incluido no Manual de Estatistica e Diagnédstico da Associacao
Psiquiatrica Norte Americana, o DSM-III (APA, 1980), aproximadamente um século

apos as observacoes pioneiras de Freud.

Os AP séao transtornos de ansiedade com episédios agudos de medo, ou
sensacgao similar, que ocorrem de forma recorrente e na auséncia de qualquer
ameaca identificavel. Eles caracterizam-se por uma experiéncia subita de intenso
estresse, pensamentos catastréficos e ansiedade grave, que se desenvolvem
rapidamente, atingindo um pico em aproximadamente 10 min. Os principais
sintomas dos AP na clinica sdo taquicardia, dor precordial, dificuldade de respirar
(dispnéia) e sensacao de sufocamento, seguidas de hiperventilacao, suor, vertigem,
tremores, desejo de fuga e sensacdo de morte iminente (Freedman et al., 1985;

Stein et al., 1992; Goetz et al., 1994; Rechlin et al., 1994). A descricdo clinica de
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Freud para o “ataque de ansiedade” ja incluia 10 dos 13 sintomas necessarios para

o diagnéstico do TP quando este foi introduzido no DSM-III (APA, 1980).

De acordo com os critérios clinicos para o diagndstico do TP estabelecidos
a partir do DSM-IIl (APA, 1980). O TP ¢é definido como a ocorréncia de quatro
atagues espontaneos em quatro semanas ou um ataque seguido pelo receio de
novos ataques ao longo de quatro semanas. Também ficou estabelecida a distingcao
entre ataques completos, com mais de quatro sintomas (dentre 12 ou 13
caracteristicos), ou ataques limitados, com numero inferior de sintomas. Por sua
vez, os AP situacionais estdo relacionados a expectativa do paciente de
desenvolver sintomas que se assemelham aos dos AP em um determina do local ou
contexto. Essa ansiedade é gradual, até que o individuo se confronte com a

situagao temida e ocorra um AP (Gentil, 1988).

O TP pode acarretar em enorme prejuizo aos individuos, principalmente, se
for acompanhado de agorafobia, limitando as atividades sociais e profissionais de
forma parcial ou completa. Devido a auséncia de explicagdo dos sintomas e as
frequentes consultas e exames médicos, geralmente negativos, os AP também
desenvolvem insegurancga e perda da autoestima, com grande desconforto fisico e
emocional. Com um custo social elevado, estimativas europeias avaliam que 7,5 a
10% da populacédo adulta, entre 20 e 30 anos, terdo AP ocasionais e 2% a 5%

desenvolverdao o TP, isto €, AP recorrentes com graves limitacbes do desempenho.

3.2. Papel da matéria cinzenta periaquedutal no transtorno do Panico
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A distribuicdo anatémica da matéria cinzenta periaquedutal (MCPA) de
ratos, gatos e humanos é organizada em colunas morfofuncionais dispostas ao

longo do aqueduto, quais sejam, colunas dorsomedial (MCPAdm), dorsolateral

Rostral

Caudal

Figura 1. Organizagdo colunar rostro-caudal da MCP. As figuras ilustram as colunas: (a)
dorsomedial, (b) dorsolateral, (c) lateral (coluna superior) e ventrolateral (coluna inferior). (AQ)
Aqueduto cerebral, (DR) ndcleo dorsal da rafe, (Ill) nucleo 6culo-motor.

(MCPAdI), lateral (MCPAI) e ventrolateral (MCPAvI), e cada uma dessas formam
uma coluna longitudinal que varia ao longo do eixo rostro caudal (Keay and Bandler,

2004; Parvizi et al., 2000).

Um modelo proposto para o estudo dos AP é a estimulacdo elétrica ou
quimica da metade dorsal da matéria cinzenta periaquedutal (MCPAd) que elicia
respostas de reacao de defesa (Gentil, 1988; Jenck et al., 1995; Deakin an Graeff,
1991; Schenberg et al., 2001, 2005). Assim, enquanto a estimulacdao da MCPD com
intensidades baixas produz a “reacdo de congelamento” (exoftalmia e imobilidade
tensa), as intensidades mais elevadas desencadeiam respostas de fuga (trotes,

galopes e saltos) (Schenberg et al., 1993, 2005; Bittencourt et al., 2004).
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3.3.Teorias Neurais do Transtorno do Panico

Duas teorias foram propostas para esclarecer as bases neurais do TP: A
primeira delas, proposta por Deakin & Graeff (1991), baseia-se em estudos
experimentais sobre o papel da serotonina (5HT) nos comportamentos defensivos e
na prescricao dos inibidores seletivos de recaptura de 5HT (ISRS) para uma ampla
gama de transtornos psiquiatricos, incluindo o TAG e o TP, mas também, o
transtorno obsessivo compulsivo e a depressdo. Brevemente a teoria propde que a
5HT facilita a ansiedade por uma ag¢ao na amigdala, mas inibe os AP por uma acao
na matéria cinzenta periaquedutal (MCPA). Segundo a teoria de Deakin & Graeff
(1991), a MPCA seria um centro de coordenacdo de reflexos defensivos a
predadores ou outros estimlulos nocivos, como dor ou hipoxia. Esta teoria sugere
que os AP sao estados similares ao medo a uma ameaga proximal, tal como a
reacdo da presa face ao predador. A teoria também sugere a evolugcao do sistema
serotonérgico como um sistema especializado no controle de situacdes aversivas.
Consequentemente, os AP seriam devidos ao funcionamento inadequado das
projecoes serotonérgicas do nucleo dorsal da rafe (NDR) a MCPA. Deakin e Graeff
(1991) também propuseram que os eferentes serotonérgicos do nucleo mediano da
rafe (NMnR) para o hipocampo seriam o substrato de um “sistema comportamental
de resiliéncia” que teria por funcao “separar” os eventos aversivos dos afazeres do
dia-a-dia, permitindo que o individuo se adaptasse as situacdes de estresse. A
elevacao dos niveis de glicocorticoides durante o estresse prolongado resultaria na

sub-regulacdo dos receptores, serotonina (5-HT1a) do hipocampo, causando uma
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falha no “sistema de resiliéncia” e desencadeando a depressdo. Do ponto de vista
do estudo, a implicacdo mais importante desta teoria seria que a 5-HT facilita a

ansiedade no cértex pré-frontal e amigdala, mas inibe o panico na MCPAd.

A segunda teoria, proposta por Klein (1993, a), baseia-se nos sintomas
respiratérios do panico clinico, na resposta exagerada dos pacientes com
diagnéstico de panico a inalacdo de concentracbes baixas de CO2 (5-7%) e a
infusdo endovenosa de LAC (0,5 M), na auséncia de respostas endécrinas nos AP e
na sensibilidade especifica dos AP ao tratamento crénico com imipramina. A teoria
postula que os AP seriam devidos ao disparo inadequado de um sistema de alarme
de sufocamento, produzindo os ataques espontaneos em ar ambiente, ou ataques
induzidos por LAC ou COz2. Nos estudos pioneiros em que descobriu a sensibilidade
dos AP a imipramina, Klein (Klein e Fink, 1962; Klein, 1964) observou que metade
dos pacientes com TP sofreram ansiedade de separacao da infancia (ASl, childhood
separation anxiety) tdo grave que impedia 0 comparecimento dos mesmos a escola.
Conseqglentemente, Klein (1964) propbés que ASI predispdoe ao desenvolvimento de

AP na vida adulta.

Recentemente, Klein e Preter (2007) propuseram que 0 elo comum entre
relagdes parenterais e sintomas respiratérios dos AP reside numa deficiéncia da
transmissdo opididergica comum aos sistemas de alarme de sufocamento e

separacao.
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Tabela 1. Isomorfismo dos AP e das respostas induzidas por estimulacdo da
MCPAd em homens e ratos (referéncias, ver o texto).

AP espontaneos ou induzi-dos

Estimulacdo da MCPAd em Estimulagdo da MCPAd

por LAC em homens homens em ratos
Sensagoes/ “bloqueio do andar” n.d. congelamento
comportamento desejo de fugir interrupgao do estimulo fuga
intenso desconforto intenso desconforto aversao
ansiedade grave ansiedade grave n.d.
panico, terror panico, terror n.d.
medo de morte iminente “medo de morrer” n.d.
medo de ficar louco n.d. n.d.
medo de perder o controle n.d. n.d.
Respostas taquipnéia taquipnéia taquipnéia
autondmicas hiperventilagéo hiperventilagdo hiperventilagao
dispneia apneia n.o.
sensacao de asfixia respiragao profunda respiragao profunda
taquicardia taquicardia taquicardia
hipertensao n.d. hipertensao
n.d. abertura dos olhos exoftalmia
sudorese n.d. n.d.
n.d. piloerecdo n.o.
Respostas sensacao de tremor sensacao de vibragao n.d.
neuroldgicas/ dor toracica dor precordial n.d.
Parestesias sensacao de calor/frio sensacao de calor/frio n.d.
tonteira n.d. n.d.
n.d. entorpecimento n.d.
n.d. dor facial medial n.d.

Areas cerebrais
estimuladas ou
ativadas

MCPAd, camadas profundas
do coliculo superior, amigdala
(PET)

MCPAd e teto adjacente (0- MCPAd,
5mm lateral ao aqueduto)

(raio-x)

camadas

profundas do coliculo

superior

n.d. - n&o disponivel; n.o. - ndo observado.

Contudo, Shekhar et al. (1996) apresentam evidéncias indicando que o

hipotalamo dorsomedial (HDM) seja o responséavel pelo desencadeamento dos AP

ao LAC. Eles sugeriram que a disfuncdo cronica da neurotransmissdo GABAérgica

do HDM seja responsavel pelo TP E importante notar, no entanto, que os

comportamentos analisados por Shekhar sdo modelos mais adequados do TAG que

do TP.

Evidéncias pré-clinicas do nosso laboratério sugerem que a MCPA também

esteja envolvida nas respostas comportamentais ao sufocamento. Assim, Schimitel

et al. (2012) mostraram que sinais de hipdxia produzidos pela estimulacao seletiva
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dos quimiorreceptores por doses subletais de cianeto de potassio (KCN) produzem
comportamentos de defesa similares aqueles da estimulacéo elétrica ou quimica da
MCPAd. Mais importante, enquanto doses subliminares de KCN potenciou as
respostas de defesa a estimulagdo elétrica da MCPAd, a lesdo desta estrutura
aboliu as respostas de defesa a administragéo isolada do KCN. Embora a exposicao
ao CO, (8% e 13%), isoladamente, tenha inibido os comportamentos de defesa
eliciados pela estimulacdo da MCPAd, a exposicao ao CO, potenciou as respostas
de fuga induzidas pela administracao de KCN. Os autores concluiram que a MCPAd
abriga um sistema de alarme de sufocamento sensivel a hipdxia, cuja disfuncao
desencadearia os AP e tornaria os individuos hipersensiveis ao CO.. Este estudo
também sugere que o mecanismo fundamental do sistema de alarme de
sufocamento esteja relacionado a hipdxia, e ndo a hipercapnia. Mais recentemente,
Schimitel et al. (2014) mostraram que as respostas de fuga ao KCN séo suprimidas
pelos tratamentos agudo e crénico com doses clinicas dos panicoliticos clonazepam
e fluoxetina, respectivamente. Estes resultados s@o evidéncias importantes do

envolvimento da MCPAd nos comportamentos de defesa ao sufocamento.

Assim, apesar das respostas induzidas pela estimulacdo da MCPAd terem
sido originalmente consideradas como um modelo de ansiedade em procedimentos
de condicionamento operante (Graeff, 1988; Schenberg e Graeff, 1978), as
respostas aversivas inatas induzidas pela estimulacdo da MCPAd tém sido
propostas como um paradigma experimental dos AP (Deakin e Graeff, 1991; Gentil,
1988; Jenck et al., 1995; Schenberg et al, 2001). O isomorfismo dos AP e das

respostas induzidas pela estimulacao da MCPAd esta ilustrado na Tabela 1.

3.4. Comorbidade do transtorno do panico com ansiedade e depressao
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Estudo clinicos e epidemiolégicos mostraram que existe uma alta
comorbidade entre depressdo, ansiedade e TP, com ou sem agorafobia.
Adicionalmente, alguns autores sugerem que a comorbidade do TP e agorafobia sé

€ observada quando o péanico esta associado a depressao (Thompson et al, 1989).

Diagnéstico aos 20 anos de Diagnéstico aos 30 anos de %

idade idade
panico 7
panico+depressao 15

Depressao

(N=75) —» depressao 38
Sem diagnéstico 40
panico -
panico+depressao 15

Pénico

(N=26) —» depressao 31
Sem diagnéstico 54

Figura 2. Estudos longitudinais da comorbidade do transtorno do péanico e depressao.
(modificado Angst e Wicki, 1993).

Pacientes com TP e depressao também apresentam ataques mais severos
de panico e um risco maior de suicidio (Jonhson e Lyard, 1998; Lecrubier, 1998;

Lecubrier e Ustun, 1998; Kaufman e Charney, 2000).

Adicionalmente, os estudos pioneiros de Klein (Klein e Fink, 1962; Klein,

1964) foram confirmados por inUmeras evidéncias clinicas de que tanto a ASI como
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a perda social sejam fatores predisponentes do desenvolvimento da depresséo e TP
(Klein e Fink, 1962; Roy- Byrne et al., 1986, 2000; Zeanah, 1988; Faravelli e
Pallanti, 1989; Klein, 1993; Klein 1995; Battaglia et al.,1995; Kaunonen et al., 2000;
Milrod et al., 2004; Preter e Klein, 2008). Esta possibilidade € intrigante uma vez que

a ASl e TP sao quadros clinicos bastante distintos (Klein, 1995).

Notavelmente, a ASI é o transtorno de ansiedade mais frequente na
juventude, responsavel por quase 50% dos tratamentos de saude mental de
criangas (Bell-Dolan, 1995; Cartwright-Hatton et al., 2006). E um transtorno no qual
a separacao da crianga da figura de apego, geralmente a mae, € acompanhada de
ansiedade excessiva (DSM-IV-TR, APA, 2000). Klein (1980, 1995) descreve a ASI
como um conjunto de sintomas e comportamentos de ansiedade que refletem a
ativacao de um sistema de alarme neurofisiol6gico que protege o jovem de rupturas

reais, ou potenciais dos lagos familiares.

As criangas que apresentam sintomas de ASI tornam-se significativamente
angustiadas quando separadas de sua casa ou da figura de apego (geralmente a
mae) e, muitas vezes, tomam medidas para evitar esta separacdo. Este medo é
exibido por meio de uma preocupagcdo desproporcional e persistente sobre a
separacao. Os comportamentos tipicos de criancas que apresentam o transtorno da
ASI sdo 0 apego excessivo aos pais € a recusa em participar de atividades que
requerem separacao (ir a escola, participar de acampamentos, dormir na casa de
amigos, etc.).Na sua forma mais grave, a AS| pode resultar em recusa escolar
grave, resultando em déficits significativos na educacgao e socializacdo da crianca.
Last et al. (1987) estimaram que aproximadamente 75% das criancas com

ansiedade de separacao apresentam alguma forma de recusa escolar.
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Freqlentemente criangas com ASI sdo sintomaticas, relatam dores de
estbmago e cabegca e nauseas mais freqlentemente do que as criangas
diagnosticadas com transtornos fobicos (Last, 1991). Por exemplo, as queixas
somaticas ocorrem geralmente no contexto de situacdes de separacdo, podendo
refletir tanto uma estratégia de evasao, chamando a atencéo para si, ou um sintoma
fisico genuino (Albano et al., 1996; Tonge, 1994). A ASI pode interferir ndo somente
na crianca que apresenta a psicopatologia, mas também nas figuras de apego bem
como nos demais membros da familia. As criancas podem apresentar ataques de
furia, agarrando-se aos pais ou recusando-se em ficar sozinhas face a situacdes de
separacao (Tonge, 1994). Pais mudam sua rotina, como dormir na cama da crianca,
nao deixar o filho aos cuidados de outras pessoas e renunciar o0 tempo com seu
cOnjuge, a fim de satisfazer as vontades da crianga e aliviar o seu sofrimento. Essas
modificacées podem levar a instabilidade familiar. Além disso, criangas com ASI
geralmente desenvolvem um vinculo muito mais estreito e dependente com a figura
materna, gerando um comportamento de exclusdo da figura paterna e

desestabilizando a estrutura familiar (Bernstein e Borchardt, 1996).

E importante lembrar que a experiéncia de ansiedade de separacdo é um
fendbmeno normal que diminui com o amadurecimento da crianca. Um diagndstico
de ASI s6 pode ser estabelecido quando a angustia da crianca durante a separacao
€ inadequada, levando em consideracao a sua idade e nivel de desenvolvimento
(APA, 2000). Pesquisas sugerem que 4,1% das criangas exibem um nivel clinico de
ASI, e que, aproximadamente, um terco dos casos na infancia (36,1%) persiste na

idade adulta se ndo houver um tratamento na infancia (Shear et al., 2006).

A ASI também parece predispor o individuo ao desenvolvimento de diversas

psicopatologias na vida adulta, em particular a depressao maior (DM) e o TP (Klein,
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1993b; Blandim et al, 1994; Lipsitz et al., 1994; Canetti et al., 1997; Manicavasagar,
1998; Fava e Kendler, 2000; Heim e Nemeroff, 2001; Biederman et al., 2004;
Doerfler et al, 2008; Klauke et al., 2010; Mroczkwski et al., 2011). Kagan et al.
(1988) sugerem que pacientes com TP desenvolvem, primeiro, a ASI, seguida de
fobia social na adolescéncia e TP na vida adulta. A eficacia do panicolitico
imipramina na terapia da ASI confirmou a relagdao entre ASI e TP (Bernstein et al.,
2000; Gittelman-Klein e Klein, 1973). Estas observagdes, juntamente com a teoria
de apego e abordagens etoldgicas de ansiedade de Bowlby (1973), bem como as
propostas estabelecidas por Klein (1980) impulsionaram o desenvolvimento das

classificagdes contemporanea dos transtornos de ansiedade.

Mais recentemente, Rachel G. Klein (1995) conduziu o Unico estudo
prospectivo comparando o desenvolvimento de transtornos psiquiatricos (n=60) em
portadores de recusa escolar grave (n=54). Além do carater prospectivo, o estudo
tem especial importancia por ser baseado em entrevistas clinicas conduzidas por
profissionais que desconheciam o histérico infantil dos individuos. Os resultados
mostraram que o aumento da freqiéncia de AP foi a Unica condicao psiquiatrica
estatisticamente significante nos pacientes com ASI (7% nos probandos versus 0%
nos controles). Este indice também foi maior que a prevaléncia de TP em adultos,
estimada entre 1,2 a 2-3% (Angst e Wick, 1993). Contudo, Klein (1995) também
observou uma tendéncia (P<0,10) para o desenvolvimento da DM e uma incidéncia
significativamente maior de hospitalizagdes (P<0,02) devida, principalmente, a
episédios agudos de depressado (14%) quando comparados aos controles (1,7%).
Estes episodios depressivos podem ser equivalentes a “depressao breve recorrente”
observada em 40 de 96 pacientes com TP no estudo de Angst e Wick (1993).0

inicio dos AP também é freqlientemente precipitado pela separacao, perda social,
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estresse familiar ou luto (Battaglia et al., 1995; Faravelli e Pallanti, 1989; Kaunonen

et al., 2000; Klein e Fink, 1962; Klein, 1993; Milrod et al., 2004).

Adicionalmente, Biederman et al. (2007) forneceram dados importantes
sobre a correlacao entre a ASl e o TP. Em seu estudo, foram avaliadas 233 criancas
com riscos variados para TP e DM. Embora o estudo realizado por Klein (1995)
somente tenha apontado correlagdes significantes da ASI com TP e internacdes por
episédios depressivos, Biederman et al. (2007) relataram que probandos com ASI
apresentaram probabilidades de desenvolvimento de TP, agorafobia e DM 9,2, 9,1 e
3,2 vezes maiores que o0s controles, respectivamente. Contudo, Preter e Klein
(2008) argumentam que os estudos que sugerem que a ASI| predispée o
desenvolvimento de varios transtornos psiquiatricos podem ser devidos a
inconsisténcia dos métodos de entrevista ou a diagndsticos ambiguos de AP com

sintomas limitados.

No mesmo sentido, Pine et al. (2000, 2005) observaram uma correlagéo
significativa entre a desregulacédo respiratdria e os transtornos de ansiedade na
infancia. De fato, estes autores mostraram que a hipersensibilidade respiratoria a
inalacdo de uma mistura com 5% de CO, foi significativamente maior nas criancas
com ASI e, em menor grau, no TAG, que nas criancas com fobia social. Estes dados
estdo de acordo com a hipétese ampliada do alarme falso de sufocamento que
sugere que o TP e a ASI estédo relacionados a uma anormalidade em mecanismos
opidides envolvidos tanto no controle da respiragdo quanto nas relagdes parentais

(Preter e Klein, 2008; Preter et al., 2011).

Recentemente, Roberson-Nay et al. (2012) utilizaram a decomposi¢do de

Cholesky de um extenso banco de dados de gémeos mono e dizigoticos (n=1437
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pares) para analisar a influéncia de fatores genéticos e ambientais no
desenvolvimento de AP na vida adulta. Nesta compilagédo, os autores analisaram a
influéncia tanto da contribuicdo genética quanto dos fatores ambientais Unicos ou
compartilhados da vida adulta e da infancia, respectivamente. Este estudo mostrou
que 34,8% dos AP da vida adulta sdo determinados pelo mesmo conjunto de genes
responsavel por 39% dos casos de ASI. Surpreendentemente, estes autores
mostraram que os fatores unicos do ambiente adulto determinam 64% dos AP da
vida adulta, enquanto os fatores compartiihados do ambiente infantil foram
responsaveis por apenas 1,2%. A influéncia desprezivel do ambiente infantil nos AP

da vida adulta é, no minimo, intrigante.

A despeito dos resultados negativos de Roberson-Nay et al. (2012), a
influéncia do ambiente infantil na etiologia do TP foi sugerida por estudos pré-
clinicos que mostraram que ratos submetidos ao isolamento social neonatal (ISN),
um modelo de ASI no qual um filhote é separado tanto da mae quanto dos irmaos,
apresentam uma facilitacdo sexo-dependente das respostas respiratérias a hipbxia
(machos) e a hipercapnia (fémeas) na vida adulta (Genest et al.,, 2007a, 2007b,
2004). Adicionalmente, estudos recentes do nosso laboratério (Quintino-dos-Santos
et al., 2014) mostraram que ratos adultos submetidos ao ISN por 3 horas diarias ao
longo de todo periodo de amamentacdo (21 dias) apresentaram reducoes
acentuadas dos limiares das respostas de defesa de imobilidade, exoftalmia, trote,
galope e salto produzidas pela estimulacao elétrica da MCPAd. Este estudo foi a
primeira evidéncia em animais da influéncia facilitatéria do estresse de separacao
na infancia no desenvolvimento dos AP na vida adulta. Adicionalmente, estes dados
sugerem que o ISN produz alteragdes permanentes dos circuitos intrinsecos ou

eferentes da MCPAd, uma vez que os efeitos comportamentais foram observados
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45 dias ap6s o periodo de privacdo materna. Contudo, ndo foram encontradas
diferengas entre os grupos controle e separado nem nos niveis de ansiedade, nem
nos niveis de depressao avaliados nos testes do labirinto-em-cruz elevado (LCE) e
natacao forcada (NF), respectivamente. Embora estes resultados corroborem
observacdes similares de outros pesquisadores (Lehmann e Feldon, 2000; Shalev e
Kafkafi, 2002), outros estudos observaram a facilitacdo dos comportamentos de
ansiedade e depressdao (Eklund e Arborelius, 2006; Greisen et al., 2005), Os
resultados contraditérios podem ter sido devidos a diversidade dos procedimentos
de separacdo ou privacdo materna, ndo somente pelo modo da separacao
(isolamento de um unico filhote ou de toda a ninhada), mas, principalmente, quanto
a frequéncia e ao periodo pds-natal da separagcdo materna (SM), ao controle da
temperatura e a comunicacao auditiva, visual ou olfativa com a mae. De fato, além
do tempo de contato entre mae e filhote (Meaney, 2001), existem outros fatores que
podem influenciar nos resultados. Por exemplo, dentre inimeras combinacdes de
variaveis em ordem crescente de complexidade (textura, temperatura dos filhotes,
do ambiente ou da mae, propriedades de objeto substitutivo da mae, etc.), Hofer
(1996) relatou que um pequeno “tapete” de pélo sintético foi a Unica variavel que,
isoladamente, reduziu a vocalizacdo dos filhotes privados. A variabilidade dos
resultados também pode ter sido devida a diversidade dos modelos de avaliagéo de
ansiedade experimental (Lehman e Feldon, 2000). Por sua vez, Suchecki et al.
(1993a) relataram que um dos efeitos imediatos de um periodo Unico de privacéao
materna de 24 h no SHRP é o aumento das concentracdes basais e das repostas
ao estresse de corticosterona (CORT) e corticotrofina (ACTH), sugerindo que o eixo
HPA do filhote sofre uma inibicdo tonica da mae. As consequiéncias a longo prazo

da auséncia desta inibicdo dependem de uma série de fatores, em particular, da
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idade do filhote e da duracdo da separacdo que parecem ter uma Importancia

critica.

Adicionalmente Suchecki et al. (1993b) demonstraram que a baixa atividade
do eixo HPA durante o periodo inicial da vida é o resultado de fatores maternos
combinados que preservam a hiporresponsividade. Mais notavelmente, fatores
maternos independentes controlam aspectos distintos do eixo HPA. Assim,
enquanto a alimentacdo suprime a secrecdo de CORT, mas nao de ACTH, as
caricias anogenitais inibem a secre¢cdo de ACTH sem interferir naquela de CORT,
Aparentemente, portanto, enquanto a alimentacdo regula o amadurecimento das

adrenais, a caricia anogenital regula o componente central do eixo HPA.

Fatores posteriores ao desmame também parecem influenciar o
comportamento do animal adulto. Condicbes extremas, como isolamento social
prolongado (alojamento individual) ou superlotacdo (aproximadamente 3 ratos/dm?®),
promoveram o desenvolvimento de tragos ansiosos e depressivos, bem como
facilitaram a resposta ao estresse na fase adulta (Brown e Grunberg, 1995; Maslova
et al., 2010; Weintraub et al., 2010). Por outro lado, o enriquecimento do ambiente
pelo alojamento em grupo, insercdo de objetos variados e utilizacdo de caixas
maiores aumentou a interacao social e tornou os animais mais resilientes no teste
de natacao forgcada (Konkle et al., 2010). Dados na literatura também revelam uma
grande variagdo na forma do alojamento dos animais entre os laboratérios.
Enquanto alguns laboratérios acondicionam os ratos em grupos de 4 a 5 animais
por gaiola (Maslova et al., 2010), outros mantém 2 a 3 ratos apenas (Galler e Seelig,

1981).
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Conforme mencionado, estudos recentes sugerem que a exposi¢ao de ratos
ao ISN tenha efeitos duradouros no controle respiratério (Montandon et al., 2008;
Cayetanot et al., 2009; Kinkead et al., 2009). Estes estudos sugerem que enquanto
as duas primeiras semanas parecem ser o0 periodo critico no desenvolvimento do
controle respiratério (Bavis e Mitchell, 2008), a simples mudangca no padrdao de
alojamento dos animais de duplas para triades bloqueou os efeitos respiratérios
tardios do ISN (Fournier et al., 2013, 2011). De um ponto de vista mais abrangente,
estes dados corroboram estudos clinicos que sugerem que a amamentagao e o
contato com a mae reduzem os riscos de instabilidades respiratérias associadas
ndao somente a prematuridade (Blaymore Bier et al., 1997; Ludington-Hoe et al.,

1998; Parmar et al., 2009; Whitelaw et al., 1988) mas também ao TP (Klein, 1993).

3.5. Neuroplasticidade e desenvolvimento de psicopatologias

Os estudos acima sugerem que a producao, diferenciacdo e sobrevivéncia
de neurbnios sao processos de alta plasticidade regulados por relagdes sociais e
parenterais. Por exemplo, enquanto estressores fisicos ou sociais reduziram a
neurogénese mediante elevacdo dos niveis de CORT (Leuner e Gould, 2010;
Schoenfeld e Gould, 2012), a exposicao ao exercicio fisico moderado (Van Praag et
al., 1999), o aprendizado (Epp et al., 2007; Gould et al., 1999; Leuner et al., 2004), a
experiéncia sexual (Leuner et al., 2010), o ambiente enriquecido (Kempermann et
al., 1997) e a auto-estimulacao intracraniana (Takahashi et al., 2009) aumentaram a
neurogénese no giro denteado do hipocampo (GD). Além do nivel elevado de

glicocorticéides, estas experiéncias também resultaram na producdo de agentes
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compensatérios que previnem os efeitos deletérios dos horménios do estresse
(Burgess et al. 1993; Droste et al. 2003; Mirescu & Gould 2006; Harrison et al. 2009;
Waldherr et al. 2010). Embora esses agentes ndo tenham sido completamente
explorados, um possivel candidato € a ocitocina. Sua liberagdo em determinadas
situacoes de recompensa pode ter um importante papel na proliferagdo neuronal no
GD (Devries et al., 2003; Leuner et al., 2012; Ross e Young, 2009). Mais importante,
as neurotrofinas, uma familia de proteinas que regulam diversos aspectos do
desenvolvimento e fungdes neuronais, incluindo plasticidade sinaptica e formacéao
de novas sinapses (CHAO, 2003), tém sido de extremo interesse, essencialmente
no que tange a pesquisas envolvendo doencas neuropsiquiatricas. Os principais
componentes da familia, entre os mamiferos, sdo o fator de crescimento neuronal
(NGF), o fator neurotréfico derivado do cérebro (BDNF), e as neurotrofinas NT3 e
NT4/5. O BDNF, a neurotrofina mais abundante no SNC, parece estar envolvido nos
transtornos de ansiedade (Jiang et al, 2005) e depressao unipolar (AYDEMIR et al,
2005, GONUL et al, 2005). Os efeitos do BDNF podem variar conforme a fase do
desenvolvimento. No inicio da fase fetal, 0 BDNF é importante para a formacao e
maturacdo dos neurdnios em geral. Na fase adulta, tem papel fundamental no
processo de consolidacdo da memodria episddica (POST, 2007). Tsankova et al.
(2007) observaram que a regulacdao génica do BDNF poderia ser alterada por
fatores tais como estresse crénico. Em adicao as variacées genéticas, sao também
encontradas influéncias ambientais, sejam elas agudas ou crénicas, afetando os
niveis cerebrais de BDNF. Em particular, Roceri et al. (2002) observaram que
apenas um dia de privacdo materna em ratos resulta em diminuicdo nos niveis de
BDNF no hipocampo. Adicionalmente o estresse prolongado resulta em déficits

persistentes no hipocampo e regides corticais.
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A neurogénese em um cérebro maduro é uma forma excepcional de
plasticidade na qual neur6nios sdo produzidos em regides especificas no cérebro de
mamiferos (Ming e Song, 2011). As duas principais areas onde ocorrem a
neurogénese sdo a zona subventricular, que reveste os ventriculos cerebrais e da
origem as células precursoras de neurénios que migram para o bulbo olfativo e para
a zona subgranular do hipocampo, na qual se originam as células granulares do GD
(Ming e Song, 2011). A neurogénese € um processo labil regulado por fatores
ambientais. Assim, enquanto a neurogénese no hipocampo € estimulada por
ambientes enriquecidos, aprendizagem e medicamentos antidepressivos, ela é
inibida pelo estresse crdnico e envelhecimento (David et al., 2010; van Praag et al.,
2000; Warner-Schmidt e Duman, 2006). Dentre outros efeitos, os medicamentos
antidepressivos estimulam a proliferacdo e diferenciacdo de neurdnios jovens e
promovem uma série de alteracdes estruturais que influenciam o funcionamento de
neurénios ja maduros (Sahay e Hen, 2007; Wang et al., 2008). Por outro lado, tanto
o estresse agudo como cronico diminuem a proliferacdo e sobrevivéncia de
neurbnios em varias espécies, inclusive em primatas ndao-humanos (Schoenfeld e

Gould, 2012; Vollmayr et al., 2007).

Alteracbes da neurogénese (bem como da apoptose) podem estar na base
do desenvolvimento dos transtornos psiquiatricos. De fato, existem provas
convincentes que experiéncias estressantes na infancia, tais como negligéncia
paterna, perda dos pais ou abuso fisico ou sexual da crianca, sejam fatores de risco
importantes para o desenvolvimento da depressdo na vida adulta (Cannetti et al.,
1997; McCauley et al., 1997; Repetti et al., 2002; Heim e Nemeroff, 2001; Widom et
al., 2007). Uma abordagem amplamente aceita sugere, portanto, que a combinacao

de fatores genéticos, experiéncias estressantes da infancia e estresse por periodos
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prolongados na vida adulta determinam a resposta do individuo a situagdes
adversas e sua vulnerabilidade ao desenvolvimento de transtornos psiquiatricos,

incluindo a depressao (Charney e Maniji, 2004).

Em particular, a depressao € um dos transtornos mais incapacitantes da
psiquiatria (Fava e Kendler, 2000; Kulkarni e Dhir, 2007). Pacientes com DM exibem
perda de energia e interesse, anedonia, distlrbio do sono e apetite, sentimentos de
culpa, dificuldade de concentracéo, retardo psicomotor, pensamentos recorrentes
sobre a morte e, inclusive, tentativas freqiientes de suicidio (Austin et al., 2001;
Tafet e Bernardini, 2003; Charney e Maniji, 2004; Harvey et al., 2004; Dinan e Scott,
2005; Hihn et al., 2006; Kennedy, 2008). Um estudo da Organizacao Mundial de
Saude relatou que a depressao é a principal causa de incapacitagcdo e a quarta
causa na reducado da vida produtiva do individuo, incluindo a morte prematura

(Charney e Maniji, 2004).

Por outro lado, varios estudos indicam a existéncia de uma forte correlacéao
entre eventos traumaticos na infancia e anormalidades comportamentais e
neuroendocrinas na vida adulta (Kendler et al., 1992, Furukawa et al., 1999),
tornando o individuo mais susceptivel ao desenvolvimento de psicopatologias,

incluindo a ansiedade, péanico e depressao.

Experimentos em ratos recém nascidos endossam a sensibilidade do
sistema nervoso a alteragdes ambientais. O desenvolvimento de respostas
adaptativas ao estresse pode ser modificado por eventos do periodo neonatal
(Meaney et al., 1993; Faure et al., 2007). As evidéncias mostram que o
comportamento da mae e/ou intervengcées que alteram a relagdo mae-filhote

resultam em alteragcdes permanentes no sistema nervoso do filhote (Cirulli et al.,
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1994; Giovenardi et al.,, 2000). Em particular, os estimulos tacteis, olfatérios e
auditivos da mée sao os estimulos mais importantes no desenvolvimento do sistema
nervoso dos filhotes (Caldji et al., 1998; Field et al., 1988; Gunnar, 2003; Kuhn e
Schanberg, 1998; Newport et al., 2002).Assim, Levine (2001) mostrou que enquanto
o eixo hipotadlamo-hipéfise-adrenal (HHA) dos ratos ndao responde aos estressores
(injegdo intraperitoneal de salina) nas duas primeiras semanas de vida, que ele
denominou “periodo hiporresponsivo ao estresse” (SHRP, stress hyporesponsive
period), o eixo torna-se responsivo se os filhotes forem submetidos a privacao
materna de 24 h durante este periodo. Levine (2001) também mostrou que as
respostas ao estresse no SHRP sdo minimas ou inexistentes devido aos estimulos

maternos como o contato passivo, alimentagéo e estimulacdo anogenital.

Nesse sentido, a teoria do apego de John Bowlby (1973) sugere que o
relacionamento afetuoso, intimo e pr6ximo, da mae ou figura materna, na primeira
infancia (1 a 3 anos de idade) favorece o desenvolvimento de uma personalidade
saudavel. Ao contrario, a auséncia do cuidado materno resultaria em ansiedade de
separacao (childhood separation anxiety), levando ao desenvolvimento de apego
ansioso (anxious attachment) e “personalidade insegura” no adulto (Bowlby, 1973;
Bretherton, 1992), os quais seriam fatores predisponentes de psicopatologias, como
fobia e panico (Klein, 1964; Gittelman-Klein, 1995). Estas questoes também estao
no centro do conhecido debate sobre apego e dependéncia, segundo o qual o
excesso de atencdo materna impediria 0 amadurecimento da crianca (Freud, 1905,
1917, 1926). Bolwby (1973) ressalta, no entanto, que o apego difere de
dependéncia na medida que uma crianca de 1 ano de idade é totalmente
dependente da mae mas ainda ndo desenvolveu o0 apego, enquanto uma crianca de

5 anos ja desenvolveu 0 apego embora seja praticamente independente da figura
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materna. Em todo caso, ndo conhecemos nenhum modelo experimental de
negligéncia materna no qual ha a privagéo seletiva da atencdo da mae no momento

especial em que o filhote isolado retorna a ninhada.

3.6. Efeitos do estresse de separacdo da infancia na ansiedade, depressao e

panico dos ratos adultos

Estudos recentes em nosso laboratorio (Quintino-dos-Santos et al., 2014)
mostraram que os comportamentos similares ao panico produzidos pela estimulacao
elétrica da MCPD estao facilitados em ratos adultos submetidos ao isolamento
social neonatal (ISN), evidenciando a influéncia facilitatoria do estresse na infancia
nos AP de individuos adultos. Contudo, ndo sabemos se a facilitacdo do pénico
experimental foi devida a privacdo materna em si, ou ao excesso de cuidado
materno (caricias anogenitais, lambidas, alimentacdo, transporte e limpeza do
filhote) observado imediatamente apds o retorno do filhote isolado ao ninho. Os
efeitos facilitatérios no panico experimental também podem ter sido devidos a uma
interacdo do SM com o estresse pos-cirurgico, e nao ao SM em si. Em particular,
Quintino-dos-Santos et al. (2014) empregou uma craniotomia extensa para
exposicao do seio venoso e um periodo curto de recuperacao cirargica (5 a 7 dias)
no qual os ratos foram alojados isoladamente. Assim, o presente estudo analisou 0s
efeitos do periodo da SM e do cuidado materno no momento da reunido do filhote a
mae, sobre 0s niveis basais de ansiedade e depressdo e sobre o pénico

experimental de ratos adultos.
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4.1. Objetivo Geral

Examinar o efeito do periodo da SM e da presenca ou auséncia de cuidados
maternos no momento da reunido do filhote isolado ao ninho sobre as
respostas de ratos em modelos experimentais de ansiedade, depressao e

panico na vida adulta (60 dias de idade).

4.2. Objetivos Especificos

1. Analisar comportamento materno nos 5 min seguintes a reunido do filhote
isolado a mée.

2. Analisar a influéncia do cuidado materno no momento da reunido sobre
respostas similares a ansiedade de ratos adultos expostos ao labirinto-em-
cruz elevado (LCE) e campo-aberto (CA).

3. Analisar a influéncia do cuidado materno sobre os indices similares a
depressao de ratos adultos submetidos a natacao forcada (NF) e teste de
consumo de sacarose (TCS).

4. Investigar a influéncia do cuidado materno sobre as intensidades limiares
de exoftalmia, imobilidade, trote e galope, que constituem o modelo de
panico experimental produzido pela estimulacdo elétrica da MCPD em

ratos adultos.
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5. EFEITOS DO PERIODO DE SEPARACAO MATERNA
E DO CUIDADO MATERNO NO MOMENTO DA
REUNIAO DO FILHOTE A MAE, NA ANSIEDADE,
PANICO E DEPRESSAO NA VIDA ADULTA.
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INTRODUCAO

Os transtornos de ansiedade s&o uma das formas mais comuns de
psicopatologia na juventude, com prevaléncia estimada entre 5% e 25% (Boyd
et al., 2000; Costello et al., 2003; Essau et al., 2000; Roza et al., 2003;
Wittchen et al., 1998). Dentre estes, a ansiedade de separacdo na infancia
(ASI) é o mais freqliente na fase precoce da vida, sendo responsavel por quase
50% dos tratamentos de transtornos de ansiedade em pré-adolescentes (Bell-
Dolan, 1995; Cartwright-Hatton et al., 2006). A ASI é um transtorno no qual a
separacdo da crianca em relacdo a figura de apego é acompanhada de
ansiedade excessiva (APA, 2000). A sindrome foi descrita como um conjunto
de sintomas e comportamentos da criangca que refletem a ativacdo de um
sistema de alarme de rupturas reais, ou potenciais, dos lagos familiares

(Bowlby, 1983; Klein, 1995).

Por outro lado, Donald Klein (1993) propds que o transtorno de pénico
(TP) seja causado pelo disparo falso de um sistema de alarme de sufocamento.
Klein (1993a) argumenta que a teoria do ‘alarme falso de sufocamento’ (AFS) é
uma explicagdo suficiente e consistente da hipersensibilidade dos pacientes
com diagndstico de panico ao diéxido de carbono (CO.) e lactato de sédio
(LAC), da ocorréncia de ataques de panico durante as condi¢des hipercapnicas
do relaxamento e sono. Adicionalmente, Klein (1993) propbs que a teoria é
compativel com a reducdo da incidéncia de ataques de péanico durante a
gravidez, parto e lactagdo e, inversamente com o aumento da freqiéncia de
panico na doenca disférica de fase lutea tardia (sindrome pré-menstrual), nos
quais a respiracdo é aumentada ou reduzida por mudancas paralelas da

secrecao de progesterona, respectivamente. A hipétese do AFS também é
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consistente com alta comorbidade de doencas respiratérias presentes e
antecedente com panico (Shavitt et al.,, 1992; Preter and Klein, 2008). O TP
acomete 2% a 5% na populacdo em geral, mas pode apresentar incidéncia de
até 13% em jovens adultos (20 a 30 anos), com graves limitacbes do
desempenho social e familiar do individuo, principalmente, se acompanhado
por agorafobia (Goodwin e Barr, 2005). Nestes casos, é interessante notar que
0s pacientes ndao temem locais publicos em geral, mas locais nos quais podem

ficar desamparados na eventualidade de um AP.

Varios estudos sugerem que a ASI favoreca o TP. Em particular, os
estudos pioneiros de Klein (1964) relataram que metade dos pacientes
hospitalizados com agorafobia havia sofrido de ASI tdo grave que,
freqientemente, impediu-os de comparecer a escola. Estes dados levaram
Klein (1964) a formular a hip6tese de que a ASI favorece o TP na vida adulta
(Biederman et al., 2005; Kagan et al., 1988; Silove e Manicavasagar, 1993).
Mais notavelmente, a “hipétese da ansiedade de separacao” foi confirmada por
Rachel Klein (1995) num estudo longitudinal ao longo de 15 anos, duplo-cego,
baseado em entrevistas clinicas de 60 controles e 54 pré-adolescentes com
grave recusa escolar .Esta autora mostrou que o aumento na incidéncia de AP
foi a Unica condicao psiquiatrica estatisticamente significante nos adultos que
haviam sofrido de ASI (7% versus 0%, P<0,05). Adicionalmente, houve uma
tendéncia mais elevada (P<0,10) para o desenvolvimento de depressao e um
aumento estatisticamente significante de hospitalizacbes dos probandos
devidas, principalmente, a episodios depressivos (14% versus 1,7%, P<0,02).
A hipotese da ansiedade de separacao também foi apoiada pela eficacia

comprovada da imipramina tanto no TP quanto na ASI (Bernstein et al., 2000;
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Gittelman-Klein e Klein, 1973). Estas observagoes, juntamente com a teoria de
apego de Bowlby (1973) impulsionaram o desenvolvimento da classificagao

contemporanea dos transtornos de ansiedade (APA, 2000).

A influéncia da ASI na etiologia dos transtornos de ansiedade foi
corroborada em estudos pré-clinicos que mostraram que ratos isolados da
mae, um modelo de ASI, apresentam ansiedade e depressao na idade adulta.
(Plotsky e Meaney, 2001; Huot et al., 2001; Pryce e Feldon, 2003; Lee et al.,
2007; Aisa et al., 2008; Marais et al., 2008; Lambéas-Serias et al., 2009). Efeitos
similares foram observados em ratos que foram reunidos a maes “negligentes”
(Meaney, 2010). Em particular, Kinkead e colaboradores mostraram que ratos
adultos que foram submetidos ao ISN apresentaram uma facilitacdo sexo-
dependente das respostas respiratérias a hipdxia (machos) e a hipercapnia

(fémeas) (Dumont e Kinkead, 2010; Genest et al., 2004, 2007a,b).

Embora o substrato neural responsavel pela génese dos AP
permanecga incerto, estimulagdes elétricas ou quimicas da matéria cinzenta
periaqguedutal dorsal (MCPAd) evocam emocdes aversivas em humanos
(Nashold et al., 1969) e respostas comportamentais e viscerais em animais
(Bittencourt et al., 2004) que se assemelham aos AP. Conseqglientemente, as
respostas eliciadas pela estimulacdo da MCPAd tém sido propostas como um
modelo experimental de AP (Deakin e Graeff, 1991; Gentil, 1988; Jenck et al.,

1995; Schenberg, 2010; Schenberg et al., 2001, 2014; Schimitel et al., 2012).

Recentemente, Quintino-dos-Santos et al. (2014) mostraram que ratos
adultos submetidos ao ISN por 3 h diarias ao longo do periodo de

amamentacao (21 dias) apresentaram reducdes acentuadas dos limiares dos
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comportamentos de defesa para as respostas de imobilidade, exoftalmia, trote,
galope e salto eliciados por estimulagdo elétrica da MCPAd de ratos adultos
(60 dias de idade). Este estudo € a primeira evidéncia em animais da influéncia
facilitatéria do estresse de separacédo na infancia no panico experimental de
ratos adultos. Adicionalmente, estes dados sugerem que o ISN produza
alteragbes permanentes nos circuitos intrinsecos ou eferentes da MCPAd,
fornecendo informacdes valiosas sobre o0s mecanismos neurais da

comorbidade do TP e ASI.

Contudo, os resultados de Quintino-dos-Santos et al. (2014) néao
deixaram claro se a facilitacdo do péanico experimental foi devida a privacao
materna em si, ou ao excesso de caricias maternas apés a reunido do filhote
isolado a mae. Portanto, o presente estudo analisou os efeitos do cuidado
materno no momento da reunido do filhote isolado a mae sobre a ansiedade,

depressao e panico na idade adulta.

MATERIAIS E METODOS

Os procedimentos foram aprovados pelo comité de ética no uso de
animais para pesquisa cientifica da Universidade Federal do Espirito Santo

(CEUA-UFES Protocolo 032/2013).

Animais
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Ratas Wistar nuliparas (n=28), pesando 220-250g, provenientes do Biotério
Central do Centro de Ciéncias da Saude da UFES, foram mantidas a 23+2°C
numa sala com atenuacgao sonora e ciclo claro/escuro de 12 h (luzes acesas as
6:00 h). As ratas eram alojadas em caixas-viveiro de polietileno (49 x 34 x 16
cm) com assoalho coberto com maravalha e adgua e comida ad libitum. Cada
caixa-viveiro tinha 2 a 4 fémeas e 1 macho para cruzamento. As caixas-viveiro
eram limpas 2 vezes por semana tomando-se o cuidado de confirmar a
presenga de gravidez. Cerca de 10 a 15 dias apds o cruzamento, as fémeas
gestantes eram alojadas individualmente em caixas-ninho (30 cm x 20cm x
25cm) que tinham o assoalho coberto por maravalha e 4gua e comida ad
libitum. No 1° dia p6s-natal (PN1) os filhotes fémeas eram sacrificados e as
mées e os filhotes machos eram mantidos nas caixas-ninho até o desmame
(PN21). Apéds este periodo as mées eram sacrificadas e os filhotes foram

criados isoladamente em caixas-ninho até a idade adulta.

Separacao materna

Dos 104 filhotes utilizados, 42 foram submetidos a 3 h didrias de SM
entre PN2 e PN21 (SM-20), 42 foram submetidos a 3 h diarias de SM entre
PN4 e PN14 (SM-11) e 20 foram submetidos a 3 h diarias de separacao

materna ficticia (SMF).

A SM era realizada entre 13:00 as 16:00 h, colocando-se todos os
filhotes de uma prole numa ‘caixas de separacao’ individual (30 cm x 20 cm x
13 cm). Em duas proles, de filhotes submetidos a separacdo materna por 20

dias, reunidos a uma mae consciente, somente metade dos filhotes foi
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separada, os quais eram identificados com uma marca no dorso feita com uma
caneta cirurgica. A comunicacdo mae-filhote foi reduzida alojando-se as caixas
de separacdao numa estufa a temperatura ambiente numa sala distinta da mae
e/ou dos filhotes nao-isolados. Ao término das sessdes de separacdo, 0S

filhotes retornavam a caixa-ninho.

Na SMF os filhotes eram manipulados de forma similar aquela dos
filhotes submetidos a SM, mas eram devolvidos as maes imediatamente. Dos
filhotes submetidos a SM, 42 foram reunidos a maes conscientes (MC) e 42 a
maes anestesiadas (MA) com hidrato de cloral 20 min antes da reuniao com os

filhotes isolados.

No momento da reunido, o comportamento das MC em relacao aos
filhotes, separados ou controles, foi filmado por 5 min, no mesmo horario, e

analisado off-line.

Apbés o desmame em PN21, os ratos foram alojados em gaiolas
individuais (30 cm x 21 cm x 35 cm) com agua e comida ad libitum e assoalho
coberto por maravalha, numa sala com atenuacdo sonora e condi¢des
controladas de temperatura (21-22°C) e luminosidade (ciclo claro-escuro de 12
h,luzes acesas as 6:00 h). Em PN52, os animais eram submetidos a cirurgia de

implantacao de eletrodo na MPCD e, 7 dias apés, estimulados eletricamente.

Eletrodos

Os eletrodos eram confeccionados com um fio de ago inoxidavel de

250 um de diametro (Califérnia Fine Wire Company, Grover City, CA, EUA)
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isolado em toda extensao exceto na secdo transversal de sua extremidade
livre. Um fio ndo-isolado de aco inoxidavel serviu de eletrodo indiferente. Os
eletrodos eram soldados a um soquete de circuito integrado (BCPT

50,Cromatek, Guarulhos, Brasil).

Cirurgia

Em PN52, os ratos eram anestesiados com cetamina (1.0 mL/kg, I.P) e
xilazina (0.5 mlL/kg, I.P.) (Vetbrands, Jacarei, SP, Brasil), tratados com
ceftriaxona sodica (30 mg/kg, I.M.) e diclofenaco sodico (1 mg/kg, I.M.), fixados
ao aparelho estereotaxico (David Kopf, Tujunga, EUA) e cobertos com uma
manta para evitar a perda de calor. O peso era registrado para analise
posterior. Em seguida, fazia-se a assepsia da parte superior da cabega com
alcool 70° e solucao de iodo e removia-se uma pequena area oval da pele e
tecidos subcutaneos, expondo-se o cranio do bregma ao lambda. Apéds a
incisdo e raspagem da galea aponeurdtica, eram feitos quatro orificios (2 nos
0ssos parietais € 2 no o0sso interparietal) com o auxilio de uma broca
odontolégica, nos quais eram introduzidos pequenos parafusos de acgo
inoxidavel para ancoragem da prétese. A seguir, realizava-se um orificio -2.1
mm lateralmente e -7.8 mm posteriormente ao bregma para introducao de um
eletrodo dirigido a MCPAd num éangulo de 15°, 5 mm abaixo da superficie
Ossea. Apds a soldagem do eletrodo indiferente a um parafuso de fixacao e a
limpeza e secagem da calota craniana, o campo cirurgico era preenchido com
resina acrilica autopolimerizavel e os ratos eram colocados numa placa térmica

(32°C) até se recuperarem da anestesia.
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Figura 3. Rato sete dias apds a cirurgia de implantacao dos eletrodos intracranianos.

Estimulacao intracraniana

Os ratos foram estimulados intracranialmente em PN59 (n=106). Uma
sessdo de triagem era realizada sete dias ap6s a cirurgia de implantacao,
selecionando-se 0s animais que apresentavam resposta de galope em
intensidades inferiores a 70 YA (n=66) para padronizacao. Para isto, os animais
eram colocados numa arena circular de acrilico transparente, com 60 cm de
altura e didmetro e, dez minutos apéds, estimulados com pulsos senoidais de
intensidade crescente em passos de 5 pA (microampere) (60 Hz, c.a., 30 s, 0-
90 pA, pico-a-pico) gerados por um estimulador de corrente constante (FDV,
Ribeirdo Preto, SP, Brasil). Os estimulos eram aplicados por meio de um cabo
flexivel acoplado a um conector giratério de mercurio. As intensidades de

corrente eram monitoradas por meio de um osciloscépio (V-212-HITACHI,
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Malasia). Os estimulos eram aplicados em intervalos de 30-90 segundos até a
obtencao da resposta de fuga (galope e/ou saltos). As sessdes eram realizadas

numa sala com atenuacao acustica e temperatura de 25°C.

Registros comportamentais a estimulacao intracraniana

Os registros comportamentais eram realizados de forma binaria, ou
seja, registrando-se a ocorréncia ou ndo dos itens comportamentais durante os
periodos de estimulacdo, independentemente de sua frequéncia ou duragao
durante a estimulacao. A observacao comportamental dos animais foi feita com

o0 auxilio do etograma que se segue:

Dormir - Postura horizontal com olhos fechados, sem atividade
olfativa, e com relaxamento muscular indicado pelo rebaixamento do tronco,

cabeca e pescoco e pela flexdo dos membros.

Repouso - Postura horizontal com olhos semi-abertos ou abertos,
atividade olfativa reduzida e relaxamento muscular indicado pelo rebaixamento
do tronco e pela flexao dos membros. O rato pode apresentar uma postura de

“esfinge”, com o tronco rebaixado e pescoco e cabeca erguidos.

Autolimpeza - Manipulacao repetitiva dos pélos da cabeca, tronco
e genitais usando as patas dianteiras ou a boca (comportamentos
autodirigidos). A manipulacdo dos pélos com as patas posteriores (cocar) foi

incluida neste item.
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Olfacdo - Exploragdao olfativa do ambiente indicada pelo
movimento das narinas e das vibrissas e movimentos pendulares da cabeca

em posicao elevada.

Esquadrinhar - Exploragdo visuomotora do ambiente
caracterizada por movimentos laterais da cabeca, geralmente, acompanhados

de olfagao.

Levantar - Postura ereta, com extensao das patas posteriores.

Marcha - Locomocgdo lenta do animal por, pelo menos, dois
espacos do assoalho da arena, mediante a projecdo simultdnea das patas

contralaterais anterior e posterior.

Mistacioplegia - Paralisia das vibrissas

Imobilidade tensa - Cessar brusco de todos os movimentos,
freqientemente acompanhado de extensdao dos membros (elevacéo do tronco),
orelhas e pescoco e, as vezes, da cauda, indicando o aumento do ténus

muscular. O cessar brusco das atividades pode resultar em posturas anémalas.

Trote - Locomocao rapida do animal, mantendo o padrao

contralateral da marcha.

Galope - Deslocamento rapido com a projecdo alternada dos

pares de patas dianteiras e traseiras.

Saltos - Impulsos verticais, freqientemente em direcao a borda

superior da arena.
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Exoftalmia - Abertura maxima das palpebras (contracdo do
musculo tarso palpebral) e protrusdo do globo ocular (contracdo do musculo
orbital), o qual assume aspecto esférico e cor brilhante indicativa de uma maior
entrada de luz. Estas respostas resultam no aumento do campo visual e
apresentam um sinergismo evidente com a midriase, também de natureza
simpatica, que ocorre durante a reacdo de defesa natural ou induzida por

estimulacéo intracraniana.

Defecacao e Micgao - Eliminagao de fezes e urina.

Somente as respostas defensivas, quais sejam, exoftalmia,
imobilidade, trote, galope e salto foram analisadas no presente estudo. De
acordo com o etograma, a “reacdo de congelamento” (freezing behavior)
compreende as respostas de imobilidade tensa acompanhada de exoftalmia e,
eventualmente, defecacdo e micgcdo. A reacao de fuga (flight behavior)
compreende as respostas de trote, galope e salto, que sédo igualmente

acompanhadas de exoftalmia (Schenberg et al., 2001; Vargas et al., 2000).

Teste de consumo de sacarose (TCS)

Este teste foi realizado nos dias PN59-63. Foram avaliadas a ingestao
total de agua ou de solucdo de sacarose (1%) e a freqléncia do
comportamento de beber. Em PN59 os ratos eram privados de agua e
alimento. Em PN60 era expostos a uma solugao de sacarose (1%) e, em PN61,
a garrafas idénticas, previamente pesadas, com agua ou solucédo de sacarose.
Os recipientes eram colocados nas caixas-viveiro e os ratos eram filmados por

1 h, invertendo-se a posicdo dos recipientes apés 30 min de filmagem para
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reduzir eventuais preferéncias de posicionamento das garrafas. Apos 48 h, as
solugbes eram pesadas novamente (peso final), calculando-se o volume
ingerido. O comportamento de beber foi calculado off-line pela andlise dos
filmes, registrando-se o numero de periodos ininterruptos de beber. Para cada

animal foi calculada média dos 3 dias do TCS.
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Teste do campo aberto (CA)

O teste do campo aberto (CA) foi realizado em PN67. O rato era
colocado na periferia de um campo aberto com 1m de aresta. O assoalho era
dividido em 49 quadrados de 15 cm, dos quais nove compunham a regiao
central e 40 compunham a regiao periférica. Os testes foram realizados numa
sala com luminosidade de 44 lux e filmados com uma camara digital SONY
(Modelo CM-910). O rato era filmado por cinco minutos e os comportamentos
de defecacdo (numero de bolos fecais), locomocao periférica (peritaxia) e

central (centrotaxia) foram quantificados off-line pela anélise dos filmes.

Teste do labirinto-em-cruz elevado (LCE)

O LCE baseia-se na aversdo natural dos roedores aos espacos
abertos. O equipamento € feito de madeira com revestimento de férmica e
situa-se a 70 cm do assoalho. O LCE é formado por quatro bracgos
perpendiculares de 50 cm de comprimento e 10 cm de largura, dos quais 2
bracos opostos apresentam paredes de 40 cm de altura (bracos fechados) e os
outros 2 uma borda de apenas 1 cm de altura (bracos abertos). Os bracgos

comunicam-se por uma plataforma central (10 x10 cm).

Em PN68 o rato era colocado na plataforma central, voltado para o
braco fechado, e sua atividade era filmada por cinco minutos. Os filmes foram
analisados off-line registrando-se os tempos de exploragcdo no braco aberto
(TBA) e braco fechado (TBF), o tempo despendido na plataforma central (TPC)
e 0 numero de entradas nos bracos abertos (EBA) e bragos fechados (EBF). As

porcentagens de entradas (%EBA) e tempo (% TBA) nos bracos abertos foram
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calculadas como EBA/(EBA+EBF)x100 e TBA/(TBA+TBF)x100,
respectivamente. Os testes foram realizados numa sala com iluminacao de 44

lux e filmados com uma camara digital SONY (Modelo CM-910).

Teste da natacao forcada (NF)

A NF foi realizada em PN74 e PN75, num cilindro de ago inoxidavel de
24,5 cm de diametro por 67cm de altura, com uma coluna d’agua de 54 cm. Na
sessdo pré-teste os ratos eram colocados no cilindro por 15 min. No dia
seguinte, eles eram filmados com uma camera digital SONY (Modelo CM-910)
durante cinco minutos. O comportamento de natacao foi definido como o nado
propriamente dito e mergulhos ou tentativas de escalar as paredes do cilindro.
O tempo de imobilidade foi registrado para os periodos em que o rato
permanecia virtualmente imével (boiando), apresentando apenas pequenos

movimentos para manter a cabeca fora d’agua.

Histologia

Ao término dos experimentos os ratos eram anestesiados com 120
mg/kg (I.P.) de tiopental sddico (Cristélia, SP, Brasil), fixados a uma plataforma
de perfusdo e submetidos a uma toracotomia. Em seguida, clampeava-se a
aorta descendente e puncionava-se o ventriculo esquerdo, seccionando-se a
auricula para dar vazao as solugdes de perfusdo (salina e aldeido férmico 10%,
200 mL cada), as quais eram injetadas com o auxilio de uma bomba de

perfusdo (Masterflex CL, Barrington, EUA). Apds a perfusdo, os ratos eram
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decapitados e as cabecas permaneciam pelo menos 3 dias numa solucao de
aldeido férmico 10 %. A seguir, os cérebros eram removidos e dissecados para
a preparagdao do tronco encefalico. Os blocos eram posicionados em um
criostato (Leica CM1850, Wetzlar, Germany) e seccionados em cortes de 40
um de espessura. Os cortes eram entdo estendidos em laminas gelatinizadas,
desidratados, corados com vermelho neutro (Sigma, EUA) e montados com
DPX (Aldrich Chemical Company, EUA). Os sitios das estimulagbes foram
identificados, fotografados por microscopia de baixo aumento (Leica DM2500
acoplado a uma camera DFC 300 FX, Wetzlar, Germany), e registrados em

diagramas coronais do encéfalo do rato do atlas de Paxinos e Watson (1998).

Estatistica

Analise do comportamento das maes

O comportamento das maes em relacdo aos filhotes (caricias e
transporte) no momento da reunido (16:00 h) foi quantificado para 7 proles do
grupo SM-20, 4 proles do grupo SM-11, e 2 proles do grupo SMF (controles
nao-separados), totalizando 13 méaes e 64 filhotes. Para isto, o tempo total
despendido em caricias anogenitais ou transporte foi dividido pelo nimero de
filhotes da prole, fornecendo o tempo médio dedicado a cada filhote. Assim,
cada prole contribuiu com apenas um dado para a analise estatistica. Em que
pese 0 numero pequeno de proles controles (n=2), as séries temporais
completas para os 3 grupos (PN4-PN14) foram submetidas a analise de

variancia (ANOVA) para medidas repetidas seguida de contrastes lineares



50

tanto longitudinais, em relacao aos valores de PN4, quanto transversais, em
relacdo aos controles ndo separados. Como os dias PN2 e PN3 nao foram
incluidos na ANOVA para medidas repetidas, o comportamento das maes dos
grupos controle e SM-20 destes dias foi comparado por testes-t para amostras
independentes. Devido a heterogeneidade das variancias, os niveis de

significancia correspondem a corregao de Greenhouse-Geisser.

Analise do comportamento dos ratos adultos submetidos a SM

Todos animais do estudo (n=106) foram submetidos a cirurgia de
implantagdo de eletrodo na MCPA estimulagéo intracraniana, LCE, CA, TA e
NF. Dois ratos que apresentaram valores extremos (outliers) no LCE foram
excluidos por meio de analise do residuo normal maximo (maximum normed
residual) (Snedecor e Cochran, 1980). Os dados restantes do LCE, CA, TA,
NF, estimulag&o intracraniana e peso final foram submetidos a ANOVA de uma
via ou duas vias, para comparagcao dos grupos experimentais com 0 grupo
controle ou para avaliagcao da contribuicéo isolada e interagdes do periodo de

privacao e cuidado materno, respectivamente.

As diferencas foram consideradas significantes para o nivel descritivo
de 5% de Bonferroni. Os resultados foram apresentados como valores médios
(tEPM).Todos os procedimentos estatisticos foram realizados por meio do

programa Statistical Analysis Systems (SAS®, Cary, North Carolina).
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RESULTADOS

Comportamento das maes de proles isoladas e ndo-isoladas

No periodo e horario (5 min entre 13:00-16:00 h) utilizados, as caricias
anogenitais foram virtualmente ausentes nos grupos SMF e SM-11. Nestas
condicbes de observacdo, somente foram observadas caricias anogenitais
apds PN5 no grupo SM-20. A freqléncia reduzida das caricias anogenitais

pode ser devida ao periodo e horario da observacao.

Em contraste, o comportamento de carrear apresentou um declinio
progressivo (F1.100= 4,1; P<0,02) ao longo do periodo submetido a ANOVA de
medidas repetidas (PN4-PN14), sendo virtualmente abolido apés PN17 (Fig.4).
Contudo, o comportamento de transporte foi mais intenso nos dias PN2 e PN3,
nos quais as maes dedicaram-se quase que exclusivamente aos filhotes
separados (Fig.4). Este comportamento explica a auséncia de transporte dos
filhotes nao-separados nestes dias (Fig.4). Apesar do numero pequeno de
proles do grupo SMF (n=2), a duracdo média do transporte no grupo SM-20 foi
marginalmente maior em PN3 (t;=2,11; P<0,07). Adicionalmente, os contrastes
lineares entre os grupos SMF e SM-11 mostraram reducdes significativas do

comportamento de carrear no primeiro grupo nos dias PN5 e PNG6.

Efeitos da separacao materna e cuidado materno no desempenho no LCE

Nao foram observadas diferencas significantes entre os grupos para

nenhuma das variaveis do LCE (Fig.5).
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Figura 4. Duracao média (tEPM) do transporte dos filhotes ndo-isolados ou isolados por 3
h diarias por 11 ou 20 dias p6s-natais. Os valores referem-se aos 5 min apos a reunido dos
filhotes isolados ou periodo e horario equivalentes dos filhotes n&o isolados. Filhotes
isolados e nao-isolados de uma mesma prole foram alocados aos graficos respectivos. O
fundo amarelo indica o periodo com séries completas que foi submetido a ANOVA para
medidas repetidas. * P<0,05, diferente do respectivo dia do grupo SMF, + P<0,05, diferente
de PN4. nd — dados nao disponiveis.



53

Efeitos da SM e cuidado materno sobre o desempenho no CA

Nao houve diferenga significante entre grupos para a porcentagem da
atividade exploratéria das regides central e periférica (Fig.6). Em contraste, o
namero de bolos fecais apresentou diferencas altamente significantes (Fs75=
3,94; P<0,01). Essas diferencas foram devidas unicamente ao cuidado materno
(F175= 9,55; P<0,005), havendo uma reducéao significante dos bolos fecais dos
filhotes das maes anestesiadas tanto no grupo SM-11 (t=2,5; P<0,01) quanto

no grupo SM-20 (t=3,24;P<0,005).

Efeitos da SM e cuidado materno sobre o desempenho dos ratos na NF

A ANOVA de uma via detectou diferencas altamente significantes entre
grupos na porcentagem do tempo de natacao (F491= 8,37; P<0,0001) (Fig.7).
Comparados ao grupo controle, o tempo de natacdo foi marcadamente
aumentado no grupo MC/20D (t=3,79; P<0,0005), enquanto foi marginalmente
reduzido no grupo MA/11D (P<0,05). Também foram observados aumentos
significantes do tempo de natacao nos grupos MA/11D (t=3,61; P<0,0005) e
MC/20D (t=2,52; P<0,01) em relagéao ao grupo MC/11D.

Também foram observadas diferencas altamente significantes do
tempo de natacdo na ANOVA de duas vias dos grupos isolados (F373= 9,87;
P<0,0001). Essas diferencas foram devidas tanto ao periodo de separacao
(F173= 8,89; P<0,005) quanto, de forma ainda mais pronunciada, a interacao

entre periodo e cuidado materno (F1 73= 20,03; P<0,0001).



54

1201
100j

01 -
601
401
204
04

201

15- |

101
{ T
" i
O-
0
MC MA

CTRL MC MA
11 DIAS 20 DIAS

EBF

TBA
(%)

Figura 5. Efeitos da separa¢do materna no teste do labirinto-em-cruz elevado em ratos
adultos submetidos a separagédo materna ficticia (controles) ou a separagao materna
ao longo dos dias po6s-natais PN4-PN14 (11 dias) ou PN2-PN21 (20 dias).
Abreviaturas: EBF - entradas no brago fechado, %EBA - porcentagem de entradas no
braco aberto, %TBA - porcentagem de tempo no brago aberto, CTRL — controles, MC
e MA — maes conscientes ou anestesiadas no momento da reunidao do filhote
separado.
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Figura 6. Efeitos da separagdo materna no teste do campo aberto em ratos adultos
submetidos a separagdao materna ficticia (controles) ou a separagdo materna ao longo
dos dias pds-natais PN4-PN14 (11 dias) ou PN2-PN21 (20 dias). * P<0,05, diferenga
significante dos grupos assinalados em relacdo aos grupos indicados pelas setas
(ANOVA de 1 via seguida por testes post hoc de Bonferroni). Demais detalhes como
na Fig.5.
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Efeitos da SM e do cuidado materno no TA em ratos adultos

A ANOVA de uma via dos grupos SMF e SM mostrou diferencas
significantes tanto em relacdo ao consumo (Fa4100= 5,26; P<0,001) quanto a
freqUéncia de lambidas (F499= 3,29; P<0,01) da solucdo de sacarose (Fig.8).
Em patrticular, a frequiiéncia de lambidas do grupo MC/20D foi maior que aquela
dos grupos MC/11 (t= 2,86; P<0,005), MA/11 (t= 2,88; P<0,01) e MA/20 (t= 3,6;
P<0,005). Embora a frequéncia de lambidas do grupo MC/20D também
tenha sido maior que aquela dos controles submetidos a SM, esta diferenca
ndo alcangou significancia estatistica (P<0,12). Os efeitos sobre o consumo
foram menos seletivos, observando-se aumentos similares nos grupos MA/11,
MC/20 e MA/20 em relacao aos grupos SMF e MC/11 (Fig.8).

A ANOVA de duas vias dos grupos submetidos a SM também detectou
diferencas significantes tanto no consumo (Fsgi= 4,11; P<0,01) como na
frequéncia de lambidas (F3go= 4,73; P<0,005) da solucdo de sacarose.
Contudo, enquanto as diferencas no consumo foram devidas ao periodo da
separacdo (Fig1= 4,49; P<0,05) e cuidado materno (Figi= 6,21; P<0,01),
exclusivamente, as diferencas na frequéncia foram devidas tanto ao periodo
(F1.80= 4,42; P<0,05) quanto a interacdo deste com o cuidado materno (Fy go=
5,85; P<0,05), e apenas marginalmente ao cuidado materno isoladamente

(F1!80= 3,49; P<0,06)
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Figura 7. Efeitos da separagdo materna e do cuidado materno no teste da natacao forgcada em
ratos adultos submetidos a separacdo materna ficticia (controles) ou a separagdo materna ao
longo dos dias pds-natais PN4-PN14 (11 dias) ou PN2-PN21 (20 dias). * P<0,05, diferencas
significantes do grupo assinalado em relagédo aos grupos indicados pelas setas (ANOVA de 1
via seguida por testes post hoc de Bonferroni). O grupo MC/11 diferiu marginalmente do grupo
controle. Demais detalhes como na Fig.5.
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Figura 8. Efeitos da separacdo materna e do cuidado materno na frequéncia de
lambidas (grafico superior) e no consumo (grafico inferior) de uma solugcdo de
sacarose (1%) em ratos adultos que foram submetidos a separagdo materna ficticia
(controles) ou a separacao materna entre PN4-PN14 (11 dias) ou PN2-PN21 (20 dias).
* P<0,05, diferenga significante dos grupos assinalados em relagcdo aos grupos
indicados pelas setas (ANOVA de 1 via seguida por testes post hoc de Bonferroni).
Demais detalhes como na Fig.5.

Efeitos do cuidado materno e da separacao materna sobre o peso dos
ratos
Os grupos também diferiram marcadamente quanto aos pesos em

PN60 (F490=4,54; P<0.005) (Fig.9). A ANOVA de duas vias dos grupos
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isolados mostrou que essas diferencas foram devidas tanto ao cuidado
materno (F1g= 6.07; P<0.05) quanto ao periodo da separagdo materna (F+ go=

5.07; P<0.05) e a interacao destes fatores (F1 go= 4.69; P<0.05).
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Figura 9. Efeitos da separagdo materna e do cuidado materno no peso de ratos adultos
que foram submetidos a separagdo materna ficticia (controles) ou ao separacao
materna entre PN4-PN14 (11 dias) ou PN2-PN21 (20 dias). * P<0,05, estatisticamente
diferente das colunas indicadas pelas setas (ANOVA de uma via seguida de testes-t de
Bonferroni).

Efeitos da SM e cuidado materno sobre o panico experimental a

estimulacao elétrica da matéria cinzenta periaquedutal.

Os grupos apresentaram limiares significativamente diferentes para

exoftalmia (F471= 2,56; P<0,05), imobilidade (Fsss= 4,02; P<0,005) e trote
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(Fae0= 2,99; P<0,05) (Fig.10). Estes efeitos foram devidos aos limiares mais
elevados do grupo MC/21 tanto para imobilidade quanto para o trote, ou aos

limiares mais reduzidos do grupo MA/21 para exoftalmia.

Tabela 2. Sumario da ANOVA de duas vias dos efeitos do cuidado materno e do
periodo de separacao materna sobre os limiares das respostas de panico experimental
dos grupos submetidos a separagdo materna. Os limiares de defecagdo, micgao e
salto nao apresentaram alteracoes significativas.

Resposta Fonte de Variacao F P<
Imobilidade  Cuidado materno 1,68 ns
Periodo de separacao 4,78 0,05
Cuidado materno*Periodo de separacao 7,84 0,01
Exoftalmia Cuidado materno 2,04 ns
Periodo de separacao 0 ns
Cuidado materno*Periodo de separacao 7,38 0,01
Trote Cuidado materno 0,40 ns
Periodo de separacao 7,22 0,01
Cuidado materno*Periodo de separacao 4,84 0,05
Galope Cuidado materno 1,08 ns
Periodo de separacao 4,32 0,05
Cuidado materno*Periodo de separacao 2,54 ns

ns - ndo significante.

A ANOVA de duas vias (ratos submetidos a separacdo materna)
mostrou diferencas significantes dos limiares para exoftalmia (Fsss= 3,22;
P<0,05), imobilidade (F3s7= 5,32; P<0,005), trote (F357= 4,54; P<0,01) e galope
(Fs50= 2,88; P<0,05) (Fig.10). Estes efeitos foram devidos exclusivamente ao
periodo de separacdo (galope) ou a interacdo periodo*cuidado materno
(exoftalmia), ou ao periodo e a interagéo periodo*cuidado materno (imobilidade

e trote) (Tabela 2).
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Figura 10. Efeitos da separagdo materna e do cuidado materno no panico
experimental produzido pela estimulagdo da matéria cinzenta periaquedutal de ratos
adultos. Os simbolos indicam diferencas significantes dos grupos assinalados em
relagdo aos grupos indicados pelas setas em testes post hoc de Bonferroni (P<0,05)
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dos grupos submetidos & SM (*). Demais detalhes como na Fig.5.
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DISCUSSAO

Devido a atengdo quase exclusiva das mées aos filhotes recém reunidos
a ninhada, ndo houve comportamento de transporte dos filhotes nao-separados
em PN2 e PN3. No periodo PN4-PN6, o transporte dos filhotes nao-separados
também foi menor que aquele dos filhotes do grupo SM/11 . Por outro lado, o
transporte foi virtualmente abolido apés PN17. Embora a andlise estatistica
possa ter sido comprometida pelo nimero pequeno de proles do grupo SMF
(n=2) e pelo periodo curto de observacado (5 min), estes resultados sugerem
gue as maes despendem um tempo maior no transporte dos filhotes separados
que dos nao-separados, principalmente, entre PN2 e PN6. Por outro lado, é
interessante notar que o comportamento de transporte coincide com o SHRP,
sendo significantemente reduzido apdés PN10 e praticamente abolido apés

PN17.

A despeito dos dados contrarios da literatura (Wigger e Neumann, 1999;
Huot et al., 2002; Daniels et al., 2004; Pascual e Zamora-Leon, 2007), nossos
resultados mostram que nem a SM por 3 h diarias (ho SHRP ou ao longo de
toda a lactacdo), nem a auséncia de cuidados maternos no momento da
reunido, tiveram efeito algum nos indices basais de ansiedade de ratos
expostos ao LCE e CA quando adultos. Entretanto, nossos resultados estao de
acordo com inumeros relatos da auséncia de efeitos da SM de 3 h diarias em
varios modelos de ansiedade (medo condicionado, novidade, odor de predador,
estresse de restricdo, interacdo social), tanto em camundongos (Savignac et
al., 2011) como em ratos (MclIntosh et al., 1999; Caldiji et al., 2000; Greisen et
al., 2005; Park et al., 2005; Hulshof et al., 2011). A auséncia de efeitos da SM

no LCE também concorda com os resultados do LCE no estudo recente de
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nosso laboratério que empregou o ISN de 3 h diarias ao longo de toda lactacéao
(Quintino-dos-Santos et al., 2014). Notavelmente, filhotes privados do cuidado
materno de ambos os periodos de separagdo apresentaram até mesmo uma
reducao significativa da defecagédo no CA. Tradicionalmente, a diminuicao da
defecagédo no CA é interpretada como uma reducéao da “reatividade emocional”
ou até mesmo da ansiedade (Gray, 1991). Contudo, como nao foram
observados efeitos ansioliticos no LCE e CA, a redugéo da defecacao pode ser
devida ao aumento da resiliéncia ao estresse dos ratos que foram privados da

atencdo materna no momento seguinte a reunido a ninhada.

Em contraste, o periodo da separacao interagiu de forma complexa com
0 cuidado materno no teste da NF. Assim, enquanto a comparacao dos
controles aos grupos separados por 11 dias sugere que o cuidado materno
reduz a resiliéncia a NF, a comparagdo dos controles aos grupos separados
por 20 dias sugere o oposto. Embora o aumento da resiliéncia a NF no grupo
MC-20D esteja de acordo com o estudo recente de nosso laboratério (Quintino-
dos-Santos et al., 2014) no qual os filhotes foram submetidos ao ISN de 3 h
diarias ao longo da lactagao, o ultimo estudo relatou uma reducgéo idéntica do
tempo de flutuacéo (imobilidade) nos grupos submetidos a separacao materna
ficticia (apenas manipulados) ou real (separacao por 3 h diarias) comparados
aos controles ndo-manipulados e ndo-separados. Conclui-se, portanto, que o
aumento da resiliéncia do estudo de Quintino-dos-Santos et al. (2014) foi
devido a manipulacdo e nado ao ISN propriamente dito. Ao contrario, no
presente estudo o tempo de natacdo variou em sentidos opostos para
separacdes de 11 e 20 dias, independentemente do manejo similar de todos os

filhotes submetidos a SM. Também € importante notar que a SM no SHRP
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facilitou indices completamente diversos de depresséo, quais sejam, anedonia
(TCS) e imobilidade (NF), supostamente, representativos dos sintomas dos
pacientes depressivos de falta de prazer e de dificuldade em lidar com o
estresse. Como estes comportamentos sao mediados por sistemas efetores
completamente distintos, a facilitacdo de ambos os indices é altamente

sugestiva de um efeito pro-depressivo.

Também houve interagdes significativas do periodo da separagdo com o
cuidado materno no TA. Mais notavelmente, a freqiéncia de lambidas da
solugdo de sacarose foi seletivamente aumentada no grupo MC-20,
endossando o aumento da resiliéncia deste grupo na NF. Quando adultos, os
ratos do grupo MC-20 também apresentaram pesos maiores que os demais,
incluindo os controles n&o-separados, sugerindo o aumento do apetite dos
primeiros. No conjunto, os resultados da NF, TA e ganho de peso sugerem que
os filhotes submetidos a 3 h diarias ao longo da lactacdo que foram reunidos a
maes conscientes apresentam tragcos menores de depressdo. Em contraste,
filhotes submetidos a 3 h diarias de separacédo no periodo hiporresponsivo ao

estresse desenvolvem tragcos mais acentuados de depressao.

O periodo de separacdo e cuidado materno também tiveram efeitos
diferenciados sobre os limiares das respostas de panico experimental a
estimulacdo elétrica da MCPA. Em geral, os limiares mais elevados foram
observados para o grupo MC-20, enquanto os menores foram observados para
o grupo MC-11. A ANOVA de 2 vias mostrou que embora o cuidado materno
ndo tenha influido significativamente na imobilidade e trote, ele apresentou
forte interacdo com o periodo de privagdo. Mais importante 0 comportamento

de fuga (trote, galopes e/ou saltos), presumivelmente, o melhor representante
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dos AP (Schenberg et al., 2001, 2010, 2014), foi facilitado no grupo MC-11 em
relacdo ao grupo MC-20. Em particular, o galope sé foi influenciado pelo
periodo de separacao. Por fim, é importante notar que embora as respostas de
salto e defecacdo tenham apresentado perfis similares aos das respostas de
trote e galope, as diferencas ndo atingiram significancia estatistica devido a
maior variabilidade dos limiares destas respostas. Estes resultados sugerem
que a separacao durante o periodo hiporresponsivo facilita os AP em ratos
adultos, enquanto a separacdo ao longo de todo periodo da lactagéo inibe
estas respostas. O estudo contraditério de Quintino-dos-Santos (2014), no qual
os limares do péanico foram acentuadamente facilitados em ratos submetidos ao
ISN de 20 dias, reforca a suspeita de que aqueles resultados tenham sido
devidos a interacdo do ISN com o estresse da ampla craniotomia para
exposicao do seio venoso e do periodo insuficiente de recuperagéo cirurgica

(5-7 dias) em gaiolas de vidro individuais.

Inimeras evidéncias sugerem que a separacdo materna de ratos recém-
nascidos produz comportamentos de ansiedade e depressao na idade adulta.
(Plotsky e Meaney, 2001; Huot et al., 2001; Pryce e Feldon, 2003; Lee et al.,
2007; Aisa et al., 2008; Marais et al., 2008; Lambas-Senas et al., 2009).
Mudancas similares tém sido observadas em ratos cujas maes apresentam
cuidado materno reduzidos (Meaney, 2011). Contudo, nossos resultados
mostraram que o aumento da vulnerabilidade a depressao e panico depende,
principalmente, do periodo da separacdo materna, mas também da interacéo

deste com o cuidado materno.

Conforme ja ressaltamos quanto ao LCE, a literatura sobre efeitos

tardios do estresse de separacdo é altamente contraditoria. Os resultados
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inconsistentes podem ser devidos a enorme variedade de procedimentos
rotulados como “separacdo materna” (Lehmann e Feldon, 2000). De fato,
enquanto periodos curtos (3-15 min) de separacdo, comumente denominados
como “manuseio” (handling), reduziram as respostas comportamentais e
endocrinas aos estressores na idade adulta (Meaney et al., 1996, 1992),
periodos prolongados (3-6 h) aumentaram estas respostas (Plotsky e Meaney,
1993; Francis e Meaney, 1999) Outros fatores que podem ter contribuido para
os relatos contraditorios da literatura sdo condi¢des individuais ou coletivas de

separacao maternal ou crescimento dos animais.

Schoenfeld et al., 1980, também mostraram que enquanto o eixo HHA
dos ratos nao responde aos estressores nas duas primeiras semanas de vida,
que ele denominou “periodo hiporresponsivo ao estresse” (SHRP, stress
hyporesponsive period), ele torna-se responsivo se o0s filhotes forem
submetidos a privacado materna de 24 h num Unico dia deste periodo. Levine e
colaboradores também mostraram que as respostas ao estresse sao minimas
ou inexistentes no SHRP devido aos estimulos maternos, tais como o contato
passivo, alimentacdo e estimulacdo anogenital (Suchecki et al., 1993a,b, 1995;
Levine, 2001). Por outro lado, € bem conhecido que o manuseio diario dos
ratos durante o periodo neonatal atenua a ativacdo do eixo HHA em ratos
adultos (Levine, 2005, 1957; Meaney et al., 1985; Meerlo et al., 1999), reduz o
desempenho emocional (Meerlo et al., 1999) e melhora a cognicado (Meaney et
al., 1988). Essas alteracbes podem ser mediadas pelo aumento do cuidado
maternal como resultado da manipulacéo diaria (Denenberg, 1999; Pryce et al.,

2001).
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CONCLUSOES

Em resumo, nossos dados mostram que (i) a SM nao teve efeito algum
sobre os niveis de ansiedade de ratos adultos expostos ao LCE e CA; (ii) a SM
no SHRP aumentou os indices de depressao de ratos adultos expostos a NF e
TA, (iii) a SM no SHRP facilitou o panico experimental nos ratos adultos, (iv) a
SM ao longo da lactacdo aumentou indices de prazer e resiliéncia de ratos
adultos no TA e NF, respectivamente, (v) a SM ao longo da lactagcéo resultou
em ganhos maiores de peso, (vi) o cuidado materno no momento da reuniao
teve efeitos pequenos isoladamente, mas potenciou a facilitacdo tanto do
panico como da depressdo dos ratos submetidos a SM no SHRP. Nossos
dados sugerem que os efeitos da SM dependem fortemente do periodo em que
ela foi realizada. Como os grupos reunidos a maes anestesiadas apresentaram
efeitos similares em todos os testes, serdo necessarios estudos adicionais para
avaliar os eventuais efeitos do anestésico transmitido a prole via
amamentacdo. Caso contrario, nossos resultados sugerem que os efeitos
diferenciais do periodo da SM (11 ou 20 dias) dependem do comportamento
acentuado da atengcdo da mae aos filhotes durante o SHRP. Por fim, este é o
primeiro estudo sobre os efeitos da negligéncia materna no momento do
retorno do filhote isolado a ninhada sobre a ansiedade, depressdo e panico

experimentais na vida adulta.
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