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RESUMO

A relagdo maternal perinatal tem fundamental importancia no desenvolvimento de
circuitos neurais saudaveis que permanecerdo como heranca mental ao longo da
vida. Logo, eventos adversos nesse periodo tem potencial para desencadear
psicopatologias na idade adulta, aumentando a vulnerabilidade a transtornos
psiquiatricos e abuso de substancias. Neste trabalho foi realizada a Separacéo
Maternal (SM) em ratos Wistar machos, no intuito de mimetizar um evento estressor
sustentado na infancia de humanos. Em seguida, os animais foram submetidos ao
protocolo de Enriquecimento Ambiental, uma estratégia ndo farmacoldgica
empregada num periodo de plasticidade cerebral, como estratégia potencial para
reverter os efeitos prejudiciais da SM. Na idade adulta, procederam-se o0s testes
comportamentais, para afericdo de depresséo, ansiedade e abuso de alcool, e
bioquimicos, como a dosagem de corticosterona plasmatica, indicativo da
reatividade do eixo hipotalamo-hipdéfise-adrenal (HHA) ao estresse agudo, e
dosagem de dopamina e seus metabdlitos em estruturas envolvidas em processo de
gratificacdo cerebral — via mesocorticolimbica (nucleo accumbens e cOrtex pré-
frontal). A andlise estatistica foi realizada por meio do teste t de Student, andlise de
variancia de uma via, duas vias, trés vias ou medidas repetidas. Observamos que
um protocolo de SM mais extenso tem maior impacto no desenvolvimento de
comportamento depressivo na idade adulta. Ndo observamos hiperresponsividade
do eixo HHA em animais separados em resposta a estresse agudo. O EA aumentou
a preferéncia pelo consumo de sacarose e SM e EA concomitantemente
aumentaram o0s comportamentos ativos no Teste do Nado Forcado, sugerindo
potencial antidepressivo do EA. O EA parece ter potencial ansiolitico, ao reduzir a
ansiedade aprendida aversiva no Teste de Odor de Predador, sem efeito
significativo da SM nesses comportamentos. A SM aumenta a preferéncia pelo
consumo de etanol e o EA foi capaz de prevenir esse efeito. No cortex pré-frontal a
SM aumentou a quantidade de dopamina e o EA aumentou o turnover
dopaminérgico, sugerindo recuperagdo até certo ponto da atividade dopaminérgica
cortical. No nucleo accumbens, SM e EA concomitantemente reduziram os niveis de
DOPAC, sem alteracdo no turnover dopaminérgico. SM e EA parecem nao interferir

nas memorias de curta e longa duragdo. Dessa forma, observamos por meio de
XV



alteracbes comportamentais e bioquimicas que eventos adversos perinatais
aumentam a vulnerabilidade ao desenvolvimento de abuso de &lcool e outros
transtornos psiquiatricos na idade adulta; e o EA, empregado na fase de plasticidade
neural, tem potencial para exercer efeito compensatorio sobre os déficits gerados.

Palavras chave: Separacdo maternal, Transtornos psiquiatricos, Enriquecimento

ambiental.
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ABSTRACT

The perinatal maternal relationship has a fundamental importance in the
development of healthy neural circuits that remain as mental bequest throughout life.
In this sense, adverse events in this period have the potential to induce
psychopathology in adulthood, increasing vulnerability to psychiatric disorders and
substance abuse. In this study, the Maternal Separation (MS) was performed in male
Wistar rats, with the intention to mimic a sustained stress in human childhood. After
that, the animals were submitted to the Environmental Enrichment protocol, a non-
pharmacological strategy employed during a strong brain plasticity period, in order to
prevent the harmful effects of MS. In adulthood, we proceeded to the behavioral tests
for evaluate depression, anxiety and alcohol abuse, as well as biochemical tests as
the analysis of plasmatic corticosterone, indicative of the reactivity of the
hypothalamus-pituitary-adrenal (HPA) axis to acute stress, and analysis dopamine
and metabolites in structures involved in brain reward process - the
mesocorticolimbic way (nucleus accumbens and prefrontal cortex). Statistical
analysis was performed using the Student t test and one-way, two-way, three-way or
repeated measures analysis of variance (ANOVA). We found that a more extensive
SM protocol have greater impact on the development of depressive behavior in
adulthood. We did not observe hyperresponsiveness of the HPA axis in separated
animals in response to acute stress. EA increased the preference for sucrose
consumption and SM and EA concurrently increased the active behaviors in the
forced swimming test, suggesting antidepressant potential of the EA. EA appears to
have anxiolytic potential to reduce learned anxiety in response to an aversive odor in
the Predator Odor Test, and we observed no significant effect of SM in these
behaviors. MS increases the preference for ethanol consumption, and EA was able
to prevent this effect. In the prefrontal cortex, SM increased the amount of dopamine
and EA increased dopaminergic turnover, suggesting a limited recovery of
dopaminergic cortical activity. In the nucleus accumbens, SM and EA concurrently
reduced DOPAC levels, without altering the dopaminergic turnover. SM and EA
appear do not interfere with short and long-term memories. Thus, we observed
through behavioral and biochemical changes that adverse events perinatal increase

vulnerability to developing alcohol abuse and other psychiatric disorders in

XVii



adulthood; the EA, employee in neural plasticity phase, has the potential to exert

effect compensatory on generated deficits.

Keywords: Maternal Separation, Psychiatric Disorders, Environmental Enrichment.
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1. INTRODUCAO

1.1. Importancia da relacdo maternal perinatal

Ao nascimento o cérebro € um dos muitos O6rgaos imaturos no bebé. Seu
desenvolvimento requer um minucioso processo de proliferacdo, migracao,
sobrevivéncia e diferenciacdo celular, e sofrera influéncia de fatores genéticos e
ambientais para formar uma rede neuronal funcional (Dubois et al., 2014; Fan et al.,
2011).

Os recém-nascidos sdo dependentes da mée fisiologicamente e
psicologicamente. Fisiologicamente, para a nutricdo, termorregulacdo, estimulacéo
da micccdo e desenvolvimento do input sensorial tétil, que se da através do contato
pele a pele (Alberts, 2007). E psicologicamente devido ao contato intimo,
transmitindo protecéo, zelo e seguranca, que vao contribuir para o desenvolvimento
de circuitos neurais saudaveis e relacbes sociais de afeto e bem estar, que
permanecerdo como heranca mental por toda a vida (Cirulli et al., 2003; Meaney,
2001).

O cuidado e o envolvimento da cria estimulam a memdéria, o aprendizado
espacial e o desenvolvimento hipocampal (Liu et al., 2000); reduzem a resposta do
eixo hipotalamo-hipofise-adrenal (HHA) ao estresse (Liu et al., 1997; Koe et al.,
2014); previnem hipotermina; estimulam a lactagdo (Winberg, 2005); melhoram a
taxa cardiaca e respiratoria, a saturacao de oxigénio, o sono, o desenvolvimento
neurocomportamental e aliviam a dor (Conde-Agudelo, 2011; Rodgers, 2013;
Winberg, 2005).

Até meados da década de 1970, o procedimento adotado comumente nas
maternidades do mundo era a separacdo mae-bebé pos-natal imediata, para que
eles fossem lavados, pesados, vestidos e transferidos ao “quartinho do recém-
nascido”, s6 se reaproximando da mde momentos depois para a amamentacao
(Rodgers, 2013). Porém, isso se configurava numa separacao severa, posto que se

iniciava mesmo antes de qualquer aproximagéao corporal.



Em 1978 foi proposto o Método Canguru ou “Kangaroo mother care”, pelo Dr.
Edgar Rey Sanabria, na Universidade de Bogot4, Colémbia, que consistiu no contato
pele a pele mae-bebé imediatamente apds 0 nascimento por pelo menos uma hora.
Esse método alcancou significativa reducdo da mortalidade infantil, sobretudo em
recém-nascidos prematuros (Charpak et al., 2005; Conde-Agudelo, 2011) e

consequente ampla aceitacéo.

Tracando um paralelo, na sociedade atual muitas criancas crescem sem
desenvolver vinculo afetivo com seus pais e cuidadores, por vezes sofrem
negligéncia ou maus tratos infantis, somado a estimulacdo ambiental deficitaria,

principalmente quando em baixas condi¢cfes socioecondémicas.

Dados do Sistema de Informacao de Agravos de Notificacdo (SINAN) revelam
gue no ano de 2014 foram registrados 22.406 casos de violéncia por abandono e
negligéncia a menores de 10 anos de idade, sendo que aproximadamente 38%
deles séo referentes a criangas com até quatro anos; e s6 no Estado do Espirito
Santo, neste mesmo ano, ocorreram mais de 200 casos de negligéncia. As criangas
também séo vitimas de outros tipos de violéncia, como psico/moral, tortura, sexual,

trabalho infantil, ameaca, agressao, dentre outras (BRASIL, 2014).

Corroborando, Bordini e Paula (2007), com o objetivo de evidenciar a relacéo
entre maus tratos infantis e o desenvolvimento de psicopatologias na vida adulta,
fizeram uma andlise de nove estudos epidemioldgicos brasileiros da infancia e da
adolescéncia, publicados a partir de 1980. Eles observaram altas taxas de
prevaléncia de transtornos psiquiatricos entre familias de baixa renda
(aproximadamente 23%), além de estarem associados as caracteristicas familiares
(como mae solteira, auséncia paterna e brigas frequentes entre os pais), com

atrasos no desenvolvimento mental e motor de menores de trés anos de idade.

Também foi descrito na clinica que a exposicéo a varios traumas na infancia,
mais do que a exposi¢cao a um unico trauma, aumenta o risco de psicoses na idade
adulta (Galletly et al., 2011).

Assim, é notoria a relacdo entre cuidado perinatais, estimulacdo ambiental e

desenvolvimento de transtornos psiquiatricos na idade adulta.



1.2. Eventos adversos no periodo perinatal e resposta ao estresse

Eventos trauméticos na infancia (como negligéncia, abandono, perda dos
genitores/cuidadores, cuidado parental inadequado, divércio, educacdo sem afeto e
abuso fisico, emocional ou sexual) tém potencial para causar alteracbes
neuroendocrinas e resposta de medo exacerbada (Heim & Nemeroff, 2001;
Kalinichev et al., 2002).

Em 1936, o cientista Hans Selye definiu a resposta ao estresse como “uma
resposta adaptativa do organismo a acdo de agentes agressores”. A resposta ao
estresse seria dividida em trés estagios: o primeiro é um alarme, no qual o agente
agressor € notado; o segundo é a resisténcia, no qual o organismo combate o
agente agressor com sucesso, e o terceiro e Ultimo estdgio € de exaustdo, no qual o
organismo esgota sua capacidade de resposta de estresse, acarretando 0s seus
efeitos deletérios (Selye, 1936, apud Kopin, 1995). Logo, o0 estressor potencialmente
pode perturbar a homeostase, e requer uma resposta fisiolégica para promover

adaptacao (McEwen, 2002).

As respostas ao estresse sdo0 essenciais para a sobrevivéncia,
desencadeando, de forma geral, aumento da disponibilidade de energia, melhora do
fluxo sanguineo para orgaos-alvo e da funcao cognitiva (Chrousos & Gold, 1992). O
mecanismo envolve dois sistemas classicamente descritos: eixo hipotalamo-hipofise-

adrenal e sistema nervoso autbnomo (McEwen, 2002).

Em resposta ao estresse agudo ocorre ativagdo da amigdala, estrutura
relacionada a medo, ansiedade e situacbes de alerta e dos ndcleos
paraventriculares do hipotdlamo (PVNh). Por sua vez, o hipotdlamo secreta o
horménio regulador de corticotrofina (CRH, do inglés corticotropin-releasing
hormone) que estimula a adenohipdfise a secretar o hormdnio adrenocorticotrofico
(ACTH, do inglés adrenocorticotropic hormone), que atua sobre o cértex das
glandulas adrenais estimulando a liberacdo e, consequentemente, aumentando o0s
niveis de glicocorticoides circulantes — ativacao do eixo HHA. Paralelamente, a
amigdala por meio de projecdes para o locus coeruleus, area tegmentar ventral, e

outras estruturas, estimula a liberagcéo e consequente aumento da disponibilidade de



catecolaminas, para potencializar uma reacdo de defesa (Chrousos & Gold, 1992;
Francis et al., 1999; Kopin, 1995; Spiga et al., 2014).

Os altos niveis de glicocorticoides circulantes se ligam a receptores de
glicocorticoides presentes no hipocampo e cortex pré-frontal, exercendo um
feedback negativo sobre o hipotalamo e regulando assim a atividade do eixo HHA.

Porém, o estresse sustentado parece ser danoso ao organismo ao
comprometer o equilibrio neuro-hormonal (Dallman et al., 2004), por meio de
sensibilizacdo persistente do eixo HHA e de circuitos do sistema nervoso central
(SNC); estimular concentracbes elevadas e sustentadas de glicocorticoides e
neurotransmissores, e ainda desencadear outros prejuizos clinicos (Brake et al.,
2004; McEwen, 1998, 2002).

Liu e colaboradores (1997) descreveram animais com cuidados maternais nos
10 dias pos-natal, evidenciando reducdo dos niveis plasmaticos de ACTH e
corticosterona em resposta a estresse agudo, e aumento da expressao de
receptores de glicocorticdéides no hipocampo, com melhora da sensibilidade ao
feedback negativo.

Dessa forma, uma resposta adequada do eixo HHA ao estresse parece
reduzir o risco de doencas, ao passo que uma resposta exagerada aumentaria o

risco de transtornos psiquiatricos e envelhecimento cerebral (Francis et al.,1999).

1.3. Separagédo Maternal

Para mimetizar um evento adverso na infancia de humanos é realizada a
Separagao Maternal (SM) em ratos, que consiste na perturbacdo da interagcdo méae-
filhote, causando estresse sustentado. Sao descritos alguns modelos na literatura,
dentre eles a SM por 180 min/dia, 21 dias pos-natal, periodo que correspondente a

infancia do animal.

A exposicdo a estresse sustentado no periodo perinatal tem importante
impacto, pois nesse periodo o eixo HHA possui alta plasticidade e regulacéo

extremamente fina (Francis et al., 1999; Marco et al., 2011); somado ao SNC estar
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em fase de formacdo e desenvolvimento (Dubois et al.,, 2014), podendo

desencadear prejuizos neurais.

Os fatores ambientais, como exposicéo ao estresse e a drogas, tém influéncia
no surgimento desses transtornos, principalmente durante a janela de idade com
maior propensao a vulnerabilidade (Marco et al., 2011). Eles induzem modificagbes
epigenéticas em areas especificas do encéfalo, alteragcdes na funcdo neural e no

comportamento (Pena et al., 2014; Reul, 2014).

A SM produz alteracbes neuroenddcrinas em longo prazo descritas em
individuos adultos, tais como: aumento dos niveis plasméticos de ACTH e de
corticosterona em resposta ao estresse, aumento da expressdo do gene de CRH
nos PVNh e nucleo central da amigdala (Plotsky & Meaney, 1993; Liu et al., 2000),
reducdo da densidade de receptores de glicocorticbides no hipocampo e no cortex
pré-frontal (Macri & Wurbel, 2007; Dallman et al., 1994), com consequente reducao
da sensibilidade ao feedback negativo do eixo HHA (Ladd et al., 2000), alteracéo
dos sistemas monoaminérgicos (Holmes et al., 2005), dentre outros.

Em meio a isso, a disfuncéo continua do sistema do estresse tem impacto em
varias enfermidades, destacando-se as psiquiatricas (Chrousos & Gold, 1992;
Sanchez et al., 2001).

A SM possui alta validade preditiva, pois foi descrita desencadeando
comportamentos de depressao, ansiedade, aumento do consumo de etanol e
prejuizo cognitivo na idade adulta, revertidos pela administracdo de antidepressivos
(Kalinichev et al., 2002, Ladd et al., 2000; Sanchez et al., 2001; Khoury et al., 2006;
Huot et al., 2001).

1.4. Desenvolvimento de transtornos psiquiatricos na idade adulta

O estresse prolongado pode afetar o organismo de diversas formas, com

grande potencial influenciador no desenvolvimento de transtornos mentais.

Os transtornos psiquiatricos sdo um complexo multifatorial de doencas que

envolvem alteragBes crbnicas estruturais e funcionais em circuitos neurais (Jingwen
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et al., 2013). Os mais comuns e potencialmente incapacitantes sdo: depressao,

ansiedade, abuso de substancias e esquizofrenia (Heim & Nemeroff, 2001).

Levantamentos epidemioldgicos realizados pelo Ministério da Saude (2008)
apontam para uma prevaléncia anual dos transtornos mentais em torno de 20% da
populacao brasileira; 3% da populacdo geral sofre com transtornos mentais severos
e persistentes; 6% apresenta transtornos psiquiatricos graves decorrentes do uso de
alcool e outras drogas; 12% necessita de algum atendimento em salde mental, seja
ele continuo ou eventual e 2,3% do orgcamento anual do Sistema Unico de Saude é
destinado a Saude Mental.

Dentre os sistemas neurotransmissores envolvidos na patofisiologia dos
transtornos psiquiatricos estdo o dopaminérgico, serotoninérgico, noradrenérgico,
glutamatérgico, dentre outros (Braun et al., 2000; Matthews et al., 2001; Brake et al.,
2004). Nesse contexto, o sistema dopaminérgico mesocorticolimbico tem grande
importancia funcional, podendo ser ativado por diferentes tipos de estressores e
drogas de abuso.

Corpos de neurdnios dopaminérgicos localizados na area tegmentar ventral
do mesencéfalo (ATV), emitem projecdes amplamente divergentes que inervam
muitas areas do prosencéfalo, como o cortex pré-frontal medial (CPFm) - via
mesocortical - e 0 nucleo accumbens (NAcc) - via mesolimbica. Dessa forma, esta
envolvido na regulacdo de fungdes motoras, emocionais, cognitivas e no sistema de
recompensa (Tzschentke, 2001; Arnsten, 2009; Meaney et al., 2002; Jahng et al.,
2010).

Em condi¢cdes de estresse agudo, durante o estado de alerta, os neurénios
dopaminérgicos da ATV séo ativados por meio de projecdes glutamatérgicas vindas
da amigdala, e aumentam a sintese, liberacdo e consequente atividade

dopaminérgica no CPF, visando otimizar as respostas adaptativas.

O CPF é a parte anterior do lobo frontal e esta relacionado com fungdes nas
quais a dopamina tem um papel relevante, sendo elas: fungBes cognitivas
superiores, executivas, memoria de trabalho, atencdo, comportamento social e
humor; organizadas num ciclo de percepcédo-acdo, que culminam com uma

expressao comportamental (Fuster, 2004).



Possui densa inervacdo dopaminérgica, sendo extensamente conectado a
regides corticais e subcorticais, exercendo uma fina regulacdo sobre o estriado,
amigdala e hipotalamo, por exemplo: na mediagdo da recompensa, em estados de
humor, estresse, alerta, atencao seletiva, memoaria, inibicdo de a¢des inapropriadas,
etc (Yang & Raine, 2009; Fuster, 2004). Ainda as catecolaminas podem regular o

préprio input, sendo que niveis 6timos melhoram a regulacédo do CPF.

Entretanto o CPF também €& uma estrutura muito sensivel aos efeitos
prejudiciais do estresse e diversas condi¢des psiquiatricas tém sido associadas a
sua disfungéo (Tzschentke, 2001; Heidbreder & Groenewegen, 2003).

Em condicbes de estresse prolongado, ocorre ativacdo exacerbada da
amigdala, liberacdo de altos niveis de noradrenalina e dopamina no cérebro,
estimulacdo excessiva de receptores dopaminérgicos, hiperativacdo e
comprometimento do feedback negativo do eixo HHA, inducdo de alteracdes
epigenéticas e perda da fungdo reguladora do CPF (Arnsten, 2009; Chrousos &
Gold, 1992; Dallman et al., 2004; Francis et al., 1999; Darnaudéry & Maccari, 2008).

A exposi¢do a insultos ambientais induz alteracdes estaveis na expresséo de
genes (Pena et al., 2014) e eventos adversos durante a infancia causam reducéao da
expressao génica do fator neurotrofico derivado do cérebro (BDNF), aumento da
metilacdo do DNA e retragdo dendritica permanente no CPF de animais adultos
(Roth et al., 2009; Pascual & Zamora-Leon, 2007). Ainda, danos ao CPF cedo na
vida induzem: prejuizo cognitivo, déficit de atencdo, de funcdes executivas,
planejamento e dependéncia por substancias (Eslinger et al., 2004; Flores et al.,
1996).

A dopamina (DA) é um neurotransmissor da familia das catecolaminas,
sintetizado no citoplasma do neurbnio pré-sinaptico a partir do aminoacido tirosina,
sob acdo da enzima tirosina hidroxilase. A DA fica armazenada em vesiculas no
citoplasma neuronal e sob disparo espontaneo dos neurdnios ou em resposta a
estimulos relevantes é liberada nas sinapses neuronais, podendo interagir com
receptores dopaminérgicos pés-sinapticos metabotrépicos (acoplados a proteina G)
produzindo uma resposta, com auto-receptores pré-sinapticos com funcao

moduladora, pode sofrer metabolizacdo no espaco sinaptico ou recaptacédo pelo



transportador de DA para o citoplasma do neurdénio pré-sinaptico (Cooper et al.,
2003).

A DA pode ser reamarzenada nas vesiculas e ser reutilizada; ou sofrer
metabolizacdo, caracterizando o término de sua ac¢do. A metabolizacdo pode ser
intraneuronal pela acdo da enzima monoaminaoxidase (MAO), originando &cido
dihidroxifenilacético (DOPAC) ou no espaco extraneuronal, pela acdo sequencial das
enzimas catecol-Ometiltransferase (COMT) e MAO, originando acido homovanilico
(HVA).

Para modular a funcdo dopaminérgica, ainda existem auto-receptores
dopaminérgicos nos dendritos, corpo celular e terminais nervosos, sendo que a
estimulacdo de auto-receptores somatodendriticos diminui a taxa de disparo desses
neurbnios e a estimulacdo de auto-receptores dos terminais nervosos inibem a

sintese e liberacdo de DA nas sinapses (Cooper et al., 2003).

As vias dopaminérgicas ascendentes que abordaremos neste trabalho
surgem e tem os corpos dos neurénios dopaminérgicos na ATV e se projetam para o
cortex pré-frontal (via mesocortical) e para estruturas limbicas como o nucleo

accumbens, amigdala e hipocampo (via mesolimbica).

O nudcleo accumbens, localizado no ndcleo caudado, estriado, € uma area de
convergéncia de estimulos procedentes da amigdala, hipocampo, area tegmentar
ventral e cortex pré-frontal, e medeia propriedades prazerosas de motivacéo,
recompensa, impulsividade e emocédo (Nicola, 2007). Principalmente nessa
estrutura, mas também em outras regides do sistema limbico, foram descritas
alteragbes moleculares, estruturais e funcionais no circuito de gratificagéo cerebral,
implicando na regulacao das respostas ao estresse e a recompensa (Cisler et al.,
2013; Robison & Nestler, 2011).

Evidéncias mostram que os efeitos do estresse sustentado mimetizam e
podem ter uma sensibilizacdo cruzada com outros estimulantes, visto que repetidas
exposicdes ao estresse aumentam as respostas comportamentais ndo somente ao
estresse subsequente, mas também ao abuso de drogas (Robinson & Becker, 1986;

Sorg & Kalivas, 1991). O desenvolvimento dessa sensibilizagdo parece estar



envolvido com ativacado do sistema dopaminérgico mesocorticolimbico e aumento da

liberacdo de dopamina no NAcc (Rougé-Pont et al., 1995; Kalivas & Stewart, 1991).

Corroborando, na clinica eventos estressores cedo na vida foram

relacionados com aumento do risco de dependéncia ao etanol (Kendler et al., 2000).

Apesar de existrem muitas pesquisas na area, ainda ndo estdo
completamente claros os mecanismos pelos quais os eventos adversos na infancia
influenciam a vulnerabilidade ao desenvolvimento de transtornos psiquiatricos na

idade adulta.

Atualmente, a clinica psiquiatrica é avaliada comportamentalmente e o
tratamento, iniciado apos o inicio do transtorno, abrange acompanhamento
terapéutico multiprofissional e farmacologico, com utilizagdo de medicamentos

antidepressivos, antipsicéticos, estabilizadores de humor, ansioliticos, dentre outros.

Dessa forma, compreender e tentar modular os fendbmenos envolvidos nas
respostas as adversidades no periodo perinatal € uma interessante ferramenta para
a saude publica, na perspectiva de prevenir o desenvolvimento de transtornos

psiquiétricos.

1.5. Enriquecimento Ambiental como alternativa ndo farmacoldgica para a
prevencdo de transtornos psiquiatricos

Estratégias ndo farmacolégicas, como o Enriqguecimento Ambiental (EA), tém
sido utilizadas na tentativa de intervir em alteracdes prejudiciais geradas por eventos
adversos perinatais e prevenir a ocorréncia de transtornos psiquiatricos na idade

adulta.

O Enriquecimento Ambiental € um procedimento ndo invasivo, acessivel e de
baixo custo, que tem potencial para prevenir efeitos deletérios do estresse, quando

aplicado na fase de plasticidade cerebral.

O EA pode ser definido como “uma combinacdo de um complexo inanimado e
estimulacao social” (Rosenzweig et al., 1978). Ele consiste na alocacédo de animais
em caixas de dimensfes maiores, em grupos para promover interacdo social,
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expostos a objetos atrativos (tais como brinquedos, taneis e roda de atividade; com
cores, texturas e tamanhos diferentes) para promover experiéncia motora e
sensoria, sendo esses trocados regularmente, para estimular a curiosidade, atencéo
e exploracdo voluntaria do animal. Esse ambiente enriquecido é comparado com um
ambiente padrdo (controle), no qual os animais sdo alocados em caixas de

dimensdes padrdo e sem nenhum tipo de atrativo, somente adgua e comida.

Corroborando, Francis e colaboradores (2002) observaram que o protocolo de
EA em ratos foi capaz de reverter os efeitos prejudiciais da SM sobre a funcéo do
eixo HHA, tornando sua responsividade similar a observada em animais nao

separados.

Ja esta bem descrito que 0 ambiente exerce profundos efeitos nos processos
de plasticidade cerebral, e que esta se encontra com potencial mais elevado no
cérebro juvenil, que estd em fase de maturacéo, a partir dai sofrendo reducéo, ao

ser alcancada a maturidade cerebral (Sale et al., 2014).

A plasticidade cerebral é a capacidade dos neurbnios e dos circuitos neurais
sofrerem alterac6es moleculares, estruturais e funcionais em resposta a experiéncia.
A plasticidade cerebral molecular envolve, por exemplo, alteracdo na expresséo de
proteinas; a plasticidade estrutural alteracdo na eficacia ou eliminacdo de contatos
singpticos existentes, formacdo de novos contatos sinpticos, alteracbes na
arborizacdo axonal e dendritica; e a plasticidade funcional, alteracdo em funcgdes

cognitivas e comportamentais (Baroncelli et al., 2011; Sale et al., 2014).

Um dos principais efeitos do EA é estimular a expressdo cerebral de fatores
neurotréficos, por serem sensiveis a estimulos ambientais. Por exemplo, foram
descritos aumento dos niveis de RNAm de proteina de BDNF, NGF, c-fos e outras

neurotrofinas em varias regides cerebrais (Ickes et al., 2000; Pham et al., 2002).

A exposicdo ao ambiente enriquecido induz notdveis respostas plasticas na
morfologia cerebral e neuroquimica; com aumento de arborizagdo e do comprimento
de espinhas dendriticas, aumento do tamanho e nimero de sinapses por neurénio,
aumento da gliogénese e vascularizagédo cerebral, aumento da espessura, do peso e
do volume do cortex e do hipocampo (Rosenzweig & Bennett, 1996; Diamond, 2001,
Sale et al., 2014).
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Por outro lado, a exposicdo a condi¢cdes de isolamento social em ratos, que
se constitui um evento adverso, evidenciou reducdo da sobrevivéncia e da
diferenciagao neuronal em regiées do hipocampo e reducéo do volume cerebral e do
cortex pré-frontal (Lu et al., 2003; Day-Wilson et al., 2006; Schubert et al., 2009).

O EA também atenua alteracdes neuromorfoldgicas provocadas por isquemia
cerebral (Pereira et al., 2007), previne adicdo a drogas (Solinas et al., 2010),
compensa danos neurais induzidos por patologias (Laviola et al., 2008) e melhora a
performance em testes envolvendo fungbes cognitivas superiores, como

aprendizado espacial e memdria (Arai et al., 2011).

Dessa forma, este trabalho investigou os efeitos do enriqguecimento ambiental
sobre os comportamentos gerados pela separacdo maternal, visando estabelecer
uma ferramenta ndo farmacologica para prevenir 0s transtornos psiquiatricos

decorrentes da exposi¢cao a eventos adversos na infancia.

Adicionalmente, considerando as observacdes de que a separacdo maternal
induz aumento na auto administracdo de substancias de abuso e nas respostas
comportamentais a estimulos reforcadores (Matthews & Robbins, 2003; Der-Avakian
& Markou, 2010) e dado o envolvimento de vias dopaminérgicas nos processos de
adicdo a drogas (Berridge & Robinson, 1998; Robinson & Berridge, 2000), foi
avaliado, nesses mesmos animais, o conteudo total de dopamina e seus metabdlitos

no nucleo accumbens e cortex pré-frontal.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Investigar os possiveis efeitos preventivos do enriqguecimento ambiental sobre

as alteragBes comportamentais e neuroquimicas induzidas pela separagdo maternal.

2.2. Objetivos especificos

e Avaliar o desenvolvimento de comportamento depressivo, através do Teste do
Nado Forcado e Teste de Preferéncia por sacarose, em animais submetidos a
separacao maternal, e verificar o efeito do enriquecimento ambiental sobre
esses parametros;

e Verificar os efeitos do enriquecimento ambiental sobre o comportamento de
animais submetidos a separacdo maternal nas primeiras semanas apos o
nascimento em testes de ansiedade, quais sejam: Labirinto em Cruz Elevado
e Teste de Odor de Predador;

e Verificar os efeitos do enriquecimento ambiental sobre a preferéncia pelo
consumo de etanol em animais submetidos a separacao maternal perinatal;

e Avaliar se ha interferéncia da separacdo maternal e do enriquecimento
ambiental na memoria de curta e de longa duracdo dos animais através do
Teste de Reconhecimento de Objetos;

e Avaliar o efeito de um estressor agudo sobre os niveis de corticosterona
plasmatica em animais submetidos a separacdo maternal e ao
enriquecimento ambiental,

e Avaliar, por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia, os niveis de dopamina e
seus metabolitos em homogeneizado de estruturas encefélicas envolvidas em

processos aditivos (NAcc e CPF).
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Animais experimentais

Neste estudo, todos os animais foram mantidos em caixas de polipropileno,
agrupado de 3 a 4 ratos/caixa, contendo maravalha como assoalho e fechamento
com tampa de metal, sendo sua higienizacao feita em média trés vezes por semana.
Eles foram mantidos em temperatura ambiente de 22 + 1 °C, exaustao externa de ar,
acesso a agua e racao padrdo ad libitum e ciclo claro-escuro de 12 horas (luzes
acesas das 6:00hrs as 18:00hrs), e todas as tarefas comportamentais foram
realizadas no periodo claro.

Este trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica no uso de animais da
Universidade Federal do Espirito Santo (CEUA n° 057/2011); e foram utilizados
cerca de 130 animais para a realizacdo de todos os experimentos, sendo que o
namero da amostra foi 0 minimo suficiente para a obtencdo de andlises estatisticas

fidedignas, no intuito de evitar o uso desnecessario de animais.

Para o cruzamento foram utilizadas cerca de 35 ratos da linhagem Wistar,
fémeas, nuliparas, pesando cerca de 250g, e 12 ratos Wistar machos, pesando
entre 250 a 300g, fornecidos pelo Biotério Central do Centro de Ciéncias da Saude
da UFES, os quais foram alocados em caixas de polietileno, com dimensdes de

43cmx34cmx17cm, na proporcéo de 3 fémeas para cada macho.

Periodicamente as fémeas eram gentilmente manipuladas para confirmacao
da gestacdo e, apos cerca de 10 a 15 dias do inicio do cruzamento, as gestantes
eram transferidas e alojadas individualmente em caixas menores (dimensdes
30cmx20cmx12cm), nas quais permaneceram até o nascimento dos filhotes e

durante toda a fase de amamentacéao.

Para se determinar e registrar a data de nascimento dos filhotes, as ratas
gestantes foram observadas diariamente. No primeiro dia pés-parto (dia 1), foi
realizada a sexagem para a padronizacédo das ninhadas, quando as filhotes fémeas
foram eutanasiadas por decapitacdo e, assim, somente 0s machos permaneceram

com suas maes até o desmame. As ninhadas foram reduzidas ao ndmero de oito
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filhotes por rata; para isso, algumas vezes foi necessario misturar as proles de
diferentes ratas que apresentaram datas de nascimento préximas, com diferenca

méxima de 24 horas.

3.2. Delineamento Experimental

As ninhadas foram organizadas em dois grupos: ninhadas controle, nao
submetidas a SM, que permaneceram nas caixas moradia, juntamente com suas
maes, sofrendo o minimo de manipulacédo necessaria para a higienizacao das caixas
durante o periodo de amamentacdo; e ninhadas submetidas ao protocolo de SM,

descrito a frente.

3.3. Protocolo de Separacao Maternal

A SM foi realizada por 21 dias seguidos, por 3 horas diarias, no turno
matutino, dos dias 2 a 22 pos-natal, visto que esse é o periodo correspondente a
infancia em ratos — periodo no qual ocorre a formacdo e maturacdo de circuitos
neurais e neuroendocrinos por meio da migracdo, divisdo, diferenciacao,
crescimento e morte de neurbnios (Bohn, 1980; Plotsky & Meaney, 1993). Por sua
vez, as ninhadas controle permaneceram em contato ininterrupto com suas méaes
durante todo esse periodo.

Durante a SM, as méaes eram gentilmente removidas das ninhadas para uma
segunda caixa, e em seguida todos os filhotes eram retirados da caixa ninho, sendo
transferidos e mantidos juntos, em uma terceira caixa, todas de mesmas dimensodes
(30cmx20cmx12cm), porém esta Ultima contendo maravalha e algoddo como
assoalhos, visando a mimetizacdo e manutencdo da temperatura corporal materna,
em torno de 34°C+1°C. Vale citar que a caixa com a mae foi alocada, durante todo o
periodo de SM, em uma sala distinta da presenca dos filhotes, para evitar qualquer
tipo de olfacéo e sonorizacdo entre eles.

Aos 23 dias de idade, as ninhadas foram submetidas ao desmame,
randomizadas, de acordo com 0 peso e a heranca genética, alocando de trés a

quatro ratos/caixa e, organizando-0s assim, em quatro grupos experimentais para a
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submissdo ao protocolo de EA, conforme descritos a seguir. As maes foram

eutanasiadas.

Apoés execucao do protocolo de SM, os animais ndo submetidos a SM (nao-
separados = NS) e submetidos & SM (separados = S), foram ainda subdivididos e,
em seguida, submetidos ou ndo ao protocolo de Enriquecimento Ambiental,

conforme evidencia o desenho experimental abaixo (figura 1).

Separagao

Maternal

Enriguecimento

Ambiental

Figura 1. Desenho experimental dos protocolos de Separacdo Maternal e Enriquecimento Ambiental

3.4. Protocolo de Enriquecimento Ambiental

O EA foi iniciado imediatamente apds a randomizacado, aos 23 dias de idade,

e mantido por um periodo de 10 semanas.

Este protocolo foi adaptado a partir dos descritos por Widman & Rosellini
(1990) e Konkle et al. (2010), e consistiu na exposi¢do a um ambiente enriquecido,
composto por uma caixa moradia de polipropileno de maior dimensao que a usual
(64cmx44cmx18cm), contendo roda de atividade e objetos de diferentes formas,
texturas, cores e tamanhos (figura 2), sendo que os objetos eram trocados e
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registrados em ata semanalmente, para o ambiente sempre apresentar algum

atrativo novo.

Paralelamente, os animais ndo submetidos ao ambiente enriquecido foram
acondicionados em caixas de polipropileno de tamanho padréo (43 cm x 34 cm x 17

cm) e sem nenhum tipo de incremento ambiental (figura 3).

Fonte: Arquivo pessoal

Figura 2. Caixa com Enriquecimento Ambiental (dimensdes 64cmx44cmx18cm)

Fonte: Arquivo pessoal

Figura 3. Caixa padrédo (dimens8es 43cmx34cmx17cm)
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3.5. Testes Comportamentais

ApoOs as 10 semanas de EA, os animais foram submetidos a diferentes testes

comportamentais. Foram eles:

3.5.1. Nado Forcado;

3.5.2. Avaliacdo da Preferéncia pela Sacarose;
3.5.3. Avaliacdo da Preferéncia pelo Etanol;
3.5.4. Labirinto em Cruz Elevado;

3.5.5. Teste de Odor de Predador;

3.5.6. Teste de reconhecimento de objetos.

Para identificagéo, os ratos foram marcados com caneta de tinta na base do rabo.

3.5.1. Teste do Nado Forgcado

Este teste foi descrito por Porsolt e colaboradores (1977a, 1977b, 1978), para
a verificacdo da depressao em animais, e parte da premissa que animais deprimidos
apresentam menos comportamentos ativos durante a submissdo ao nado for¢cado
(Castagné et al., 2011).

Neste experimento, os animais foram submetidos ao nado forcado em duas
secOes, com intervalo de 24 horas entre elas. Eles foram colocados individualmente
para nadar em um cilindro azul de polipropileno (50cm de altura e 20cm de diametro,
preenchido com agua até 30cm), de forma que ndo conseguissem apoiar as patas
no fundo e nem tentar escapar do mesmo, conforme mostra a figura 4. A agua era

renovada sempre que necessario.
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Fonte: Arquivo pessoal

Figura 4. Teste do Nado Forgado

No primeiro dia (treino) os animais foram expostos por um periodo de 15
minutos, somente para habituacdo ao nado e ao aparato. Apés 24 horas, 0s animais
foram novamente submetidos ao nado for¢ado (teste), por um periodo de 5 minutos,

que foi video monitorado.

Os parametros avaliados na 22 secéo (teste) foram: tempo total de imobilidade

(seg) e, de forma complementar, o tempo total de nado ativo (seg).

O tempo de imobilidade foi considerado quando o animal boiava e parava de

mexer as patas dianteiras, sem intencéo de nadar.

3.5.2. Avaliacéo da Preferéncia pela Sacarose

Este experimento visou avaliar se 0 EA seria capaz de alterar o padréo de
consumo de sacarose induzido pela separagdo maternal, visto que a medida da
preferéncia por sacarose pode ser associada a anedonia (Veena et al., 2009; Bessa
et al., 2009), que é uma caracteristica da depressdo, e que a SM é postulada

também como um modelo de depresséo.

Neste teste foi avaliado o consumo total de uma solucéo de sacarose 2,5% ou
de agua durante trés periodos de 24hs, intercalados entre si por periodos de 72

horas.
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Para tanto, duas garrafas idénticas com capacidade aproximada de 300mL,
foram previamente identificadas, preenchidas com exatos 200mL (volume inicial) de

solugéo de sacarose 2,5% ou de a4gua e pesadas (peso inicial).

Os animais foram alojados isoladamente, em caixas de polipropileno
(30cmx20cmx12cm), contendo maravalha como assoalho, racdo padrédo e livre
acesso a duas garrafas, uma contendo solucdo de sacarose 2,5% e a outra

contendo agua, para avaliar a preferéncia dos mesmos (figura 5).

SEFR / 3 SCEh)

Fonte: Arquivo pessoal

Figura 5. Avaliacéo da preferéncia pela sacarose

Transcorridas exatas 24 horas, as garrafas eram retiradas do consumo dos
animais, pesadas (peso final) e era aferido o volume (volume final).

Para medida do consumo, foi calculada a diferenca dos valores de peso e
volume iniciais e finais, em cada uma das trés sec¢cles e foi realizada a média

aritmética delas.

Vale destacar que, de uma secdo para a outra, a ordem das garrafas era
invertida, para evitar vicio de posicao.
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3.5.3. Labirinto em Cruz Elevado

Esse é um teste comportamental classico, utilizado para avaliar o grau de
ansiedade do animal e a atividade locomotora (Carobrez & Bertoglio, 2005; Hogg,
1996).

O aparato utilizado é de madeira, elevado cerca de 60 centimetros do chéo,
com dois bracos abertos (50cmx10cm) perpendiculares a dois bracos fechados
(50cmx10cmx40cm) unidos por uma arena central (10cmx10cm), sendo que o
animal tinha livre acesso aos quatro bracos, conforme mostra as figuras (6a e 6b) e

em ambiente com isolamento acustico e baixa luminosidade (30 lux).

Fonte: Arquivo pessoal

Figuras 6a e 6b. Labirinto em Cruz Elevado

O animal era colocado na arena central, com a cabeca direcionada para um
dos bracos fechados, e seu comportamento foi video monitorado por 5 minutos.
ApoGs a exposicado de cada rato, o aparato era higienizado. Um observador treinado

analisou os seguintes parametros:

e NUmero de entradas nos bracos abertos (EBA): uma entrada foi
considerada quando o animal colocava as quatro patas no interior de

um dos bracos abertos;
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e Tempo total de permanéncia nos bragos abertos (TBA): esse tempo era
iniciado quando o roedor colocava as quatro patas em um dos bracos
abertos e interrompido quando ele retirava as quatro patas do mesmo;

e NUmero de entradas nos bracos fechados (EBF): uma entrada foi
considerada quando o animal colocava as quatro patas no interior de
um dos bracos fechados;

e Tempo total de permanéncia nos bragos fechados (TBF): esse tempo
era iniciado quando o roedor colocava as quatro patas em um dos
bracos fechados e interrompido quando ele retirava as quatro patas do
mesmo;

e NuUmero de avaliagbes de risco: comportamento em que o animal
estende a cabeca e o corpo em direcdo a um dos bragos abertos, no
intuito de explora-lo, permanecendo com pelo menos as patas traseiras
no centro do LCE e em seguida retorna com seu corpo totalmente para
0 centro.

A premissa béasica deste teste comportamental € a de que a ansiedade
diminua a exploragdo dos bracos abertos e aumente o tempo de permanéncia dos
animais nos bracos fechados do aparato, ideia essa que apresenta validacdo em

diversos estudos farmacolégicos (Pellow et al.,1985).

3.5.4. Teste de Odor de Predador

Este experimento foi adaptado a partir do protocolo estabelecido por
Dielenberg et al. (1999) e Dielenberg & Mcgregor (2001), e teve como objetivo
analisar o comportamento defensivo/aversivo dos animais, ao partir do principio de
que odores derivados do predador (gato) sdo estimulos altamente efetivos para
evocar comportamentos inatos de defesa em roedores, associado com
condicionamento de medo contextual, aprendizado aversivo e memoria (Blanchard
et al., 2003).

Para isso foi utilizado um aparato retangular (83cm x 52cm x 45cm) dividido

em dois compartimentos, conforme mostra as figuras 7a e 7b, ambos com 50 cm de
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altura: um compartimento aberto (54cmx45cm) onde ficou localizado um pano
(40cmx25cm) com ou sem o odor do predador (dependendo da fase do
experimento), e um compartimento fechado (29cmx28cm), denominado caixa
esconderijo. Conectando os dois compartimentos da camara havia uma abertura
(5cmx5cm) que permitia o transito do rato entre os compartimentos, mas que nao

permitiria a entrada de um predador, como, por exemplo, um gato.

Fonte: Arquivo pessoal

Figuras 7a e 7b. Teste de Odor de Predador

O experimento foi realizado em trés secbes, 5 minutos cada secdo, com
intervalos de 24 horas entre elas, nas quais 0s animais eram colocados
individualmente no aparato, com a cabeca voltada para a fonte de odor, e os
comportamentos foram filmados, para posterior avaliagéo.

No 1° dia (habituacédo) o animal foi colocado inicialmente no compartimento
aberto (proximo ao centro do aparato), que possuia um pano neutro, e dispbs de 5
minutos para explorar todo o aparato.

No 2° dia (condicionamento) foram realizados os mesmos procedimentos,

porém o pano continha o odor de predador. O odor foi obtido de um gato adulto,
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fémea, conferido por areia com residuos de urina do felino, cerca de 3 horas antes
do experimento.

No 3° dia (teste) foram realizados os mesmos procedimentos e 0 pano
novamente ndo tinha o odor do predador (pano neutro). O objetivo foi avaliar a

retencdo do medo, da ansiedade contextual, aprendizado emocional e memaria.

Os parametros analisados foram:

e tempo total de permanéncia no compartimento fechado (iniciava-se
essa marcacao quando o rato colocava as quatro patas nesse local e
interrompia-se quando ele retirava as quatro patas);

e tempo total de permanéncia investigando o pano (contendo ou n&do o
odor de gato): foi considerado o tempo em que o animal interagia com

0 pano, por meio do olfato, tato ou visédo proxima.

3.5.5. Avaliacao da Preferéncia pelo etanol

Este teste permitiu a livre escolha do animal pelo consumo de etanol ou 4gua,
conforme descrito por Huot et al. (2001). De forma similar ao descrito para o teste de
consumo de sacarose, neste foi avaliado o consumo total de uma solucéao de 8% de
etanol em sacarose 2,5% ou de solucdo de sacarose 2,5%, durante trés periodos de
24hs, intercalados entre si por periodos de 72 horas. Vale salientar que a sacarose

foi adicionada para melhorar a palatabilidade da solucdo etandlica.

Para tanto, duas garrafas idénticas com capacidade aproximada de 300mL,
foram previamente identificadas, preenchidas com exatos 200mL (volume inicial) de
solugédo de 8% de etanol em sacarose 2,5% ou de solugdo de sacarose 2,5% e
pesadas (peso inicial). Os animais foram alojados isoladamente, em caixas de
polipropileno (30cmx20cmx12cm), contendo maravalha como assoalho, ragéo

padréo e livre acesso as duas garrafas para avaliacdo da preferéncia dos mesmos.

Transcorridas exatas 24 horas, as garrafas eram retiradas do consumo dos

animais, pesadas (peso final) e era aferido o volume (volume final).
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Para medida do consumo, foi calculada a diferenca dos valores de peso e
volume iniciais e finais, em cada uma das trés secbes e foi realizada a média

aritmética delas.

De uma secao para a outra a ordem das garrafas era invertida, para evitar

vicio de posicao.

3.5.6. Teste de Reconhecimento de Objetos

Este teste foi adaptado a partir do descrito por Ennaceur & Delacour (1988) e
parte do principio de que os roedores sdo animais exploradores, apresentando uma
curiosidade inata a novidade e, dessa forma, sua atencéo € voltada primeiramente a
um objeto novo ao invés de um objeto familiar. Esse comportamento, associado a
memoéria de curta e de longa duracdo, sdo observados e avaliados no Teste de
Reconhecimento de Objetos (TRO).

O TRO foi realizado em 3 dias consecutivos e em 4 sec¢0es, das quais duas
ocorreram no segundo dia. Cada sec¢ao teve 10 minutos de duracdo, sendo todas

videomonitoradas para posterior avaliagcdo por um observador treinado.

O aparato consistiu huma caixa/arena retangular de polipropileno (dimensdes
86,5cmx55cmx47,5cm), que continha maravalha como assoalho e fornecia
orientacdo espacial ao animal, por meio de dois simbolos grandes e diferentes
(“bolas” e “listras”), de cor preta, que foram impressos em folha de papel A4 e

afixados nas laterais de menor comprimento da caixa.

Em todas as secbes, os simbolos mantiveram-se afixados nos mesmos
pontos cardeais e o animal iniciava sendo posicionado com sua cabeca em direcéo

ao simbolo “listras”. O aparato era limpo entre os testes.

No 1° dia, foi realizada a habituagéo do animal ao ambiente, que consistiu na
exposicao a caixa contendo apenas maravalha e as pistas espaciais, para a livre

exploragéo.
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No 2° dia foram realizadas duas secdes de exposi¢cdo, com intervalo de 90
minutos entre elas, para avaliar a memoria de curta duracdo (MCD). Para isso, na
primeira exposi¢cdo desse dia, foram colocados dois objetos idénticos (garrafas de
500 mL transparentes, preenchidas com agua) posicionadas de forma paralela, uma

em cada extremo da caixa, (figura 8a).

Apo6s 90 minutos, o animal foi reexposto, a0 mesmo contexto, porém o objeto
gue estava posicionado proximo ao simbolo “bolas” foi trocado por um objeto novo,
de dimenséo semelhante, porém com forma, textura e cor diferentes (uma garrafa de

agua de 500 mL, azul escura, conforme a figura 8b).

(o)

Fonte: Arquivo pessoal

Figura 8a. Primeira sessdo de exposicédo do dia 2 do Teste de Reconhecimento de
Objetos

Fonte: Arquivo pessoal

Figura 8b. Segunda sesséo de exposicéo do dia 2, para avaliar a meméria de curta
duracdo do TRO
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Apo6s 24 horas, no 3° dia, objetivou-se avaliar a memoria de longa duracéo
(MLD) dos animais. Para isso, manteve-se o objeto familiar na mesma posicao,
porém foi inserido um terceiro objeto novo, desconhecido ao animal, na posi¢do
proxima ao simbolo de orientacdo espacial “bolas”, com dimensdo semelhante aos
demais, porém com forma, textura e cor diferentes dos anteriores (uma garrafa de

bebida de 600 mL, de cor laranja com tampa preta), figura 8c.

—

Fonte: Arquivo pessoal

Figura 8c. Dia 3, avaliacdo da memoéria de longa duracéo no Teste de Reconhecimento
de Objetos

Nas 22, 32 e 42 secdes, 0s parametros avaliados foram:

e Tempo total de exploracdo do objeto familiar (em segundos);
e Tempo total de exploracéo do objeto novo (em segundos);
e Tempo relativo de exploracdo do objeto novo (em segundos).
Sendo que a exploragdo foi considerada quando o rato cheirava ou tocava o
objeto com o0 nariz ou com as patas dianteiras; ao passo que andar ou ficar parado
proximo dos objetos néo foi considerado exploracéo.

3.6. Estresse agudo por imobilizacao

Sabe-se que o eixo HHA estd ativado durante a resposta ao estresse,
culminando na liberagcdo de glicocorticoides pelas suprarrenais na circulacéo
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sanguinea, como a corticosterona em ratos e o cortisol em humanos (Spiga et al.,
2014). Em funcéo disso, com o intuito de avaliar o funcionamento e a ativacdo do
eixo HHA, uma amostra de animais de cada grupo foi submetida ao estresse agudo
por imobilizacdo, imediatamente antes da eutanasia, para posterior coleta e

avaliacdo dos niveis de corticosterona plasmatica.

Para tanto, os animais foram submetidos a um periodo de 30 minutos de
imobilizacdo, realizada em garrafas plasticas de diametro ajustavel que néo
permitiam a movimentacdo dos animais. ApOs esse periodo, os animais foram
retirados da imobilizacdo e procedeu-se a imediata decapitacdo e coleta do sangue

do tronco, em eppendorfs pré-identificados e contendo EDTA.

3.7. Eutanésia e obtencéo das amostras

Cada animal foi individualmente levado para uma sala, separado dos demais,
e eutanasiado por decaptacdo, por meio de guilhotina. Foram coletados 5mL de
sangue do tronco em tubos falcon contendo previamente 500uL de solucéo de EDTA
1%. O sangue foi homogeneizado transferido para trés eppendorfs, envoltos por
papel aluminio para proteger da luz, os quais foram centrifugados, em 4°C, por 10
minutos, a 2.000 rpm. Apds, o sobrenadante (plasma) foi transferido para outro
eppendorf e congelado em freezer a -10°C, para posterior avaliacdo dos niveis de

corticosterona plasmaética.

Concomitantemente, o cranio dos animais foi imediatamente aberto e as
estruturas encefélicas (ndcleo accumbens e coOrtex pré-frontal) dissecadas,
armazenadas em eppendorfs previamente identificados e envoltos em papel
aluminio, e congeladas em nitrogénio liquido, sendo posteriormente armazenadas

em freezer a -80°C até o momento das analises bioquimicas.
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3.8. Dosagem de corticosterona plasmatica por Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia

Foi realizado o processamento das amostras plasméticas, preparo da fase
moével e dosagem de corticosterona por meio de Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia - Prominence® UFLC, coluna Shimadzu Shim-pack 4.6mm x 15cm, de
acordo com o descrito por J. Veldzquez-Moctezuma et al. (2002) e Woodward &
Emery (1987). Nesses passos, todos os reagentes utilizados eram grau HPLC, agua
grau HPLC (mili-Q) e as vidrarias eram exclusivas para esse fim, sendo higienizadas

apenas com agua destilada.

Para o processamento das amostras, foi adicionado 1mL de plasma a 5mL de
uma mistura de diclorometano (Vetec) e éter etilico (Alphatec), 60:40v/v, e levado ao
vortex por 30 seg. Centrifugou-se imediatamente a 4°C, por 5 minutos, 600 xg, e foi
adicionado 4 mL do sobrenadante a 1 mL de agua grau HPLC e novamente levado
ao vortex por 30 seg. Centrifugou-se a 4°C, por 5 minutos, 600 xg e o sobrenadante
(3 mL) foi evaporado a temperatura ambiente sob vacuo. O residuo restante foi
dissolvido em 100 puL de uma mistura metanol (Sigma-Aldrich)-agua grau HPLC
(55:45, viv).

A fase movel constituiu uma mistura de acetonitrila (Merck) em agua mili-Q,
na proporcao de 65:35, v/v; a qual foi submetida a filtracdo a vacuo com membrana
de 0,22um de porosidade (filtro PVDF — Aprolab).

3.9. Analise do contetddo de dopamina e seus metabdlitos por Cromatografia

Liquida de Alta Eficiéncia

Foi realizado o processamento das amostras encefélicas, preparo das fases
moveis e dosagem de dopamina e seus metabdlitos, DOPAC e HVA, por meio de
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC) - Prominence® UFLC da Shimadzu,
coluna analitica de fase reversa ZORBAX Eclipse XDB® C18 Agilent, de acordo com

o descrito por Zapata et al., (2009).
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Todos os reagentes utilizados eram grau HPLC, agua grau HPLC (mili-Q) e as
vidrarias eram exclusivas para esse fim, sendo higienizadas apenas com agua

destilada.

Para o processamento das amostras encefélicas (nicleo accumbens e cortex
pré-frontal), adicionou-se 100uL da solucdo refrigerada de extracdo (0,1mM
EDTANa, - Cromato e 0,1M HCIO, - Impex), em cada amostra e foi utilizado
homogeneizador manual. Apés isso, foram adicionados mais 400pL, totalizando 500
uL, e procedeu-se a centrifugacdo a 4°C, por 10 minutos, 10.000 xg. Filtrou-se o
sobrenadante com filtro de seringa de porosidade de 0,22um, e o filtrado obtido foi
dividido em 2 eppendorfs (um para DA e outro para DOPAC/HVA), sendo
novamente reservados em -80°C. O pellet restante também foi armazenado a -80°C,

para quantificacdo posterior de proteinas totais no tecido.

A fase moével para dosagem de DA foi preparada com as seguintes
concentracoes finais: 0,15 M NaH,PO, (Vetec), 1 mM EDTANa,.2H,O (Labsynth),
2,28 mM &cido octanossulfénico (Sigma-Aldrich) e metanol 13% (Panreac). O pH foi

ajustado para 5,0 com solucédo 5M de NaOH (Vetec).

Por sua vez, a fase movel para dosagem de DOPAC/HVA continha 0,02 M
acetato de Na (Vetec), 0,0125 M de &cido citrico (Vetec), 0,033% p/v de acido
octanossulfénico (Sigma-Aldrich), 0,1 mM EDTANa,.2H,0 (Labsynth) e metanol 16%
(Panreac). O pH foi ajustado para 3,92 com solucdo de acido citrico (Vetec). As
fases moveis foram filtradas a vacuo com membrana de 0,22um de porosidade (filtro
PVDF — Aprolab).

A DA e seus metabdlitos HVA/DOPAC foram avaliados no filtrado resultante
do processamento das amostras utilizando cromatografia liquida de alto
desempenho acoplada a um detector eletroquimico, com sensibilidade de 100 pA e
potencial de oxidacdo de 0,85V, no Laboratorio de Analises Biomoleculares da
UFES (LABIOM). Foram injetados 20uL de cada amostra, em triplicata, e os dados
foram adquiridos por software e comparados a 20uL de uma solugao de calibragéo
padréo, contendo 250ng/mL (de cada) de DA, DOPAC e HVA (Sigma-Aldrich).

A quantificacdo de proteinas totais nos tecidos foi realizada pelo método de
Bradford (1976) apud Zaia et al. (1998), com uso do corante de “Coomassie brilliant
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blue” BG-250 e avaliacdo no espectrofotometro Evolution® 300 da Thermo Scientific

(duplo feixe e detector fotodiodos de silicio).

Esse método é baseado na interacdo entre o corante BG-250 e
macromoléculas de proteinas que contém aminoacidos de cadeias laterais béasicas
ou aromaticas. No pH de reacdo, a interacdo entre a proteina de alto peso molecular
e o corante BG-250 provoca o deslocamento do equilibrio do corante para a forma

anidnica, que absorve fortemente em 595 nm (Compton & Jones, 1985).

Para construcéo da curva de calibracdo foram produzidos cinco padrbes de
concentracbes crescentes, utilizando solugdo 1mg/mL de Soro Albumina Bovina
liofilizada (Sigma-Aldrich), reagente de Bradford (Sigma-Aldrich) e agua destilada,

gue foram comparados a um branco.

Os precipitados restantes foram tratados com 100uL de solugdo 0,5M NaOH
(Vetec), submetidos ao voOrtex e armazenados por 2 dias em geladeira para
liberagdo das proteinas. Foram levados novamente ao voértex e em seguida a
centrifugagdo a 4°C, por 10 minutos, 10.000 xg. Utilizou-se o sobrenadante para
fazer diluicdo 1:5 no accumbens e 1:20 no cortex pré-frontal com solu¢do 0,5M
NaOH. Dessa solucao foram retirados 2uL em duplicata, adicionados agua destilada

e reagente de Bradford (Sigma-Aldrich) para dosagem no espectrofotdmetro.

Finalmente as concentragbes de DA, DOPAC e HVA nas estruturas foram

obtidas por ng/g de proteina.

3.10. Andlise Estatistica

Os dados estdo apresentados como média + EPM. As comparacdes entre
dois grupos foram feitas por teste t de Student para amostras independentes. Ja a
analise estatistica dos experimentos em que multiplos grupos foram comparados foi
feita por Analise de Variancia (ANOVA) de uma via (seguida pelo teste de Duncan
quando indicado), ANOVA de duas vias (fatores Separacdo Maternal e
Enriqguecimento Ambiental), ANOVA de trés vias (fatores Separacdo Maternal,
Enriqguecimento Ambiental e Imobilizacdo) ou, ainda, por ANOVA de medidas
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repetidas, avaliando os fatores Separacdo Maternal, Enriquecimento Ambiental e

Tempo, conforme o experimento.

4. RESULTADOS

4.1. Comparacéo dos protocolos de separacao maternal por 14 dias e 21 dias

A literatura mostra divergéncias em relacdo a duracao do protocolo de SM,
visto que em alguns trabalhos ele é realizado por 21 dias, como Aguggia et al.
(2013) e Li et al. (2013); e em outros trabalhos por 14 dias, como Kalinichev et al.
(2002) e Jahng et al. (2010).

Para comparar o efeito desses protocolos como indutores de psicopatologias
na vida adulta, foram formados dois grupos (SM por 21 dias e SM por 14 dias), e
esses foram submetidos a testes para afericdo de depressdo (Nado forcado) e
ansiedade (Labirinto em cruz elevado).

No Teste do Nado Forcado (figura 9), o Teste t de Student evidencia que ha
diferenca significativa entre os grupos, sendo que o0s separados por 21 dias
apresentaram aumento significativo no tempo de imobilidade e diminuicdo no tempo
de nado ativo (t=3,159; P = 0,005), quando comparados com os separados por 14
dias, sugerindo que a execucdo de um protocolo de SM mais extenso tenha maior

impacto no desenvolvimento de um comportamento depressivo.
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Teste do Nado Forgcado
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Figura 9. Tempo de imobilidade e tempo de nado ativo, expressos em segundos,
durante o periodo de 5 minutos no teste do Nado Forcado. Dados expressos como média +
EPM, N=7-13/grupo. *: Diferenca significativa entre separacéo por 14 e por 21 dias (p=0,005).

No Labirinto em Cruz Elevado (figura 10) ndo houve diferenca significativa
entre 0s grupos nos parametros tempo de permanéncia nos bragos abertos (t=0,498;
P=0,624) e tempo de permanéncia nos bracos fechados (t=0,476; P=0,639). Isso
sugere que a duracdo do protocolo de SM néao interfere significativamente na

ansiedade dos animais.
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Figura 10. Tempo de permanéncia nos bracos abertos e fechados do Labirinto em Cruz
Elevado, durante um periodo de 5 minutos. Dados expressos como média + EPM, N=7-
13/grupo.
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4.2. Teste do Nado Forgcado

Como resultado observou-se (figura 11) efeito significativo da separacéo
[ANOVA de duas vias, tempo de imobilidade: F (1,44) = 12,85, P < 0,001; tempo de
nado ativo: F (1,44) = 14,32, P < 0,001], do enriquecimento [ANOVA de duas vias,
tempo de imobilidade: F (1,44) = 12,51, P < 0,005; tempo de nado ativo: F (1,44) =
10,49, P < 0,005] e uma interacdo significativa entre os fatores SM e EA no tempo
de imobilidade [ANOVA de duas vias, F (1,44) = 4,74, P < 0,05], com tendéncia a
interacdo no tempo de nado ativo [ANOVA de duas vias, F (1,44) = 3,13, P = 0,084].

Na ANOVA de uma via, seguida pelo post hoc de Duncan, o grupo Separado
& Enriquecido é significativamente diferente dos demais [ANOVA de uma via, tempo
de imobilidade: F (3,40) = 10,51, P = 0,05; tempo de nado ativo: F (3,40) = 9,75, P =
0,05], com reducao no tempo de imobilidade e aumento no tempo de nado ativo,

sugerindo uma menor tendéncia a um comportamento depressivo.
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Figura 11. Tempo de imobilidade e tempo de nado ativo, expressos em segundos,
durante o periodo de 5 minutos no teste do Nado Forcado. Dados expressos como média +
EPM, N=11-13/grupo. *: Interacdo entre a Separacdo Maternal e o Enriquecimento Ambiental.
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4.3. Avaliacéo da preferéncia por sacarose

A figura 12 mostra que o consumo de sacarose nao sofreu nenhum efeito da
SM [ANOVA de duas vias, F (1,44) = 2,302; P = 0,137], mas foi aumentado pelo EA
[ANOVA de duas vias, F (1,44) = 24,36; P < 0,001], sugerindo que animais
submetidos a esse protocolo estejam menos propensos a anedonia.

Vale citar que ndo houve interacdo significativa entre os fatores SM e EA
[ANOVA de duas vias, F (1,44) = 1,08; P > 0,05].

Avaliacao da Preferéncia pela Sacarose
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Figura 12. Porcentagem média de solucdo de sacarose consumida no total de liquido
ingerido nos periodos de 24hs. Dados expressos como média + EPM, N=11-13/grupo. *: Efeito
significativo do Enriquecimento Ambiental.

4.4. Teste do Labirinto em Cruz Elevado

Ao analisar o parametro tempo total de permanéncia nos bracos do LCE
(figura 13), foi observado um efeito significativo do EA, reduzindo o tempo nos
bracos abertos (TBA) [ANOVA de duas vias, F (1,44) = 18,777, P<0,001] e
aumentando o tempo de permanéncia nos bracos fechados (TBF) [ANOVA de duas
vias, F (1,44) = 7,681; P=0,008].
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Nao houve efeito significativo da SM [ANOVA de duas vias, TBA: F (1,44) =
0,207; P>0,05; TBF: F (1,44) = 0,079; P>0,05] ou interacdo entre as duas variaveis
[ANOVA de duas vias, TBA: F (1,44) = 0,679; P>0,05, TBF: F (1,44) = 0,078;
P>0,05]. (figura 14).

Ainda, a ANOVA de uma via, seguida pelo post hoc de Duncan, mostrou que
0s TBAs nos grupos Enriquecido e Separado & Enriquecido sdo estatisticamente
diferentes dos grupos Controle e Separado [ANOVA de uma via, F (3,40) = 4,488; P
=0,008].

Tempo de permanéncia nos bragos do Labirinto em
CruzElevado
250,0
i mControle
2000 +
? I Separad
I B Separado
L 1500 P
s I
= I
E I Enriguecido
2 1000 + s
I *
50.0 T mSeparado e
I Enriguecido
00 + :
Bracosabertos Bracgos fechados

Figura 13. Tempo de permanéncia nos bragos abertos e fechados do Labirinto em cruz
elevado, durante um periodo de 5 minutos. Dados expressos como média + EPM, N=11-
12/grupo. *: Efeito significativo do Enriquecimento Ambiental (TBA: P<0,001; TBF: P=0,008).

Em relacdo ao nimero de entradas nos bracos abertos (EBA) (figura 14), o
EA reduziu significativamente as EBA [ANOVA de duas vias, F (1,44) = 8,543; P =
0,006], sem efeito significativo para a SM [ANOVA de duas vias, F (1,44) = 1,611; P
= 0,211] ou interacdo significativa entre os fatores [ANOVA de duas vias, F (1,44) =
0,723; P =0,4].

Nao foi observado efeito significativo no namero de entradas nos bracos
fechados [ANOVA de duas vias, SM: F (1,44) = 1,783; P = 0,189; EA: F (1,44) =
0,376; P = 0,543; interacdo SM e EA: F (1,44) = 0,001; P = 0,971].
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Ainda, a ANOVA de uma via, seguida pelo post hoc de Duncan, no EBA,
mostrou que o grupo Separado & Enriquecido € estatisticamente diferente dos
grupos Controle e Separado [ANOVA de uma via, F (3,40) = 3,555, P = 0,022].

Namero de entradas nos bragos do Labirinto em Cruz
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Figura 14. Namero de entradas nos bragos abertos e fechados do Labirinto em Cruz
Elevado, durante um periodo de 5 minutos. Dados expressos como média + EPM, N=11-
12/grupo. *: Efeito significativo do Enriqguecimento Ambiental (P = 0,006). #: diferente dos
grupos Controle e Separado nesse mesmo parametro (P = 0,022).

Por fim, ndo houve efeito significativo no numero de avaliacbes de risco
[ANOVA de duas vias, SM: F (1,44) = 1,892; P = 0,176; EA: F (1,44) = 0,037; P =
0,849; interacdo SM e EA: F (1,44) = 0,614; P = 0,438].

4 5. Teste de Odor de Predador

Ao avaliar o parametro tempo no compartimento escondido (TCE) no Teste de
Odor de Predador (figura 15), dentro dos grupos houve efeito significativo da sessao
[ANOVA de medidas repetidas, F(1,44) = 25,747; P < 0,001] e interacdo da sessao &
enriguecimento [ANOVA de medidas repetidas, F(1,44)= 11,095; P < 0,001]. Na
comparacao entre os grupos houve efeito significativo da SM [ANOVA de medidas
repetidas, F(1,44)= 14,121; P = 0,001], EA [ANOVA de medidas repetidas, F(1,44)=
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16,8; P < 0,001] e interacdo significativa entre separacdo & enriquecimento
ambiental [ANOVA de medidas repetidas, F(1,44)=5,534; P < 0,05].

No TCE, a ANOVA de uma via, seguida pelo post hoc de Duncan, mostra que
o0 comportamento do grupo Controle no dia 1 é estatisticamente diferente dos
demais dias do mesmo grupo [ANOVA de uma via, F(2,30)= 11,033; P < 0,001]; no
grupo Enriguecido, o dia 2 é estatisticamente diferente dos demais dias [ANOVA de
uma via, F(2,33)= 4,699; P = 0,016]; no grupo Separado ndo ha diferenca
significativa entre os dias [ANOVA de uma via, F(2,30)= 2,652; P = 0,087]; e no
grupo Separado & Enriquecido, o dia 2 é significativamente diferente dos demais

dias [ANOVA de uma via, F(2,30)= 10,639; P < 0,001].
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Figura 15. Tempo no compartimento escondido, em segundos, durante o periodo de 5
minutos, no teste de odor de predador. Dados expressos como média + EPM, N=11-13/grupo.

*Diferente do dia 01 do mesmo grupo (P <0,001)
+Diferente do dia 02 do mesmo grupo (P < 0,001)

#Diferente do grupo controle no dia equivalente (teste de Duncan, P <0,001)

No parametro tempo investigando o pano (TIP) (figura 16), dentre dos grupos
houve efeito significativo da sessdo [ANOVA de medidas repetidas, F (1,44) =
17,134; P < 0,001], interacdo entre sessao & separacdo maternal [ANOVA de
medidas repetidas, F (1,44) = 3,22; P < 0,05] e interagdo entre sessao &
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enriguecimento [ANOVA de medidas repetidas, F (1,44) = 12,372; P < 0,01]. Na
comparacao entre os grupos houve efeito significativo da separacdo [ANOVA de
medidas repetidas, F (1,44) = 13,246; P = 0,001] e do enriquecimento [ANOVA de
medidas repetidas, F (1,44) = 10,722; P = 0,002]; sem interagao significativa entre a
separacao e enriquecimento ambiental [ANOVA de medidas repetidas, F (1,44) =
3,543; P = 0,067].

A ANOVA de uma via, seguida pelo post hoc de Duncan, no TIP, mostra que
0 grupo Controle no dia 1 é estatisticamente diferente dos demais dias do mesmo
grupo [ANOVA de uma via, F(2,30)= 14,38; P < 0,001]; no grupo Enriquecido, o dia 2
€ estatisticamente diferente dos demais dias [ANOVA de uma via, F(2,33)=4,04; P =
0,027]; no grupo Separado ndo ha diferenca significativa entre os dias [ANOVA de
uma via, F(2,30)= 2,238; P = 0,124]; e no grupo Separado & Enriquecido, o dia 3 é
significativamente diferente dos demais dias [ANOVA de uma via, F(2,30)= 7,221; P
= 0,003].
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Figura 16. Tempo de exploracédo do odor do predador, em segundos, durante o periodo
de 5 minutos, no teste de odor de predador. Dados expressos como média + EPM, N=11-
13/grupo.

*Diferente do dia 1 do mesmo grupo (P < 0,001)

+Diferente do dia 2 do mesmo grupo (P < 0,001)

#Diferente do grupo controle no dia equivalente (teste de Duncan, P <0,001)
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4.6. Avaliacéo da preferéncia por etanol

A SM desencadeou um aumento significativo no consumo de etanol [ANOVA
de duas vias, F (1,44) =16,96; P < 0,001] (figura 17). A ANOVA de uma via, seguida
pelo teste de Duncan, mostra que o grupo Separado é estatisticamente diferente dos
demais [ANOVA de uma via, F (3,40) = 8,49, P < 0,001].

N&o houve efeito significativo do EA [ANOVA de duas vias, F (1,44) =0,201; P
= 0,656]. Entretanto ha uma interagdo significativa entre SM e EA [ANOVA de duas
vias, F (1,44) =8,80; P < 0,005)]. Sendo assim, a SM, como tratamento isolado,
aumentou significativamente o consumo de etanol, e o tratamento conjuntos com

enriquecimento ambiental foi capaz de prevenir esse efeito.

Avaliacao da preferéncia pelo etanol
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Figura 17. Porcentagem média de solucdo de etanol consumida no total de liquido
ingerido nos periodos de 24hs. Dados expressos como média + EPM, N=11-13/grupo. *: Efeito
significativo da Separacdo Maternal. *: Interacdo significativa entre os fatores Separacéao
Maternal e Enriguecimento Ambiental.
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4.7. Teste de Reconhecimento de Objetos

Na avaliacdo da memdéria de curta duracdo (figura 18) (segunda sessao de
exposicao do dia 2), a ANOVA de duas vias mostrou uma interacdo significativa
entre os fatores Separacdo Maternal e Enriquecimento Ambiental, o que é
evidenciado pelo fato do grupo Separado e Enriquecido ter apresentado um menor
tempo de exploragdo do objeto novo quando comparado aos tratamentos isolados
[ANOVA de duas vias, F (1,44) =5,152; P = 0,029].

Teste de Reconhecimento de Objetos
Memoria de curta duragao
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Figura 18. Tempo relativo de exploragcdo do objeto novo na meméria de curta duracéo
do teste de reconhecimento de objetos, durante um periodo de 10 minutos. Dados expressos
como média + EPM, N=10/grupo. *: Interacdo significativa entre os fatores Separacdo Maternal
e Enriguecimento Ambiental.

A figura 19 mostra que néo houve diferenca estatisticamente significativa na

memodéria de longa duracéo.
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Figura 19. Tempo relativo de exploracdo do objeto novo na meméria de longa duracéao
do teste de reconhecimento de objetos, durante um periodo de 10 minutos. Dados expressos
como média + EPM, N=10/grupo.

4.8. Niveis plasméaticos de corticosterona

Na ANOVA de trés vias foi observado efeito significativo da imobilizagéo [F
(1,44) = 9,939; P = 0,003] aumentando os niveis de corticosterona plasmatica (figura
20).

Sem efeito significativo para os demais parametros [ANOVA de trés vias, SM:
F (1,44) = 0,127; P = 0,724; EA: F (1,44) = 0,649; P = 0,426; interacdo SM e EA: F
(1,44) = 0,355; P = 0,555; interacdo entre SM e imobilizacdo F (1,44) = 2,664; P =
0,111; interacdo EA e imobilizacdo: F (1,44) = 1,950; P = 0,171 e interacdo entre
SM, EA e imobilizacado: F (1,44) = 1,369; P = 0,250].

Ao observarmos o efeito da imobilizagcdo dentro dos grupos, vimos efeito
significativo nos grupos Controle (teste t de Student para amostras independentes;
t=-3,921; P=0,006) e Enriquecido (t=-3,195; P=0,011), com os animais estressados
apresentando maior reatividade do eixo HHA ao estresse, em comparagdo com 0s
animais ndo estressados. Sem efeito significativo nos grupos Separado (t=-1,503;
P=0,169) e Separado & Enriquecido (t=0,476; P=0,645).

41



Vale citar que os animais Separados & Enriquecidos imobilizados, néo
apresentaram elevacdo significativa da corticosterona plasmatica, sugerindo uma

interac&o entre os fatores SM e EA.

N&o foi observado hiperresponsividade do eixo HHA nos animais Separados,
submetidos a estresse agudo, conforme trabalhos anteriores mostram (Plotsky &
Meaney, 1993).

Reatividade do eixo HHA ao estresse
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Figura 20. Niveis de corticosterona plasméatica em animais controle e submetidos ao
estresse agudo (imobilizagdo por 30 minutos). Dados expressos como média + EPM, N=5-
6/grupo. *Efeito significativo da imobilizac&o nos animais ndo separados.

4.9. Concentracdo de Dopamina e seus metabolitos em estruturas encefalicas

4.9.1. Analise do conteudo dopaminérgico no coértex pré-frontal

Foi observado efeito significativo da SM, a qual promoveu um aumento nos
niveis de dopamina no cortex pré-frontal, sem efeito do enriquecimento ambiental ou
interacdo entre esses parametros [ANOVA de duas vias, SM: F (1,26) = 5,936; P <
0,05; EA: F (1,26) = 2,43; P = 0,133; interagdo SM e EA: F (1,26) = 0,098, P = 0,757]
(figura 21).
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Figura 21. Dosagem de Dopamina no coOrtex pré-frontal. Dados expressos como média
+ EPM, N=5-8/grupo. *Efeito significativo da Separacdo Maternal.

N&o houve efeito significativo dos tratamentos (SM e EA) nas concentragdes
de DOPAC e HVA, havendo apenas uma tendéncia a efeito da separacao sobre o
HVA [DOPAC: ANOVA de duas vias, SM: F (1,24) = 0,711; P = 0,409; EA: F (1,24) =
2,415; P = 0,136; interacdo SM e EA: F (1,24) = 0,152; P = 0,701]; [HVA: ANOVA de
duas vias, SM: F (1,15) = 0,061; P = 0,81; EA: F (1,15) = 3,263; P = 0,098; interacéo
SM e EA: F (1,15) = 1,31; P = 0,277] (figura 22).
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Figura 22. Dosagem de Dopac e HVA no cdrtex pré-frontal. Dados expressos como
média + EPM, N=3-7/grupo.
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Ao analisar a razdo DOPAC/Dopamina, que infere o turnover dopaminérgico
(atividade das enzimas de degradacdo e o0 quanto de dopamina esta sendo
metabolizada no local), observou-se efeito significativo do Enriquecimento Ambiental
aumentando a razdo DOPAC/Dopamina [ANOVA de duas vias, EA: F (1,23) = 4,526;
P < 0,05; SM: F (1,23) = 2,725; P = 0,115; interacdo SM e EA: F (1,23) = 0,313; P =
0,583] (figura 23).
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Figura 23. Razdo DOPAC/Dopamina no cOrtex pré-frontal. Dados expressos como
média + EPM, N=5-6/grupo. *Efeito significativo do Enriquecimento Ambiental.

4.9.2. Analise do conteudo dopaminérgico no nucleo accumbens

Foi observada interacdo significativa entre SM e EA, reduzindo os niveis de
DOPAC no nucleo accumbens [ANOVA de duas vias, SM: F (1,24) = 1,975, P =
0,175; EA: F (1,24) = 0,396; P = 0,536; interagcdao SM e EA: F (1,24) = 5,821; P =
0,026] (figura 24).

N&o se evidenciou diferenca estatisticamente significativa dos tratamentos
isolados nos niveis de dopamina, porém uma tendéncia a interacdo entre SM e EA
reduzindo a concentracdo de dopamina nesse grupo [ANOVA de duas vias, SM: F
(1,26) = 0,812; P = 0,377; EA: F (1,26) = 0,049; P = 0,826; interagcdo SM e EA: F
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(1,26) = 1,265; P = 0,273]; sem diferenca significativa entre os grupos [ANOVA de
uma via, seguida pelo post hoc Duncan, F (3,25) = 0,786, P = 0,514].

N&o houve dados estatisticos suficientes para analise do HVA no NAcc.
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Figura 24. Dosagem de neurotransmissor no accumbens. Dados expressos como
média + EPM, N=5-8/grupo. *Interacdo significativa entre SM e EA nos niveis de DOPAC no
accumbens.

Ao analisar a razdo DOPAC/Dopamina no accumbens, que evidencia a
atividade desse neurotransmissor nesse local, observou-se que ndo ha diferenca
estatisticamente significativa entre os grupos, nem efeitos dos tratamentos [ANOVA
de uma via, seguida pelo post hoc Duncan, F (3,22) = 0,089, P = 0,965; ANOVA de
duas vias, SM: F (1,23) = 0,009, P = 0,926; EA: F (1,23) = 0,001; P = 0,979;
interacdo SM e EA: F (1,23) = 0,251; P = 0,622] (figura 25).
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Figura 25. Razdao DOPAC/Dopamina no accumbens. Dados expressos como média +

EPM, N=5-6/grupo.
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5. DISCUSSAO

A patofisiologia dos transtornos psiquiatricos € decorrente de disfungdo em
sistemas enddcrinos e de neurotransmissores, com destaque para o eixo HHA e
sistema dopaminérgico mesocorticolimbico (Nemeroff, 1998; Leonard, 2000), além
de outros sistemas envolvidos. Eventos adversos cedo na vida tém potencial para
ocasionar efeitos deletérios endocrinos, neuroquimicos e comportamentais
expressos na idade adulta (Sanchez et al., 2001). Nesse ambito, este trabalho
buscou compreender melhor a relacdo entre eventos adversos perinatais e o
desenvolvimento de transtornos psiquiatricos, por meio de avaliacbes

comportamentais e neurogquimicas.

5.1. Comparacao entre os protocolos de Separacdo Maternal por 14 e 21 dias

Como a literatura relata diferentes duracbes de protocolos de Separacédo
Maternal, inicialmente tivemos o intuito de comparar os efeitos dos protocolos de
separacdo maternal por 14 e 21 dias nos comportamentos de ansiedade e

depresséao na idade adulta.

Para isso, formamos dois grupos, sendo um SM por 14 dias e o outro SM por
21 dias, e em seguida submetemos ao teste do Labirinto em Cruz Elevado, para
avaliar comportamento de ansiedade, e ao Teste do Nado Forcado, para

comportamento depressivo.

A partir dos resultados, observamos que diferentes dura¢des do protocolo de
SM ndéo interferiram significativamente na ansiedade dos animais no LCE; porém
animais separados por 21 dias, em comparacdo aos separados por 14 dias,
apresentaram maior comportamento depressivo no Nado For¢gado, com maior tempo
de imobilidade e menor tempo de nado ativo. Esse resultado sugeriu que a
execucdo de um protocolo de SM mais extenso teria um impacto maior na
manifestacdo de comportamento depressivo na idade adulta, sendo, a partir de

entdo, o tempo escolhido para a realizagdo de nossos experimentos.
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5.2. Avaliagdo da Resposta do eixo HHA ao estresse

Em resposta ao estresse agudo, instantaneamente ocorre ativacdo do eixo
HHA, aumento dos niveis de glicocorticoides circulantes pelo cortex das adrenais,
assim como de noradrenalina e dopamina; disponibilizando energia ao organismo
para uma defesa imediata. Altos niveis de glicocorticoides regulam o eixo HHA por
meio de feedback negativo. Entretanto, periodos de estresse sustentado, como a
separacao maternal, causam hiperativacado do eixo HHA (Plotsky & Meaney, 1993),
comprometimento do feedback negativo (Dallman et al., 1994), dentre outras

alteracBes que comprometem o equilibrio neuroenddcrino.

Estudos descrevem a Separacdo Maternal por 180 min/dia, dias 2-14 pos-
natal causando hiperresponsividade do eixo HHA ao estresse agudo na vida adulta,
ou seja, uma resposta exagerada, com hipersecre¢cdo e aumento dos niveis de
glicocorticoides circulantes (Liu et al., 2000; Plotsky & Meaney, 1993). Em adicéo, foi
descrito que a SM aumenta a expressdo do RNAm do CRF no hipotdlamo e na
amigdala (Ladd et al., 2000), sendo o CRF um regulador primario do eixo e das
respostas comportamentais ao estresse (Plotsky & Meaney, 1993); e ainda reduz a
expressao de receptores de glicocorticoides no hipocampo dorsal e no cortex pré-
frontal, comprometendo a sensibilidade ao feedback negativo do eixo HHA
(Sampedro-Piquero & Arias, 2014; Ladd et al., 2000).

Em nossos resultados observamos efeito significativo da imobilizagdo nos
animais ndo separados, conforme era esperado, com aumento da atividade do eixo
HHA e dos niveis de corticosterona plasmatica em resposta ao estresse agudo.
Contudo, ndo observamos hiperresponsividade do eixo HHA ao estresse agudo em
animais separados. Em meio a isso, o0 protocolo de SM por 21 dias pode estar
contribuindo para desenvolvimento de resiliéncia no animal, que é a habilidade do
individuo em se adaptar com sucesso ao estresse, traumas e adversidades crénicas
(Feder et al., 2009), estando associada a caracteristicas genotipicas e psicossociais
(Southwick et al., 2005; de Kloet, 2008).

Por sua vez, o Enriquecimento Ambiental parece ter potencial para reverter os
efeitos negativos do estresse perinatal, reduzindo os niveis de hormdnios do

estresse e aproximando a resposta do eixo HHA a resposta dos animais controle
48



(Francis et al., 2002; Darnaudéry & Maccari; 2008). Isso pode estar relacionado a
alteracbes epigenéticas, induzidas pelo EA num periodo de plasticidade
neuroenddcrina, o0 que sera abordado mais a frente. Porém, em nosso trabalho, ndo

observamos efeito significativo do EA nesse parametro.

Vale citar que como o0s erros padrdes das médias estdo grandes, se a
amostra fosse maior talvez pudessem ser melhores vistos os efeitos dos
tratamentos. Além disso, a variabilidade acentuada dos protocolos de SM e EA
descritos na literatura podem contribuir para algumas variagdes observadas nas

respostas neuroenddécrinas e comportamentais.

Por outro lado, foram descritos aumentos dos niveis de receptores de CRF no
locus coeruleus e nucleo dorsal da rafe (Ladd et al. 1996, 2000). Assim, a ativacao
cronica dos sistemas centrais que culminem na modulacdo do CRF pode resultar em
ativacdo persistente dos sistemas serotoninérgicos e noradrenérgicos (Nemeroff,

1996), aumentando o risco de desenvolvimento de ansiedade e depressao.

5.3. Testes comportamentais para afericao de depresséao

Como a SM por 21 dias apresentou maior efeito comportamental depressivo

no grupo piloto, nos definimos essa duragdo de SM como protocolo.

A partir dai, ao analisarmos o efeito dos tratamentos no desenvolvimento de
um comportamento depressivo na idade adulta, observamos efeito significativo do
Enriqguecimento Ambiental aumentando o0 consumo de sacarose; e uma interacao
significativa entre SM e EA aumentando o comportamento ativo e reduzindo o tempo

de imobilidade no teste do nado forgado.

Ratos criados em condicdes de ambiente enriquecido mostram mais
comportamentos ativos no teste do Nado Forcado em comparagdo ao controle
(Mosaferi et al., 2015; Brenes et al., 2008); sugerindo efeito antidepressivo do EA,
que pode ser devido a inducdo de alteracbes epigenéticas em periodo de

plasticidade neural, aumentando a expressdo ou a sensibilidade dos receptores
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dopaminérgicos pos-sinapticos mesocorticolimbicos, principalmente no NAcc,

estrutura conhecidamente envolvida em processos motivacionais (Baik, 2013).

Assim como se observa o desenvolvimento de anedonia na clinica depressiva
(Naranjo, 2001), também esta descrito que animais separados apresentam
diminuicdo da preferéncia por liquidos doces (Muscat et al., 1992; Huot et al., 2001)
e aumento do tempo de imobilidade no Teste do Nado Forcado (Lee et al., 2014;
Kong et al., 2015). Porém, em nosso trabalho, ndo foi observado efeito significativo
da SM nesse parametro. Contudo, a interagdo entre os tratamentos, observada no
Nado Forcado, sugere que a separacdo gera uma labilidade que faz com que os
animais se tornem mais suscetiveis ao efeito do enriquecimento ambiental, com

aumento do tempo de nado ativo e diminuicdo do tempo de imobilidade.

5.4.Testes comportamentais para afericdo de ansiedade

Os transtornos de ansiedade estdo comumente presentes na clinica
psiquiatrica. De acordo com Blanchard e colaboradores (1990, apud Netto, 2009), a
ansiedade é desencadeada por situacées onde o perigo € apenas potencial, vago e

incerto.

Estudos prévios em roedores tém reportado uma tendéncia da SM aumentar
0s comportamentos de ansiedade nos animais, desencadeando aumento do tempo
de permanéncia nos bracos fechados e reducdo do tempo nos bracos abertos do
Labirinto em Cruz Elevado, comparado ao controle (Bouet et al., 2011; Li et al.,
2013; Huot et al., 2001; Lee et al.,, 2014). Tal aumento de ansiedade pode estar
relacionado ao estresse sustentado desencadear hiperativacdo do eixo HHA e
aumento da neurotransmissao noradrenérgica, dopaminérgica e serotoninérgica em
estruturas encefalicas (Macri & Wurbel, 2007; Chrousos & Gold, 1992; Francis et al.,

1999). Porém, nds ndo observamos efeito significativo da SM no LCE.

Possivelmente a auséncia de alteragdo nos parametros de ansiedade de deva
as caracteristicas do protocolo de SM estabelecido neste trabalho, as quais diferem
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de outros protocolos descritos na literatura tanto na duracdo quanto no periodo da

vida do animal em que a SM foi realizada.

Ja em relacao ao Enriqguecimento Ambiental, estudos em roedores descrevem
aumento do numero de entradas e do tempo gasto nos bragcos abertos do LCE,
indicando reducao da ansiedade (Galani et al., 2007; Friske & Gammie, 2005). Em
contraste, nés observamos o0 EA reduzindo o tempo de permanéncia e o niumero de
entradas nos bracos abertos e aumentando o tempo de permanéncia nos bracos

fechados do LCE, o que sugere aumento da ansiedade inata.

Essa divergéncia pode ser devido a diferenca nos protocolos de EA. E, ainda,
gastar mais tempo nos bracos fechados pode néo ser necessariamente indicativo de
aumento de ansiedade nesses animais. O animal enriquecido, por estar em
constante exposi¢cdo a ambientes novos, ao ser colocado no aparato do LCE pode
nao ter apresentado interesse em explorar o ambiente e, por isso, ter permanecido
mais tempo nos bracos fechados do mesmo. Adicionalmente, Vivinetto e
colaboradores (2013) descreveram animais enriquecidos com menor reagao a
estimulos novos em geral; e Hutchinson (2005) que o EA pode levar a resultados

indesejaveis, devido ao excesso de estimulo.

Em relacdo ao teste de odor de predador, roedores expostos a esse estimulo
aversivo frequentemente exibem maior permanéncia em compartimentos
escondidos, com aumento das reacfes de congelamento e das avaliagdes de risco e
reducdo da atividade exploratéria (Dielenberg & Mcgregor, 2001), sendo este,

portanto, um modelo valido de inducéo de ansiedade.

Ha poucos estudos relacionando o TOP com Separacdo Maternal e

Enriquecimento Ambiental.

Vivinetto e colaboradores (2013) observaram que a SM por 4,5h/dia, 21 dias
pbés-natal, em ratos Wistar machos, gera um prejuizo no teste de esquiva inibitoria
com choque nas patas (teste que também avalia ansiedade e medo aprendidos do

animal), sugerindo que a SM altera o aprendizado e a memoria.

O ambiente enriquecido parece reverter os efeitos ansiogénicos da SM em

parametros comportamentais e endocrinos (Francis et al., 2002). Isso pode ser
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devido a inducdo de alteracbes moleculares e estruturais, por exemplo, na
expressdo de genes e neurotrofinas, promovendo assim o reestabelecimento do

equilibrio neuroquimico em circuitos envolvidos com a ansiedade.

Em nossos resultados do TOP observamos, no dia 2 (condicionamento), que
todos os animais apresentaram aversao ao odor do predador, como era esperado, 0
que foi evidenciado pela reducdo do tempo de exploracdo da fonte de odor e

aumento do tempo no compartimento escondido.

No dia 3 (teste) ndo observamos efeito da SM, no entanto os animais
enriguecidos apresentaram redugdo do tempo no compartimento escondido e
aumento do tempo de exploracdo do pano. Isso ndo parece estar relacionado a
prejuizo de memodria, visto que Vivinetto e colaboradores (2013) descreveram, no
teste de esquiva inibitéria com choque nas patas, o EA (com protocolo semelhante
ao deste trabalho) melhorando a memoria dos animais, logo concluimos o potencial

do EA em reduzir a ansiedade aversiva aprendida.

Logo, os resultados dos testes para afericdo de ansiedade apresentaram
divergéncias, com o EA sinalizando efeito ansiolitico no Teste de Odor de Predador,

e ansiogénico no Labirinto em Cruz Elevado.

Isso pode ser devido ao comportamento aversivo depender do tipo de
estimulo emocional eliciador da resposta e das estruturas encefélicas envolvidas. O
LCE evidencia a ansiedade inata do animal e envolve a via amigdalo basolateral-
nacleo accumbens (Carobrez & Bertoglio, 2005; Hogg, 1996). Por sua vez, o TOP
evidencia memoéria e ansiedade aprendida, e foi descrito por Staples e
colaboradores (2005) que a exposi¢cao ao odor do predador e o contexto de medo,
aumentam a expressao de Fos no nucleo dorsal pré-mamilar, substancia cinzenta
periaquedutal ventrolateral, nucleo cuneiforme, I6cus cerdleos e nucleo olfatério
anterior. Dessa forma, diferentes vias e tipos de ansiedades envolvidas podem ter

contribuido para a observacao de resultados diferentes no efeito do EA.
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5.5. Sistema mesocorticolimbico e abuso de alcool

Exposicdo ao estresse cedo na vida aumenta a vulnerabilidade a transtornos
psiquiatricos e a processos motivacionais na vida adulta, constituindo-se um fator de
risco para a adicdo a drogas (Kessler et al., 1997). A comorbidade entre transtorno
psiquiatrico e abuso de &lcool tem sido descrita desde a Antiguidade e observada de
forma frequente na clinica (Lang et al., 2014).

Em nossos resultados observamos que a SM aumentou a preferéncia pelo

consumo de etanol na idade adulta, sendo o EA capaz de atenuar esse efeito.

Esse resultado corrobora a literatura que descreve animais separados com
vulnerabilidade aumentada as drogas de abuso (Moffet et al., 2007; Teicher et al.,
2006) e maior preferéncia pelo consumo de etanol quando comparados aos
controles (Huot et al., 2001; Ploj et al.,, 2003; Cruz et al., 2008). Ainda, outras
condicdes de estresse, como o isolamento social em roedores, também aumentam a

preferéncia pelo consumo de etanol (Advani et al., 2007; Deehan et al., 2011).

Esse maior potencial ao abuso de substancias parece estar relacionado ao
quadro de estresse sustentado da SM mimetizar as alteracbes neuroendocrinas
observadas no uso de drogas. Além das alteragBes aqui ja descritas, também foi
observado alteracdo da metilacdo do DNA no nldcleo accumbens, que ocasiona
alteracdo da expressdo génica e infrarregulacdo dos receptores dopaminérgicos
pos-sinapticos (Zhang et al.,, 2013; Robinson & Nestler, 2011). Logo, esse animal
precisa de maior liberacdo dopaminérgica no NAcc para obter semelhante resposta
a um animal controle, existindo uma “sensibilizacdo cruzada”’ entre estresse e
drogas. Corroborando, o etanol foi descrito com potencial ativador dos neurdnios
dopaminérgicos mesolimbicos (Koob & Le Moal, 2001), o que contribui para o

processo de gratificacao cerebral.

Por sua vez, Deehan e colaboradores (2011), observaram de forma
semelhante ao nosso resultado, que a exposi¢cdo ao ambiente enriquecido reduziu o
consumo, a preferéncia e a motivacdo para obter o etanol em ratos que
anteriormente apresentavam preferéncia por etanol. Isso sugere que o EA tem

potencial para reverter os efeitos prejudiciais da SM sobre a via mesolimbica,
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podendo ser por inducdo epigenética, com aumento da expressao ou melhora da
sensibilidade dos receptores dopaminérgicos poés-sinapticos no NAcc, aumento da
expressao de auto-receptores D2 na ATV, resultando em melhora na regulacao da
sintese e liberacdo dopaminérgica no NAcc e ainda por aumento dos fatores
neurotroficos que sao protetores da funcao neural (Konkle et al., 2010; Laviola et al.,
2008; Sale et al., 2014).

Nas analises bioguimicas observamos efeito significativo da SM aumentando

a quantidade de dopamina disponivel no cortex pré-frontal.

Matthews e colaboradores (2001) observaram reducdo do turnover
dopaminérgico no CPFm de ratos separados em fase adulta. E Heidbreder e
colaboradores (2000) descreveram que o estresse de isolamento social em ratos
reduziu o turnover dopaminérgico no CPFm, acompanhado de aumento dos niveis

plasmaticos de corticosterona e déficit cognitivo.

Abordamos que em condicdes estressoras normais 0s neurbnios
dopaminérgicos da ATV sdo ativados e aumentam a liberagdo de dopamina no
cortex frontal, no intuito de potencializar as funcdes cognitiva e motora, em sinal de

alerta ao organismo.

O estresse sustentado causa hiperativacdo da amigdala, que estimula a ATV
a aumentar a sintese e liberacdo de dopamina no cortex pré-frontal (Enrico et al.,
1998). Isso concorda com o aumento da dopamina no CPF observado em nossos
resultados. Também é descrita perda da funcdo, da regulacdo e da atividade
dopaminérgica do CPF, com reducdo do turnover dopaminérgico (Arnsten, 2009;
Eslinger et al., 2004; Davis et al., 1994).

Vérias observacOes relatadas na literatura podem contribuir para esse efeito.
Por exemplo, condicdes de estresse sustentado comprometem a diferenciacéo
celular no CPF, alteram a regulacdo de genes apoptéticos (Levine et al., 2007),
reduzem o volume da estrutura (van Harmelen et al., 2010), induzem polimorfismo
da COMT e reduzem a capacidade de metabolizacdo da dopamina (Papaleo et al.,
2008); bem como alteram a arquitetura dos dendritos pré-frontais, com reducédo do
comprimento e da ramificacdo (Radley et al., 2006) e retracdo dendritica (Brown et
al., 2005).
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Isso sugere aumento da disponibilidade de dopamina nas sinapses, com

comprometimento, entretanto, da atividade dopaminérgica e fungéo cortical.

Por sua vez, o EA induz aumento da neurogénese, da densidade sinaptica e
de fatores neurotroficos (Mora et al., 2007), o que pode ter contribuido para o
aumento significativo do turnover dopaminérgico no CPF, observado em nosso

trabalho, e recuperacéo, até certo ponto, da funcéo cortical frontal.

Dessa forma, o enriguecimento ambiental parece ter potencial para
compensar os efeitos negativos do estresse cedo na vida no cértex pré-frontal,

aumentando a atividade dopaminérgica nesse local.

No nucleo accumbens observamos interacdo significativa entre SM e EA,
reduzindo os niveis de DOPAC, sem alteracdo no turnover dopaminérgico. Vale citar
que a variabilidade dos dados da dopamina pode ter sido responsavel por nao

permitir verificar efeito dos tratamentos isolados nessa estrutura.

O estresse sustentado causa hiperestimulacdo da amigdala e aumento da
neurotransmissdo dopaminérgica mesolimbica, concomitante a dessensibilizacdo
dos receptores dopaminérgicos pés-sinapticos no NAcc (Jahng et al., 2010; Meaney
et al., 2002; Zhang et al., 2013). Entdo ha aumento da disponibilidade de dopamina
no NAcc, downregulation dos receptores pos-sinapticos e aumento da atividade
dopaminérgica nessa estrutura, para proporcionar a mesma resposta motivacional,

que um individuo controle teria com uma disponibilidade inferior de dopamina.

Isso é confirmado a partir de trabalhos que observaram aumento dos niveis
de dopamina e do turnover dopaminérgico no estriado de ratos separados (Matthews
et al., 2001); no NAcc de ratos submetidos ao isolamento social (Hall et al., 1998) e
reducao da expressdo do receptor dopaminérgico D2 no NAcc em ratos separados
(Li et al., 2013). Corroborando, repetidas exposicbes ao estresse ou a drogas,
aumentam a magnitude e a duracdo das respostas dopaminérgicas no NAcc a
psicoestimulantes (Kalivas & Stewart, 1991). Ainda foi descrita a redugdo da
densidade do transportador de dopamina (DAT) no NAcc de ratos separados
(Meaney et al., 2002). Logo, a recaptacdo desse neurotransmissor para o neurénio

pré-sinaptico estaria reduzida, permanecendo por mais tempo na fenda sinaptica.
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Em nosso trabalho, a interacdo significativa entre SM e EA, reduzindo a
quantidade de DOPAC no NAcc, pode sugerir reducdo da recaptacao, visto que
esse é um metabdlito obtido a partir da acdo da MAO sobre a dopamina, no

citoplasma do neurénio pré-sinéptico.

O EA parece modular a expressao de genes no estriado, tais como tirosina
hidroxilase e cinases, envolvidas em func¢des celulares e transducédo de sinal (Thiriet
et al., 2005), sugerindo que o EA influencia a determinacao de resisténcia a drogas

de abuso.

O ambiente enriquecido oferta boas condicdes de habitagdo, estimulos
cognitivos, motores e relacionamento social, promovendo um estilo de vida mais
saudavel. Essa estratégia nao farmacolégica sendo empregada na fase de
plasticidade neural (final da infancia e adolescéncia) tem potencial para exercer
efeito compensatorio sobre os déficits gerados pela separacdo maternal e melhorar

0 desempenho em testes comportamentais.

Dessa forma, o estresse sustentado cedo na vida parece desencadear
hipofungdo dopaminérgica mesocortical (Braun et al.,,. 2000), hiperfuncédo
dopaminérgica mesolimbica (Gos et al., 2006) e maior potencial para abuso de

alcool, dentre outros prejuizos.

Vale salientar que neste trabalho nds analisamos a quantidade de dopamina
e seus metabdlitos disponiveis em duas estruturas encefalicas, sendo que para uma
avaliacdo mais completa poderiam ser analisadas outras estruturas envolvidas no
sistema dopaminérgico mesocorticolimbico, assim como o conteudo dopaminérgico
nas sinapses, no citoplasma neuronal, a densidade de enzimas metabolizadoras e
do transportador de dopamina, expressao de receptores dopaminérgicos, assim
como outros sistemas neurotransmissores que influenciam a patofisiologia dos

transtornos psiquiatricos.

Partindo do fato de que o estresse prejudica a memoria de trabalho e a
flexibilidade cognitiva (Luethi et al., 2009), ambos envolvidos na funcdo do CPF, nés
submetemos os animais ao Teste de Reconhecimento de Objetos. Entretanto, ndo
observamos efeito significativo da SM e do EA nas memdrias de curta e de longa

duracdo, mas uma interacao significativa entre SM e EA somente na memaria de
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curta duracao, reduzindo o tempo de exploracdo do objeto novo em comparacdo ao

controle.

A literatura descreve a funcédo cognitiva em roedores, por meio do TRO, nao
sendo afetada pela SM 3h/dia, dias 2 a 14 pés-natal (Grace et al., 2009) e pela SM
4,5h/dia, 21 dias pés-natal (Vivinetto et al., 2013). Por outro lado, alguns trabalhos
evidenciam prejuizo a memoéria, com diminuicdo da preferéncia pela exploracdo de
objetos novos em camundongos machos separados (Niwa et al.,, 2011) e déficit
mnemonico em ratos separados,180 min/dia, 10 dias pés-natal, evidenciado pelo
tempo similar de exploracdo do objeto familiar e do objeto novo nas memérias de

curta e de longa duracéo (Mello et al., 2008).

O EA tem potencial para aumentar a gliogénese, as ramificacdes neurais e a
formacdo de sinapses no cortex (Diamond et al.,, 1966 apud Praag et al., 2000),
influenciando na melhora de fungdes cognitivas. No entanto, talvez esse teste nao
seja uma boa ferramenta para avaliacdo dos efeitos do EA e da SM descritos na
literatura sobre a memaria. Ou ainda podem ter ocorrido variagdes nos protocolos ou

fatores genéticos dos animais.
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6. CONCLUSOES

O protocolo de Separacdo Maternal por 21 dias desencadeou maior
desenvolvimento de comportamento depressivo nos animais, observado no
Teste do Nado Forcado, do que a SM por 14 dias, sem alteracao significativa

na ansiedade dos animais;

Nao observamos hiperresponsividade do eixo HHA nos animais separados
em resposta ao estresse agudo na idade adulta, em contraponto ao que esta

descrito na literatura;

Nos testes comportamentais para afericdo de depresséo, observamos que o
EA aumentou a preferéncia pelo consumo de sacarose, e ocorreu uma
interacdo significativa entre SM e EA aumentando o tempo de nado ativo e
reduzindo o tempo de imobilidade no Teste do Nado Forcado. Tomados
juntos, esses dados indicam um efeito antidepressivo do enriquecimento

ambiental;

Nos testes para afericdo de ansiedade, ndo observamos efeito da SM. O EA,
conforme descrito na literatura, teve efeito ansiolitico no TOP, reduzindo a
ansiedade aversiva aprendida; porém no LCE aumentou o tempo de
permanéncia nos bracos fechados e reduziu o tempo e o numero de entradas

nos bracgos abertos, indicando aumento da ansiedade inata;

A SM aumentou significativamente a preferéncia pelo consumo de etanol, e o

tratamento conjunto com o EA foi capaz de atenuar esse efeito;

No cortex pré-frontal, a SM aumentou a quantidade de dopamina, e a
literatura indica reducdo do turnover dopaminérgico. O EA aumentou
significativamente o turnover dopaminérgico nessa estrutura, sugerindo uma

recuperacao da atividade dopaminérgica cortical;

No nudcleo accumbens houve uma interacdo significativa entre SM e EA,

reduzindo os niveis de DOPAC, sem alteracéo no turnover dopaminérgico;

58



o Na&o observamos efeito significativo da SM e do EA nas memdérias de curta e
de longa duracdo, mas uma interacao significativa entre SM e EA somente na

memoéria de curta duragdo, reduzindo o tempo de exploracdo do objeto novo
em comparacao ao controle.
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7. PERSPECTIVAS FUTURAS
Ainda podem ser analisados em trabalhos subsequentes, visando uma melhor
compreensao:

o Expressao de receptores, do transportador e das enzimas metabolizadoras de

dopamina em areas do sistema dopaminérgico mesocorticolimbico;

e Andlise de outros sistemas neurotransmissores envolvidos em transtornos
psiquiatricos.
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9.2. Ganho ponderal ao longo do periodo de Enriquecimento Ambiental

Ganho ponderal ao longo do periodo de Enriquecimento
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