UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
INSTITUTO DE CIENCIAS BASICAS DA SAUDE
PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM NEUROCIENCIAS

EFEITOS DURADOUROS DA SEPARACAO MATERNA
SOBRE PARAMETROS COGNITIVOS, RESPOSTAS
EMOCIONAIS E ALTERACOES NEUROQUIMICAS EM
RATOS

Tese de Doutorado

Luisa Amalia Diehl

Porto Alegre, 2014



UNIVERSIDADE FEDERAL DO R1O GRANDE DO SUL
INSTITUTO DE CIENCIAS BASICAS DA SAUDE
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM NEUROCIENCIAS

EFEITOS DURADOUROS DA SEPARACAO MATERNA
SOBRE PARAMETROS COGNITIVOS, RESPOSTAS
EMOCIONAIS E ALTERACOES NEUROQUIMICAS EM
RATOS

Luisa Amalia Diehl

Orientadora: Prof. Dra. Carla Dalmaz

Tese apresentada como requisito para obtencao do grau de Doutor em
Neurociéncias

Porto Alegre, 2014



“Amo a ciéncia, e doéi-me pensar em

como tantas pessoas sentem pavor do assunto, ou acham que a escolha pela
ciéncia pressupde o descarte da compaixao, das artes ou do encantamento
diante da natureza. A ciéncia ndo foi feita para acabar com o mistério, mas
sim para reinventa-lo e revigora-lo.”

(Robert M. Sapolsky)
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que tantas saudades deixaram.
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RESUMO

Muitas evidéncias indicam que exposicdes a eventos adversos no inicio da vida,
tais como abuso e negligéncia, aumentam a vulnerabilidade a psicopatologias na vida
adulta. Tem sido relatado que psicopatologias podem levar a ndo apenas prejuizos
cognitivos, emocionais e sociais, mas também a uma variedade de alteragdes
neuroquimicas. SeparacGes maternas periddicas no periodo neonatal tém sido usadas
como um modelo animal de eventos adversos no inicio da vida, avaliando-se seus
efeitos sobre aspectos comportamentais e fisiologicos observados na vida adulta. As
primeiras duas semanas de vida representam um periodo critico para o desenvolvimento
neural em ratos. Sabe-se que periodos prolongados de separagdo materna (SM) podem
modificar pardmetros neurobiol6gicos e comportamentais. Logo, o objetivo do presente
estudo foi verificar os efeitos duradouros de SM repetida em diferentes parametros,
incluindo comportamentos de medo, sociais, cognitivos e alimentar, assim como uma
série de analises neuroquimicas. Ratos Wistar machos e fémeas foram sujeitos a SM
repetidas (incubadora a 32°C, 3h/dia) nos dia 1 ao 10 de vida. Na primeira parte deste
trabalho, os animais foram expostos a tarefa de Medo Condicionado ao Contexto aos 60
dias de idade. Uma semana ap0s, as atividades da Na', K'-ATPase e de enzimas
antioxidantes foram medidas na amigdala. Na segunda parte deste trabalho, os animais
foram expostos ao teste de Interacdo Social por 15 min aos 70 dias de idade. Foram
observadas as frequéncias e duracfes dos seguintes comportamentos: cheirar; ataque
lateral; ataque frontal; boxing; e tempo gasto sem demonstrar comportamentos sociais.
A ocitocina foi medida no liquor. Na terceira parte deste trabalho, ratos adultos foram
expostos a tarefas de memaria (Reconhecimento de Objetos e ao Labirinto Aquético de
Morris). O Comportamento Alimentar também foi analisado. Dano celular, quebras do
ADN, citocinas inflamatérias e fator neurotrofico derivado do encéfalo (BDNF) foram
medidos no hipocampo. A SM aumentou 0 Medo Condicionado ao Contexto e a
atividade da Na', K*-ATPase na amigdala. Foi encontrado um efeito significativo da
SM sobre a catalase apenas em fémeas, aumentando sua atividade. A SM reduziu os
comportamentos sociais (duracdo de cheirar; frequéncias de ataques lateral e frontal;
frequéncia e duracdo de boxing). Houve uma tendéncia dos animais SM apresentarem
reducdo na ocitocina no liquor. Animais SM apresentaram desempenho prejudicado nos
testes de Reconhecimento de Objetos e Labirinto aquatico de Morris. Ndo houve efeito
sobre o Comportamento Alimentar. Os seguintes resultados foram encontrados nas
avaliaces neuroquimicas: SM aumentou as quebras de ADN no hipocampo, apresentou
uma tendéncia a diminuir o TNF-a hipocampal em ratos machos e aumentou
significativamente o TNF-o hipocampal em fémeas. Nossos resultados sugerem um
papel do ambiente precoce na programacéo das respostas de medo, sociais e cognitivas
na vida adulta, assim como em suas neuroquimicas subjacentes. Observamos que um
evento aversivo no inicio da vida, tal como a SM, pode levar a prejuizos em parametros
comportamentais e neuroquimicos. Encontramos uma atividade aumentada na amigdala
(indicada pela Na®, K'-ATPase) causada pela SM, afetando comportamentos
relacionados ao medo, com melhor desempenho na tarefa de medo condicionado em
adultos, e esse efeito pode ser tarefa-especifico (os efeitos sobre a memoria espacial e
de reconhecimento de objetos sdo opostos). Ademais, a SM reduziu comportamentos
agressivos e sociais. Esse resultado pode ser relacionado a tendéncia da SM reduzir os
niveis de ocitocina no liquor, a qual é um hormdnio envolvido em comportamentos
afiliativos e sociais. As diferencas de sexo nos comportamentos sociais estdo de acordo
com estudos anteriores. Os prejuizos de memdria em animais SM podem ser
relacionados as mudancas neuroquimicas encontradas no hipocampo, tais como indices

Xi



aumentados de quebras de ADN. Ademais, nosso trabalho encontrou diferengas de sexo
nas atividades neuroquimicas, tais como atividade da CAT na amigdala em fémeas SM
e um efeito contrario entre machos e fémeas SM nos niveis de TNF-a. Esses achados
demonstram que um estresse no inicio da vida pode levar a efeitos neuroquimicos sexo-
especificos.
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ABSTRACT

A large body of evidences indicates that exposure to early adverse life events
such as childhood neglect and abuse can increase vulnerability to psychopathology in
adult life. It has been reported that psychopathologies may lead not only to cognitive,
emotional and social impairments, but also to a variety of neurochemical alterations.
Periodic neonatal maternal separation (MS) in the rat has been used as a rodent model
of the effects of early adverse life events on adult physiology and behavior. The first
two weeks of life are a critical period for neural development in rats. The purpose of the
present study was to verify the long-term effects of repeated MS in different parameters,
including conditioned fear, social, cognitive and feeding behaviors, as well as a series of
neurochemical analysis. Female and male Wistar rats were subjected to repeated MS
(incubator at 32°C, 3h/day, during postnatal days 1-10). In the first part of this work, the
subjects were exposed to a Contextual Fear Conditioning task at 60 days of age, and
Na®, K" -ATPase and antioxidant enzymes activitieswere evaluated in the amygdala. In
the second part of this work, the animals were exposed to 15-min Social Interaction test
at 70 days of age in order to analyze social behaviors (frequencies and durations of
sniffing; lateral attack; frontal attack; boxing; and time spent in non-social behavior).
Oxytocin was measured in cerebral spinal fluid (CSF). In the third part of the present
work, adult rats were exposed to Object Recognition and Morris Water Maze memory
tasks. Feeding behavior was analyzed as well. Cell damage, mitochondrial viability,
DNA breaks, inflammatory cytokines, and brain-derived neurotrophic factor (BDNF)
were measured in the hippocampus. MS effects were observed, with increased
Contextual Fear Conditioning and increased Na', K'-ATPase in amygdala, without
differences groups on the antioxidant enzymes activities (SOD, GPx, CAT) in male rats.
Nevertheless, we found a significant MS effect in females, with an increase of CAT
activity. MS decreased social behaviors (sniffing duration; frequencies of lateral and
frontal attacks; frequency and duration of boxing). Two way ANOVA indicated a
tendency of MS animals towards decreased CSF oxytocin levels. MS animals also
shoed impairments on performances of object recognition and Morris water maze tasks,
and no differences on feeding behavior. The following results were found on
neurochemical assessments: MS increased DNA breaks in hippocampus; additionally, a
tendency for MS decreasing hippocampal TNF-a in male rats was observed, while MS
significantly increased hippocampal TNF-a in females. Our results suggest a role of
early rearing environment in programming fear, social and cognitive responses in
adulthood, as well as their underlying neurochemistry. We found that an aversive early-
life event, such as MS, may lead to impairments in behavioral and neurochemical
parameters. We found that MS increased activity in the amygdala (as indicated by the
increased activity of Na*, K'-ATPase), affecting behaviors related to fear in adulthood,
and this effect could be task-specific. Moreover, MS decreased aggressive and social
behaviors. This result may be related to the marginally reduced CSF oxytocin levels in
MS subjects, which is a hormone involved in affiliative and social behaviors. Sex
differences on social behaviors are in accordance to previous studies. MS also impaired
short- and long-term memories as observed on Object Recognition and Morris Water
Maze tasks. These memory impairments on MS animals may be associated to
neurochemical changes found in hippocampus, such as increased DNA breaks.
Moreover, our work found sex differences on neurochemical activities, such as
amygdalar CAT activity in MS females and an opposing effect of hippocampal TNF-a
in MS females compared to males. These findings reveal that early stress may lead to
sex-specific neurochemical effects.
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1. Introdugdo



Recém-nascidos prematuros ou com baixo peso sdo mais suscetiveis a situacdes
de estresse. Mesmo com o0 avanc¢o tecnoldgico e melhoria do atendimento em UTIs
neonatais, esse grupo continua apresentando uma alta morbidade. Por sua vez, uma série
de estudos tem demonstrado que intervencGes no periodo neonatal podem levar a
alteracbes nos sistemas nervoso, cardiovascular, respiratorio e enddcrino—metabdlico,

além de alteracGes comportamentais.

Figura 1: Foto que representa um recém-nascido numa unidade de tratamento intensivo

neonatal.

Intervencdes feitas na infancia influenciam na relacdo da méae com os filhotes, e
a mae pode assumir determinados comportamentos que afetam o desenvolvimento do
sistema nervoso dos seus filhotes. Estudos sobre o estresse neonatal tém mostrado a
importancia de um ambiente adequado para um desenvolvimento saudavel, pois 0s
recém-nascidos sdo mais vulneraveis nesse periodo. Assim, experimentos nesta area sao
de grande importancia para futuramente relacionarmos eventos adversos na infancia
com o aparecimento de algumas patologias.

Experiéncias negativas no inicio da vida podem perturbar respostas adaptativas
normais durante a vida adulta. A separacdo materna nessa fase do desenvolvimento tem

sido relacionada ao comportamento do tipo ansioso, além de distarbios



endocrinoldégicos e neuroquimicos em ratos, afetando especialmente a resposta ao
estresse. Nosso trabalho anterior, desenvolvido durante o mestrado, sugeriu que a
separagdo materna (SM) (utilizada como modelo de um evento estressor no inicio da
vida) pode aumentar a ansiedade em modelos de trauma no rato adulto, porém esse
resultado foi sexo-especifico, tendo sido observado apenas em machos. E possivel que
outras diferencas sexo-especificas estejam presentes na maneira como animais
submetidos a separagdo materna reagem a um desafio do ambiente na idade adulta. Uma
investigacdo de possiveis efeitos comportamentais e correlatos neuroquimicos e,
portanto, necessaria. Além disso, evidéncias tém sugerido que o estresse no periodo
neonatal também possa aumentar o risco de desenvolver doencas inflamatdrias.
Adicionalmente, tem sido sugerido que a presenca de citocinas inflamatérias teria um

papel importante na patologia de doencas neurodegenerativas.

1.2 Estresse e Funcionamento do Eixo Hipotalamo-Hipdfise-Adrenal (HHA)

O cientista e médico hingaro Hans Selye definiu em 1936 o estresse como
“Sindrome da Adaptacao Geral”, ou seja, a resposta adaptativa de um organismo a ag¢ao
de agentes nocivos — 0s chamados agentes estressores. A resposta ao estresse seria
dividida em trés estagios: um primeiro de alarme, onde o0 agente estressor seria notado,
um segundo de resisténcia, no qual o organismo estaria combatendo o agente estressor
com sucesso, e, por fim, um estado de exaustdo, onde 0 organismo esgotaria sua
capacidade de resposta de estresse, dai advindo os seus efeitos deletérios (SELYE,
1936, APUD KOPIN, 1995). Hoje em dia, acredita-se que tais efeitos sejam advindos de
uma resposta repetida a hiperexposicdo a agentes estressores e ndo mais de um

esgotamento dessa capacidade apontada por Seyle. Um estresse crénico passa a ser



patogénico ndo devido as falhas nas defesas do organismo, mas em funcdo das préprias
defesas se tornarem patogénicas (SAPOLSKY, 1992), e a palavra “estresse” tem sido
interpretada como o conjunto de respostas do organismo a um estressor. “Estressor” ¢
definido como um desafio ao individuo que potencialmente pode perturbar a
homeostase e, assim sendo, requer uma resposta fisiolégica. Pode também ser apenas
uma interpretagdo inadequada da situacdo, percebida erroneamente como ameaca, que
resulta numa resposta comportamental e/ou hormonal (McEWEN, 2002; TSIGOS et al.,
2002; ELENKOV & CHROUSOS, 2006; JOELS & BARAM, 2009).

Ha& dois sistemas de resposta ao estresse classicamente descritos: (a) o sistema
neurovegetativo, com liberacdo de adrenalina pela medula adrenal - com ativagdo da
divisdo simpatica desse sistema, desencadeando reacGes descritas pelo paradigma de
“luta ou fuga”, (b) o Eixo Hipotalamo-Hipofise-Adrenal (HHA), com liberacdo dos
glicocorticoides, produzidos no cortex da adrenal sob estimulo hipotaldamico e
hipofisario (MCEWEN, 2002; TSIGOS et al., 2002; HERMAN et al., 2012; ELENKOV
& CHROUSOS, 2006). A ativacdo aguda desses sistemas promove principalmente
aumento da disponibilidade de energia e melhora do fluxo sanguineo para 6rgéos-alvo,
melhorando a imunidade durante uma emergéncia e suprimindo anabolismo que nao
seja essencial, como crescimento, reparo tecidual e reproducdo (FONTELLA et al.,
2005, SAPOLSKY, 2000) sendo altamente adaptativa (TSIGOS et al., 2002). Contudo,
uma longa elevagdo dos niveis dessas moléculas pode ter consequéncias deletérias,
incluindo risco de hipertenséo, desenvolvimento de diabetes mellitus insulina-resistente,
amenorréia, impoténcia, Ulceras e supressdo imunoldgica (SAPOLSKY et al., 2000).
Além disso, os glicocorticoides podem ter efeitos negativos sobre o sistema nervoso
central, levando a dilatagdo ventricular, prejuizos cognitivos (O’BRIEN, 1997),

diminuicdo da plasticidade sinaptica e neurotoxicidade (SAPOLSKY, 2000,



DALLMAN et al., 2004; MILLER et al., 2002), que varia desde atrofias dendriticas até
mesmo a perda celular.

Um eixo HHA funcional é essencial para a sobrevivéncia durante a idade adulta,
e flutuagGes na sua atividade, no desenvolvimento, principalmente na infancia, podem
significar mal-adaptacbes na formacdo de um encéfalo imaturo (GUTMAN &
NEMEROFF, 2002).

O eixo HHA tem uma regulagdo extremamente fina no periodo pré e po6s-natal
imediato, possuindo alta plasticidade (FRANCIS et al., 1999). Distarbios no padrdo
normal de secrecdo de glicocorticoides nesse periodo critico podem alterar de forma
definitiva as respostas do organismo ao estresse (LEVINE et al., 1967).

Qualquer disturbio, seja ele real ou imaginario, provoca uma resposta ao agente
estressor, com a finalidade de manter a homeostase e facilitar a adaptagdo. Estimulos
externos tém grande impacto sobre o sistema limbico, que se relaciona com o
hipotdlamo. O controle central do sistema de resposta ao estresse inclui 0s neurénios
parvocelulares do nucleo paraventricular do hipotdlamo (PVN). Essas células estdo sob
influéncia de varios mecanismos intrinsecos e extrinsecos que regulam a resposta do
eixo HHA ao estresse (SAPOLSKY et al., 2000; CARRASCO & VAN DE KAR,
2003).

O eixo HHA é um dos principais sistemas de controle da resposta psicolédgica
aos estressores psicoldgicos e psicossociais nos mamiferos (O’BRIEN, 1997;
SAPOLSKY et al., 2000). Sinais neuronais associados ao estressor sdo traduzidos em
uma resposta endocrina no hipotalamo. O PVN do hipotalamo é um centro que recebe e
coordena aferéncias neuroendrocrinas, neurovegetativas, cognitivas e emocionais, e €
responsavel pelo sinal que inicia a secrecdo de glicocorticoides (HERMAN et al.,

2003).



Aferéncias ao PVN sé@o provenientes principalmente da informagéo sensorial,
promovendo respostas do eixo a ameagas reais & homeostasia, e incluem o nicleo do
trato solitério, nacleos da rafe, o 6rgéo subfornicial, o nicleo proprio da estria terminal,
o tlamo e regides hipotalamicas que circundam o PVN. Aferéncias indiretas vindas do
hipocampo, amigdala, cortex pré-frontal, septo lateral e tadlamo ativam os mesmos
neurdnios parvocelulares na auséncia de desafios fisioldgicos francos (HERMAN et al.,
2003).

No estado de repouso (basal), o hipotadlamo apresenta secrecdo de hormonio
liberador de corticotropina (CRH) e de arginina-vasopressina (AVP) de uma maneira
pulsatil, com dois ou trés picos por hora (ENGLER et al., 1989). Durante o estresse
agudo, a amplitude e a frequéncia desses pulsos aumentam, resultando na liberacéo de o
hormdnio adrenocorticotrépico (ACTH) pela hipofise e de cortisol (corticosterona em
ratos) pelo cortex da adrenal (TSIGOS et al., 1994). Uma série de situacBes pode
estimular o hipotdlamo, como por exemplo, frio, infeccdo, hemorragia, choque,
vibracdo, estresse emocional e/ou social, contencdo, etc. (MILLER et al., 2002).
Citocinas e outros mediadores de inflamacdo também sdo liberados nessas ocasides e

potenciam a a¢do dos varios componentes do eixo HHA.
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Figura 2: Eixo Hipotalamo-Hipofise-Adrenal (HHA). Estimulos ambientais externos sdo captados pelo
sistema limbico, ativando os sistemas de resposta ao estresse, entre eles o eixo HHA (Figura extraida de:

BEAR et al., 2008).

O ACTH aumenta a sintese de glicocorticoides pelo cortex da glandula adrenal.
Em situacdes criticas, os glicocorticoides tém aces de protecdo e manutencdo da
homeostasia: mobilizacdo de estoques energéticos através de gliconeogénese, lipolise e
catabolismo protéico, melhora da funcdo cognitiva, inibicdo da funcdo gonadal,
alteracdo da homeostasia do célcio (de KLOET, 1998). Os glicocorticoides tém
importancia na propria regulacdo neuroenddcrina, uma vez que atuam em receptores do
sistema limbico (especialmente amigdala e hipocampo), do hipotalamo e da hipdfise por
retroalimentacdo negativa, encerrando a ativacdo (de KLOET, 1998). Esses hormonios
também inibem as citocinas, regulando a atividade do eixo HHA. A inibicdo causada
pelos glicocorticoides limita sua propria acdo, prevenindo o organismo de seus efeitos
catabolicos, antirreprodutivos e imunossupressores (TSIGOS et al., 2002).

Os glicocorticoides sdo os principais mediadores da resposta ao estresse e
influenciam diversos sistemas para fazer com que o organismo reaja ao agente estressor
(de KLOET, 1998). Aumentos agudos e por tempo limitado nos niveis de
glicocorticoides provocam uma resposta adaptativa. Entretanto, o0 aumento prolongado
nos niveis desses hormonios pode ter efeitos negativos no sistema nervoso, além de
outros tecidos, e estdo sendo associados a dilatacdo ventricular, atrofia cerebral, reducéo
na capacidade cognitiva (O’BRIEN, 1997) e possivel neurotoxicidade (SAPOLSKY,
2000). Aumentos prolongados nos niveis de glicocorticoides causam danos também ao
hipocampo, tendo como consequéncia a reducdo da retroalimentacdo negativa. Esse
ciclo vicioso de eventos ¢ referido como a “cascata dos glicocorticoides” (SAPOLSKY

et al., 1986).



1.2 Estresse Oxidativo e Sistema Nervoso

Substancias como o perdxido de hidrogénio e formas quimicas chamadas de
radicais livres compdem as espécies reativas de oxigénio (EROs), as quais estdo
envolvidas em dano tecidual. Os radicais livres (RL) sdo espécies quimicas
caracterizadas por serem capaz de ter existéncia independente e possuirem um ou mais
elétrons desemparelhados (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1984). Alguns RL séo
produzidos por reacdes essenciais aos processos bioldgicos, como o anion superoxido, e
os radicais hidroxila e peroxila (HALLIWELL & CROSS, 1994). As EROs séo
altamente reativas e capazes de danificar o ADN, o ARN, as proteinas e os lipideos
(ALLEN, 1993).

Estressores fisicos e psicoldgicos causam liberacdo de glicocorticoides, 0s
hormonios esterdides liberados pela glandula adrenal. Essas substancias exercem um
papel adaptativo, pois mobilizam energia para os tecidos criticos nas situacdes de
emergéncia e suprimem o anabolismo que n&o é essencial. Entretanto, ha evidéncias de
que altos niveis de glicocorticoides no cérebro podem causar dano aos neurdnios. Esses
danos tém sido associados ao aumento da geragdo de EROs (McINTOSH &
SAPOLSKY, 1996).

A exposicao ao estresse emocional se mostrou estar acompanhada pela ativacédo
de processos mediados pelos RL (LIU et al., 1994; MANOLI et al., 2000). A
lipoperoxidacdo é um dos principais eventos provocados pelas EROs. Ela induz
mudancas na fluidez e no potencial da membrana e na permeabilidade a ions. O sistema
nervoso é particularmente sensivel aos danos provocados pelos RL, pois € rico em
substratos oxidaveis, tem alta tensdo de oxigénio e baixa capacidade antioxidante

(SANDHIR et al., 1994).



Os danos induzidos pelas EROs s&o normalmente controlados por sistemas
antioxidantes enzimaticos e ndo enzimaticos (HALLIWELL & CROSS, 1994). Essas
defesas celulares diminuem as concentracdes de RL e exercem reparo nos danos
oxidativos as ceélulas. Os sistemas antioxidantes incluem enzimas, tais como a
superoxido dismutase (SOD), que converte radicais superdxido em peroxido de
hidrogénio, catalase (CAT), que tem sido apontada como responsavel pela
destoxificacdo do peroxido de hidrogénio, e a glutationa peroxidase (GPx), que diminui
0s niveis de perdxidos, principalmente aqueles derivados da oxidagdo de fosfolipideos
de membrana. A remogdo do superdxido e do perdxido de hidrogénio diminui a geracdo

de radicais hidroxila (KEHRER, 2000).

1.3 Estimulacdo e Separacdo Materna no Periodo Neonatal e o Desenvolvimento

Neural

InteracBes genéticas e ambientais regulam os mecanismos neurais envolvidos no
desenvolvimento de determinados comportamentos. Experiéncias sensoriais no inicio da
vida pds-natal podem afetar o desenvolvimento neural e 0 comportamento de um animal
adulto. Estimulos estressantes sdo algumas das influéncias ambientais que podem
modificar o desenvolvimento neural (GONZALES et al., 1990; LEE et al., 2007; AISA
et al., 2008).

As duas primeiras semanas de vida de um rato constituem o chamado periodo
hiporresponsivo ao estresse (SAPOLSKY et al., 1986). Durante essa fase, a resposta do
eixo HHA a estimulos nocivos é reduzida (HALTMEYER et al., 1966; BARTOVA,

1968), ou seja, hd uma exacerbacdo do mecanismo de retroalimentacdo negativa dos



glicocorticoides na hipofise e diminuicdo da sensibilidade da adrenal ao horménio

adrenocorticotropico (ACTH) (YOSHIMURA et al., 2003).

Figura 3: Respostas afetivas em filhotes de macacos: macacos 6rfaos desenvolvem um forte e
persistente apego a uma mée substituta e inanimada. (HARLOW H.F., ZIMMERMANN R.R., 1959).

As duas primeiras semanas apds 0 nascimento representam um periodo critico
para o desenvolvimento neural em ratos. Consequentemente, a estimulagdo precoce atua
sobre o desenvolvimento do sistema nervoso e induz uma variedade de mudangas
neurogquimicas e comportamentais no adulto. A estimulagdo neonatal em ratos consiste
tipicamente na “manipulagdo” dos filhotes por alguns minutos, na maioria dos estudos
no periodo que abrange as primeiras duas semanas de vida (LEVINE, 1967). Essa
manipulacdo em geral é realizada durante poucos minutos por dia no periodo neonatal.
Por outro lado, a separacdo (ou privacdo) materna consiste da separacdo dos filhotes,
que neste caso permanecem longe da mae durante periodos mais prolongados (mais de
30 min; LIU et al., 1997). Em animais, experiéncias sensoriais neonatais levam a efeitos
de longo prazo no comportamento emocional e na reatividade ao estresse, ja que
influenciam o desenvolvimento do eixo HHA e suas respostas (LEVINE, 1967).

Estimulos estressores, como a separacdo materna, sdo considerados influéncias
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ambientais que podem modificar o desenvolvimento neural (GONZALES et al., 1990).
Dentre as intervengdes neonatais mais estudadas, a manipulacdo dos filhotes — uma
breve separacdo da mae por até 30 minutos — leva a uma diminuicdo de respostas
emocionais na vida adulta, interpretada como um comportamento reduzido de ansiedade
e de aumento da atividade exploratéria em ambientes desconhecidos (MEERLO et al.,
1999; KALINICHEYV et al., 2002), enquanto que a separacdo ou privacdo materna —
durante 3 horas ou mais —, as vezes, tem o efeito contrario, com aumento da ansiedade e
da reatividade neuroenddcrina frente a um estressor na idade adulta (KALINICHEV et
al., 2002; OGAWA et al., 1994).

A manipulacdo tem como consequéncia na vida adulta uma serie de alteracdes
comportamentais e enddcrinas, incluindo uma diminui¢do do medo a novos ambientes.
Além disso, esses animais, na idade adulta, apresentam uma resposta menos acentuada
da secrecdo de glicocorticoides pela adrenal quando expostos a estimulos estressores.
Portanto, os ratos estimulados na infancia apresentam uma secrecdo de corticosterona
menor frente a novos estimulos estressantes (LEVINE, 1993; MEANEY et al., 1993).
Contudo, os niveis basais de corticosterona de animais manipulados e ndo manipulados
néo diferem entre si quando adultos, mas as diferencas entre eles parecem ser devidas a
uma sensibilidade diferencial do sistema nervoso central ao mecanismo de
retroalimentacdo negativa da adrenal (LEVINE, 1994). Foi encontrada também uma
maior concentracdo de receptores glicocorticoides no hipocampo (MEANEY et al.,
1989) e um aumento da inibicdo mediada pelo hipocampo e diminui¢cdo da excitacdo
mediada pela amigdala na resposta neuroendocrina do eixo HHA nos animais que
sofreram estresse neonatal (de KLOET et al., 1998).

Em condigdes naturais, o desenvolvimento neural em um rato tipicamente ocorre

em ambiente escuro e tranquilo, em que a maior fonte de estimulacdo provém da mae e

11



dos seus companheiros de ninho (CALDJI et al., 1998). Entretanto, diversos estudos
mostram que a manipulagdo pds-natal ou outra estimulacdo do animal nesse periodo
alteram o comportamento da méae com seus filhotes, levando a idéia de que os efeitos
dessas intervengdes podem ser mediados pelas mudangas na interacdo mae-filhote
(LEVINE, 1994), afetando o desenvolvimento neural dos ultimos. Quando submetidos a
separacdo materna, os filhotes ficam privados de diversos tipos de estimulos, como tatil,
olfatdrio, térmico, nutricional e auditivo, importantes para regular sua fisiologia e seu
comportamento, levando aos efeitos comportamentais vistos na idade adulta
(MARMENDAL, 2005; KUHN & SCHAMBERG, 1998; HOFER, 1994).

A manipulacdo neonatal aumenta a expressdo de receptores para CRH e ay
adrenorreceptores na amigdala e no locus ceruleus, regides importantes para a resposta
ao medo (CALDJI et al., 1998), assim como para glicocorticoides no hipocampo e no
cortex frontal, envolvidos na regulacdo da atividade do eixo HHA (FRANCIS et al.,
1996). Contudo, a separagcdo materna acarreta a reducdo da concentracdo de receptores
para glicocorticoides no hipotalamo, cortex frontal e hipocampo (LIU et al., 1997).

Os estudos acima nos indicam que a diferenciacdo dos sistemas de receptores
para glicocorticoides em determinadas regides do sistema nervoso é sensivel a uma
variedade de sinais ambientais durante o periodo po6s-natal, ou seja, 0 ambiente na fase
neonatal pode determinar a responsividade do eixo HHA ao estresse por toda a vida do

animal.

1.4 A Relagédo Mée-Filhote

Vérios estudos demonstraram que a manipulacdo ou qualquer outro tipo de

estimulacdo do animal no periodo neonatal provoca um disturbio da relacdo mae-filho.
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As maes de filhotes manipulados lambem mais a sua prole do que maes de filhotes nédo
manipulados. Este comportamento da mde em relacdo ao filhote afeta o
desenvolvimento do sistema nervoso deste (LEVINE, 1994). Acredita-se que a
perturbacdo dessa relacdo é que induziria o padrdo comportamental e enddcrino
observado na vida adulta do rato manipulado no periodo neonatal.

O distarbio dessa interagcdo méae-filho promove uma série de respostas
comportamentais e fisioldgicas que incluem mudangas na temperatura corporal, na
locomocgdo, na frequéncia cardiaca e na reacdo emocional (HINDE & SPENCER-
BOOTH, 1971). Foi demonstrado que, além de mudancas fisioldgicas, ha alteracGes
bioguimicas em animais que sofreram privagdo materna, tais como reduc¢do da atividade
da ornitina-descarboxilase e dos niveis do fator neurotrofico derivado do encéfalo

(BDNF) em certas regides cerebrais (SCHANBERG & KUHN, 1985).

Figura 4: Rata lactante com seus filhotes neonatos.

1.5 Inflamacéo e Estresse Neonatal

Um grande nimero de estudos tem implicado o cuidado maternal e o periodo
neonatal como sendo responsavel por alteragdes nos sistemas de ativacdo de respostas
antiinflamatdrias. Esses estudos relacionam efeitos do estresse neonatal com alteragdes

nos sistemas imunolégico e endocrino e o aparecimento de doengas. Modelos de

13



estresse neonatal como a separacdo materna tém sido implicados com as principais
alteracOes quanto a ativacdo de citocinas inflamatorias (BILBO et al., 2006).

Eventos sobre a atividade do sistema imunitario que ocorrem no periodo de
desenvolvimento neonatal produzem frequentemente efeitos no encéfalo e no
comportamento. Essas alteracGes podem persistir durante toda a vida de um organismo.
Por exemplo, estudos mostraram que uma infec¢do bacteriana em ratos no periodo
neonatal esti associada com um prejuizo dramético da memoria quando avaliada na
idade adulta (BARNETT & BURN, 1967). Entretanto, esse prejuizo é observado
somente se um desafio imune periférico (lipopolisacarideos [LPS]) é administrado 24
horas antes ou imediatamente depois da tarefa de aprendizado. Importante, 0 mesmo
desafio dos LPS ndo tem nenhuma influéncia na memoria nos controles (BILBO et al.,
2006). Assim, a infeccdo neonatal parece agir como um fator de vulnerabilidade,
alterando a resposta do rato adulto ao LPS, que influencia entdo a memoria (BARNETT
& BURN, 1967).

Os LPS séo potentes indutores de citocinas pré-inflamatdrias no encéfalo (por
exemplo, a interleucina [IL-1]), e a expressdo prolongada ou exagerada de citocinas pro-
inflamatérias em resposta aos LPS pode danificar processos sindpticos e
consequentemente memorias dependentes do hipocampo (BILBO et al., 2006). Além
disso, ratos que no periodo neonatal foram infectados com LPS apresentaram respostas
exageradas de IL-1 no encéfalo, comparados com o0s ratos controles. Impedindo-se a
expressdo de IL-1 no encéfalo antes do aprendizado, impede-se o0 prejuizo da memoria
induzido pelos LPS em ratos infectados no periodo neonatal (BILBO et al., 2006).

Os estudos mostraram a ativacdo central do eixo HHA como um mecanismo
regulatério importante para a resposta inflamatéria a um desafio infeccioso. Numa

infeccdo ou ferimento, citocinas inflamatorias (interleucina-1, IL-1, interleucina-6, IL-6)
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e o fator de necrose tumoral (TNF) sdo secretados das células do sistema imunitario
ativadas. Estes citocinas tém diversas atividades, incluindo ativacdo enddgena de
pirégenos, ativacdo dos macrofagos, e co-estimulacdo de linfécitos T (BILBO et al.,
2006).

Citocinas pré-inflamatérias sdo também reguladas pela ativagdo central do eixo
HHA com o aumento dos niveis de glicocorticoides. Esses hormonios, por sua vez,
agem regulando a atividade dessas citocinas inflamatérias por um sistema de
retroalimentacdo negativa, suprimindo a liberagdo delas. Assim, os horménios
glicocorticoides servem como um mecanismo regulatorio sobre a ativacdo da resposta a

infeccdo (AVITSUR et al., 2006).

1.6 Ocitocina

Uma forte ligacéo da prole jovem com o provedor € critica para a sobrevivéncia
em espécies cujos filhotes nascem muito imaturos e dependentes, incluindo os humanos
(MORICEAU & SULLIVAN, 2005). A mée apresenta um conjunto de mudancas
fisiologicas, muitas dessas estimuladas pelos préprios filhotes — tais como o estimulo de
succdo, por exemplo — de modo a cuidar de sua prole e garantir sua sobrevivéncia
(GIOVENARDI et al., 2000; MIRANDA-PAIVA et al., 2003; WALKER et al., 2004).
O cuidado materno-filial pode ser estudado ao examinar os componentes do cuidado
materno, os quais incluem a construcéo de ninho, lamber e afagar os filhotes e cobri-los
com o corpo. A relagdo mae-filhote é tipicamente tida como simbiotica. Em roedores, o
comportamento de amamentacao que ocorre entre a mae e seus filhotes recém-nascidos
envolve a participacdo de ambos os membros. Quando separados de suas maes, 0s

filhotes sinalizam para a mée recolhé-los através de dicas olfativas, visuais e auditivas.
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Apbs a mae recolher seus filhotes para o ninho, ela entdo os cobre com o corpo e 0s
lambe (WILKIS et al., 1997). O comportamento de lambida tipicamente envolve lamber
a regido anogenital do filhote, o qual é benéfico para ambos a mae e o filhote (MOORE
& MORELLI, 1979; MOORE & CHADWICK-DIAS, 1986). Os filhotes sdo
participantes ativos na interagdo da lambida, mas os machos sdo lambidos mais do que
as fémeas, talvez porque eles respondem mais rapidamente a estimulagdo materna do
que as fémeas, ou porque eles ttm um odor diferente das fémeas (MOORE &
MORELLI, 1979; MOORE & CHADWICK-DIAS, 1986).

As interacdes filhote-mée requerem circuitos de aproximagdo social e de
motivacgdo intactos. Os sistemas ocitocinérgico e opiodide estdo envolvidos na motivagao
do filhote de camundongo em procurar contato social com sua mae, talvez também
agindo através de circuitos de recompensa no encéfalo (YOUNG et al., 1997; MOLES
et al., 2004). Quanto a estudos com ratos, foi sugerido que principalmente até o 10° dia
pos-parto, os filhotes apresentam uma circuitaria neural peculiar adaptada a desenvolver
um forte apego pela mée, ndo importando a qualidade de cuidado materno recebido
(MORICEAU & SULLIVAN, 2005). Filhotes de ratos que foram lambidos e afagados
frequentemente por suas maes apresentam liberacdo de ocitocina (OT) (MOGI et al.,
2011; KOJIMA et al., 2012). Ha evidéncia de que a OT enddgena durante o periodo
neonatal tenha efeitos organizadores na expressao do comportamento adulto
(PEDERSEN & BOCCIA, 2002).

A OT é produzida principalmente pelo trato hipotdlamo-neuro-hipdfise.
Neurdnios magnocelulares dos nucleos supradptico (SON) e paraventricular (PVN)
enviam seus axonios carregando o peptideo através da camada interna da eminéncia
média para o lobo posterior ou neural da glandula hipéfise para libera-la na circulagéo.

Além disso, a OT liberada da neuro-hipofise pode alcangar a adeno-hipofise via os

16



plexos capilares compartilhados (JEZOVA et al., 1995; CONSIGLIO, 2006). Além de
sua presenca no hipotdlamo, a OT é encontrada em varias outras regides encefalicas
(por exemplo, no sistema limbico e no tronco encefélico), sugerindo que OT possui um
papel na neurotransmissdo (PEDERSEN & BOCCIA, 2002). Nos animais, 0 sistema
ocitocinérgico central € considerado por apresentar um papel em varios tipos de
comportamentos (social, sexual, materno e afiliativo) (YOUNG et al., 1997; INSEL &
YOUNG, 2000).

A OT facilita a iniciacdo do cuidado materno em ratos e ovelhas (INSEL &
YOUNG, 2000). A OT originada do SON ou do PVN pode agir nos receptores de OT
por todo o encéfalo para promover responsividade materna. A estimulacdo feita pelos
filhotes ndo s6 influencia o comportamento materno, mas também a responsividade da
mde ao estresse (WALKER et al., 2004). Além disso, a qualidade do cuidado materno
que uma mde demonstra é transmitida para sua prole neonata, assim como sua
neuroendocrinologia subjacente - a qual envolve, por exemplo, os sistemas envolvendo
0 estrogénio e a OT (PEDERSEN & BOCCIA, 2002; CHAMPAGNE & MEANEY,
2001, 2007; CHAMPAGNE, 2008). Logo, se ratas lactantes apresentam maiores niveis
de cuidado materno, suas filhas também assim serdo quando tiverem seus proprios
filhotes. Diferentes niveis de cuidado materno modulam diferencialmente a expressao
de receptores de estrogénio o na area pré-Optica medial (MPOA) da prole por um
mecanismo epigenético via metilacdo do promotor desses receptores. Dessa forma, 0s
receptores de estrogénio a acabam controlando a expressdo dos receptores de OT na
MPOA, 0 que, por sua vez, regula varios aspectos do cuidado materno (CHAMPAGNE
& MEANEY 2007; CHAMPAGNE, 2008).

Vérios estudos demonstraram que a ocitocina OT esta implicada na mediagéo

neuro-hormonal de certos comportamentos (VAN LEENGOED et al., 1987;
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CONSIGLIO & LUCION, 1996; PEDERSEN, 1997; NELSON & PANKSEPP, 1998).
Enquanto os neurdnios magnocelulares no PVN estdo relacionados com o reflexo de
liberacdo de leite durante a lactacdo, os neurdnios parvocelulares podem exercer efeitos
modulatérios nos comportamentos maternais, incluindo a agressividade
(GIOVENARDI et al., 1998). Ela também modula relagdes (apego), comportamento
sexual, reconhecimento social, memoria, ansiedade, estresse e a imunidade. Em
mamiferos machos, a OT é produzida em quantidades similares as produzidas nas
fémeas e possui funcbes sobre o sistema reprodutivo masculino (IVELL et al., 1997,
KENDRICK, 2000; GIMPL & FAHRENHOLZ, 2001).

A OT pode ser liberada por estimulos sensoriais percebidos como positivos,
incluindo toque, odores ou outros estimulos. A consequéncia de interagcdes sociais
positivas, tais como atividade simpatoadrenal reduzida e atividade vagal parassimpatica
aumentada podem ser mediadas pela OT. E observado, por exemplo, em resposta a
amamentacdo, que a fémea se torna mais calma e mais propensa a interagfes sociais. O
efeito antiestresse da OT demonstra-se mais pronunciado ap0s Vvérias exposicoes.
Portanto, individuos vivendo relagBes sociais estaveis ou inseridos dentro de grupos de
suporte social seriam mais propensos a serem expostos a liberagfes repetidas de OT
(UVNAS-MOBERG, 1996).

A OT é um ansiolitico e atenua a resposta do estresse a uma provocagao
psicogénica em camundongos fémeas (AMICO et al., 2004). Consistente com um efeito
antiestresse, macacos fémeas exibiram diminuicdo na concentracdo de ACTH apo6s
administracdo intranasal de OT (PARKER et al., 2005).

A OT afeta a excitabilidade da membrana em neurdnios localizados no sistema
limbico, hipotdlamo, medula espinhal e no tronco cerebral, abrindo canais cationicos

ndo especificos ou fechando canais de K*. As a¢bes hipocampais da OT parecem ser
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espécie-dependentes: ndo foram encontrados receptores de OT no hipocampo de
porquinhos-da-india, enquanto que o foram em uma subpopulagdo de neurdnios em
CALl de ratos (RAGGENBASS, 2001).

Enquanto evidéncias fisioldgicas apdiam a correlagdo entre OT enddgena e o
bem-estar, OT exdgena esté relacionada a diminuicdo de sintomas do tipo depressivos
medidos pelo teste do nado forgado e diminuigcdo da ansiedade observada no labirinto
em cruz elevado (CONSIGLIO, 2006). Um numero aumentado de neurdnios que
expressam OT foi detectado no PVN do hipotdlamo de pacientes com depressdo ou que
sofrem de transtorno afetivo bipolar (PURBA et al., 1996; RAADSHEER et al., 1995).

Recentemente, foi demonstrado que 0s neuropeptideos, incluindo a OT, possuem
propriedades antioxidantes. Observou-se que a oxidacdo desse peptideo poderia ajudar a
preservar o hipotalamo, apesar de ser ao custo da integridade deste produto e das a¢Ges
comportamentais positivas, j& mencionadas, que ele exerce. Outros neuropeptideos que
também podem ser relacionados com a depressdao sdo o hormdnio liberador do
horménio luteinizante (LHRH, relacionado com a reproducdo), a melatonina
(relacionada com o tempo de sono) a AVP (relacionada com o ritmo circadiano). Todas
essas funcdes fisiologicas estdo prejudicadas durante a depressio (MOOSMANN &
BEHL, 2002).

A OT também pode ser considerada um horménio tipico do estresse, pois pode
estar envolvida no controle neuroenddcrino das respostas ao estresse e € possivel que a
OT atue como uma segunda linha de protecdo contra as EROs, quando outros
antioxidantes (GPx, CAT e SOD) néo séo suficientes como protecdo para uma situagdo
com alto estresse oxidativo como observado na depressio (MOOSMANN & BEHL,

2002).
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1.7 Justificativa

Estudos de seguimento a longo prazo com criangas que sofreram estresse
neonatal demonstram que intervengdes adversas em periodos precoces do
desenvolvimento podem levar a alteragOes persistentes em sistemas diversos como o
nervoso (McQuillen et al., 2004), cardiovascular (Singhal et al., 2004), respiratorio
(Dezateux et al., 2004) e endocrino — metabodlico (Soto et al., 2003). A importancia
desses efeitos na anélise da saude publica é de fundamental relevancia epidemiolégica.
Entretanto, pelo tempo e pelas dificuldades inatas a realizacdo desse tipo de seguimento
em humanos, poucos centros tém conseguido produzir resultados aplicaveis e de
qualidade.

Neste contexto, 0os modelos experimentais em animais surgem como uma
alternativa para conhecer o funcionamento dos sistemas, sua morfologia e alteracoes
frente a uso de farmacos. Situag¢fes traumaticas na infancia, tais como negligéncia,
violéncia e abusos geram muito sofrimento para o individuo que vivenciou e trazem
problemas de ordem fisica e emocional, problemas esses que merecem atencdo e
tratamento. As bases bioldgicas envolvidas nesses contextos ndo sdo bem conhecidas, e
por isso é importante o desenvolvimento de estudos nesta area, para que futuramente
possamos propiciar tratamentos mais adequados e que se reflitam numa melhor
qualidade de vida para essas pessoas.

A partir dessas informacdes, hipotetizamos que a separagdo materna poderia
levar a prejuizos cognitivos os quais poderiam depender do tipo de memoria a ser
avaliada. Também questionamos se animais separados no periodo neonatal, por

apresentarem aumento do comportamento do tipo ansioso, poderiam também apresentar
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alteracbes no comportamento social e que essas alteracGes estariam relacionadas a uma
maior susceptibilidade do sistema nervoso central a insultos.

Pensando nisso, o estudo em modelos animais de experimentacdo pode ser
extremamente Util para a compreensdo das alteracGes observadas nesses pacientes
elucidando a importancia de um ambiente adequado durante periodos vulneraveis para a
promocdo do desenvolvimento saudavel. Outro aspecto muito relevante que este
trabalho proporciona é a possibilidade de pensarmos em abordagens de tratamento
psicossocial e sistemas de protecdo para as criancas, para que elas tenham a

oportunidade de se desenvolver num ambiente saudavel.
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2. Objetivos



Tendo em vista 0 exposto acima, 0s objetivos do presente trabalho séo:

2.1 Objetivo Geral:

Verificar se a separagdo materna no periodo neonatal leva a alteragoes
comportamentais e neuroquimicas na idade adulta relacionadas a comportamentos que
avaliam memoria, comportamento social e que estruturas podem estar envolvidas
modulando possiveis alteracGes. Observar se ha diferencas sexo-especificas, visto que a
qualidade do cuidado materno é diferenciada entre machos e fémeas e que isto se reflete

em alteragdes observadas na idade adulta..

2.2 Objetivos Especificos:

2.2.1 Analisar o efeito da separagdo materna no periodo neonatal sobre uma memoria de

medo condicionado ao contexto na idade adulta.
2.2.2 Analisar o efeito da separacdo materna no periodo neonatal sobre a atividade da
enzima Na',K'-ATPase e sobre pardmetros bioquimicos relacionados ao estresse

oxidativo na amigdala de ratos machos e fémeas.

2.2.3 Analisar o efeito da separacdo materna no periodo neonatal sobre a capacidade de

interacdo social na idade adulta.
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2.2.4 Analisar o efeito da separagdo materna no periodo neonatal sobre os niveis do

horménio ocitocina no liquor de ratos machos e fémeas na idade adulta.

2.2.5 Analisar o efeito da separacdo materna no periodo neonatal sobre a Memdria

Espacial e de Reconhecimento de Objetos, na idade adulta.

2.2.6 Analisar o efeito da separacdo materna no periodo neonatal sobre o

Comportamento Alimentar, na idade adulta.

2.2.7 Analisar a susceptibilidade de animais submetidos a separacdo materna no periodo
neonatal sobre os danos causados por isquemia in vitro em fatias de hipocampo de ratos

machos.

2.2.8 Analisar o efeito da separacdo materna no periodo neonatal sobre indice de
quebras do ADN central, (no hipocampo) e periférico (sangue), bem como os niveis de
citocinas inflamatérias (interleucinas, TNF-a) e de BDNF no hipocampo de ratos

machos e fémeas.
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3. Materiais, Métodos e Resultados
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Os materiais, métodos e os resultados desta tese estdo apresentados a seguir, da seguinte

forma:

Capitulo 1: Artigo Publicado: Luisa Amalia Diehl, Natividade de S& Couto Pereira,
Daniela P. Laureano, André N. D. Benitz Cristie Noschang, Andrea G.K. Ferreira,
Emilene B. Scherer, Fernanda R. Machado, Thiago Pereira Henriques, Angela T.S.
Wyse, Victor Molina, Carla Dalmaz. Contextual Fear Conditioning in Maternal

Separated Rats: The Amygdala as a site for alterations.

Capitulo 2: Artigo a ser submetido: Luisa A. Diehl, Thiago Pereira Henriques, Cétia

Corréa Nunes, Aldo Bolten Lucion, Carla Dalmaz. Maternal Separation alters social

interaction and oxytocin levels in cerebrospinal fluid in rats.

Capitulo 3: Outros Resultados
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Abstract The first 2 weeks of life are a critical period for
neural development in rats. Repeated long-term separation
from the dam is considered to be one of the most potent
stressors Lo which rat pups can be exposed, and perma-
nently modifies neurobiological and behavioral parameters.
Prolonged periods of maternal separation (MS) usually
increase stress reactivily during adulthood, and enhance
anxiety-like behavior. The aim of this study was to verify
the effects of maternal separation during the neonatal
period on memory as well as on biochemical parameters
(Na®, K"-ATPase and antioxidant enzymes activities) in
the amygdala of adult rats. Females and male Wistar rats
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were subjected to repeated maternal separation (incubator
at 32 °C, 3 h/day) during postnatal days 1-10. At 60 days
of age, the subjects were exposed to a Contextual fear
conditioning task. One week after the behavioral task,
animals were sacrificed and the amygdala was dissected for
evaluation of Na*, K™-ATPase and antioxidant enzymes
activities. Student-t test showed significant MS effect,
causing an increase of freezing time in the three exposures
to the aversive context in both sexes. Considering bio-
chemical parameters Student-t test showed significant MS
effect causing an increase of Na®, K*-ATPase activity in
both sexes. On the other hand, no differences were found
among the groups on the antioxidant enzymes aclivities
[superoxide dismutase (SOD), glutathione peroxidase
(GPx), catalase (CAT)] in male rats, but in females, we
found a significant MS effect, causing an increase of CAT
activity and no differences were found among the groups
on SOD and GPx activities. Our results suggest a role of
early rearing environment in programming fear leaming
and memory in adulthood. An early stress experience such
as maternal separation may increase activity in the amyg-
dala (as pointed by the increased activity of Na®, K*-
ATPase), affecting behaviors related to fear in adulthood,
and this effect could be task-specific.

Keywords Contextual fear conditioning - Anxiety -
Amygdala - Na* - K"-ATPase - Oxidative stress
Introduction

There is a growing body of data demonstrating that expo-
sure (o traumatic events during childhood can increase later

risk for a variety of neuropsychiatric conditions [1-5].
Maternal separation (MS) is a valid model used in research
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to mimic early life trauma during childhood in humans [6—
9]. Applied to rats, it involves pups separation from their
mother for a period of time each day during the first
2 weeks of life, a period when pups are susceptible to
environmental events, such as stress and maternal care.
Mother—pup interactions, such as licking, grooming and
arched-back nursing, suppress basal and stress-induced
levels of circulating glucocorticoids (GCs) [10-12]. In this
sense, maternal separation has been found to permanently
modify characteristics of the stress response system in rat
pups, leading to elevated and prolonged stress-induced
secretion of corticosterone (the rat equivalent of human
cortisol) and adrenocorticotropic hormone [9, 13]. Exten-
ded disruptions in this neuroendocrine homeostasis regu-
lated by the dam during the critical period result in
persistent behavioral and neurobiological changes [14].
Separated rats have decreased struggle time in the forced
swim task, a task used as a measure of depressive-like
behaviors [15]. Regarding anxiety-like behavior, separated
animals showed increased startle responses, decreased time
in the open arms of an elevated plus maze, as well as
increased freezing behavior, hyperactivity and thigmotaxis
in an open field [16, 17].

Fear conditioning has proven to be an important model
for studying the neural mechanisms and circuitry of emo-
tional learning and memory until nowadays [18-21].
Contextual fear conditioning does not use an explicit or
discrete stimulus, but rather uses the entire experimental
environment (the context) as the conditioned stimulus (CS)
for an aversive association with footshock, the uncondi-
tioned stimulus (US) [22]. In addition to reliance on the
amygdala, contextual fear conditioning also requires the
hippocampal formation, which has been suggested to be
critical for the formation of an integrated representation of
the context from multiple discrete stimuli [22, 23]. Thus,
contextual fear conditioning appears to require at least two
separate processes: the formation of a neural (cognitive)
representation of the context and the formation of an
aversive association between the context and shock [24].

However, a later prolonged exposition to the CS without
the US leads to memory extinction. Extinction is a new
learning (CS—NO US) that suppress the original one
without affecting it permanently. Such processes require
the activity of hippocampus, pre-frontal cortex and amyg-
dala [25].

It has been reported that Na*, K*-ATPase might play a
relevant role in the mechanisms for learning [26] as well as
for memory consolidation of step-down inhibitory avoid-
ance [27]. Na™, K*-ATPase is responsible for the gener-
ation and maintenance of the membrane potential
necessary for neuronal excitability, and thus, disturbances
in its activity could have critical consequences for central
nervous system functioning [28]. Na', K'-ATPase has

@ Springer

29

been related to various aspects of neuronal functions such
as innervation density [29], activity-dependant energy
metabolism [30] and neurotransmitter release [31]. Con-
cerning neonatal interventions, it was showed that neonatal
handling induces a series of persistent alterations in
adulthood, including shorter immobility time in the forced
swimming test and a specific pattern of Na*, K™-ATPase
activity in different brain regions (lower in the hippocam-
pus and higher in the amygdala) [32]. Nevertheless, there is
scarce literature regarding the effect of maternal separation
on Nat, KT-ATPase activity.

Evidences indicate that oxidative stress and reactive
oxygen species might be involved in the inhibition of Na*,
K*-ATPase and memory modulation mechanisms [33, 34].
Oxidative stress happens when there is an imbalance
between antioxidant defenses and oxidative species, in
which case the antioxidant defenses, such as the enzymes
superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT) and gluta-
thione peroxidase (GPx), are not able to neutralize the
reactive species efficiently [35], leading to lipid, protein,
DNA damage [36], and resulting in several dysfunctions in
the cell metabolism, including alterations in protein struc-
ture. One enzyme that is known to be affected is the Nat,
K*-ATPase [37, 38]. Interventions during the neonatal
period, such as maternal separation, may have long-term
effects on some neurochemical parameters such as DNA
breaks and nitric oxide production [39, 40], which may be
related to oxidative stress.

The aim of this study was to verify the effects of
maternal separation during the neonatal period on memory
as well as on biochemical parameters (Na®™, K*-ATPase
and antioxidant enzymes activities) in the amygdala of
adult rats. We think that maternal separation may lead to
memory impairments in this task involving fear condi-
tioning; since the amygdala is known to be involved in this
type of memory task [41], we chose this structure to eva-
lute Na*, K*-ATPase and antioxidant enzymes activities,
which might be related to alterations in behavior.

Materials and Methods
Subjects

Pregnant Wistar rats bred at our own animal facility were
randomly selected. They were housed alone from around
day 18 of gestation in home cages made of Plexiglas
(65 x 25 x 15 cm) with the floor covered with sawdust
and were maintained in a controlled environment: lights on
between 0700 and 1900 hours, temperature of 22 + 2 °C,
cage cleaning twice a week, food and water provided
ad libitum. All litters were culled to eight pups within 24 h
from birth and were maintained intact unless for maternal
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separation procedures, which were carried out between
1000 and 1400 hours. Weaning occurred on postnatal day
21. The animals were housed four to five per cage, and
separated by sex. Rats had free access to food (standard lab
rat chow) and walter, except during the period when the
behavioral task was applied. Maternal separation proce-
dures and behavioral tasks were performed between 1300
and 1600 hours, after animals had reached adult life. A
maximum of two male or female pups were used per litter
per behavioral experiment and a maximum of one male or
female rat was used per biochemical experiment.

All animal treatments were approved by the Ethical
Committee of our University (Federal University of Rio
Grande do Sul) and followed the recommendations of the
International Council for Laboratory Animal Science
(ICLAS).

Maternal Separation

Control group—Pups were left undisturbed with the dam
until weaning. These animals were not touched, not even
for cage cleaning. Dirty sawdust was carefully removed
from one side of the cage without disturbing the mother
and the nest, and replaced by clean sawdust at that side by
the main researcher.

Maternal separation group—Pups were removed from
their home cage and placed into a clean cage filled with
clean paper towel, inside an incubator at 32 °C next to the
dam’s cage. After 3 h, pups were returned to their dams.
This procedure was carried out during the first 10 days of
life, and after that pups were left undisturbed until wean-
ing. Behavioral tasks began at post-natal day 60.

Contextual Fear Conditioning Task

The fear conditioning task consisted of exposing the animal
to a chamber with an illuminated Plexiglas box
(200 mm x 75 mm), having as a floor a grid of parallel
0.1-cm caliber stainless steel bars spaced 1.0 cm apart. The
experimental procedures are described as it follows [42]: In
the training session (day 1), rats were placed in the
chamber for 3 min for habituation, then received three 1 s
footshocks of 0.5 mA, 1 s-spaced during 5 s. One min
afterwards they were placed back into their home cages. In
the extinction session (day 2) animals were reexposed to
the same context during 20 min to evaluate memory
expression and to induce its extinction. In the test sessions
(day 3 and 11) animals were placed again in the same
apparatus during 5 min to evaluate memory extinction.
Memory was measured through the expression of fear
behavior (freezing), which was manually scored by a single
experimenter. A subset of animals was additionally scored
by a different observer as a control of the evaluation.
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Freezing behavior is defined as the cessation of all move-
ment with the exception of respiration-related movement
and non-awake or rest body posture [43]. Freezing
behavior was used as a behavioral measure of defensive
response to the CS.

Biochemical Measures
Preparation of the Samples

One week after the behavioral task, animals were sacrificed
between 1300 and 1500 hour and the whole amygdala was
dissected and frozen at —70 °C, until evaluation of Na™,
K"-ATPase and antioxidant enzymes activities. All ani-
mals were sacrificed within this interval of time in a ran-
dom order considering groups. Amygdala was dissected
based on our previous studies [32].

Na', K" -ATPase Activity Evaluation

For determination of Na*, K'-ATPase activity, the tissue
was homogenized in 10 vol. 0.32 M sucrose solution
containing 5.0 mM HEPES and 1.0 mM EDTA, pH 7.4.
After homogenization, activity of Na®™, K*-ATPase was
determined. The reaction mixture for the Na®, K*-ATPase
assay contained 5.0 mM MgCl12, 80.0 mM NaCl, 20.0 mM
KCI, and 40.0 mM Tris—HCI buffer, pH 74, in a total
volume of 200 pL. The reaction was started by the addition
of ATP (disodium salt, vanadium free) to a final concen-
tration of 3.0 mM. The control was assayed under the same
conditions with the addition of 1.0 mM ouabain. Na™, K*-
ATPase activity was calculated by the difference between
the two assays [44]. Inorganic phosphate (Pi) released was
measured by the method of Chan et al. [45]. Enzyme
specific activity was expressed as nmol Pi released per min
per mg of protein. All assays were performed in duplicate
and the mean was used for statistical analysis. In this
experiment, protein was measured by the method of
Bradford [46], with bovine serum albumin used as
standard.

Antioxidant Enzymes Activities

Forantioxidant enzymesactivities, the amygdala was stored at
—70 °C until analysis, when the structures were homogenized
in 10 vol (w:v) ice-cold 50 mM potassium phosphate buffer
(pH 7.4), containing 1 mM EDTA for determination of SOD
and GPx activities. To determinate CAT activity, samples
were homogenized in 10 vol (w:v) ice-cold potassium phos-
phate buffer 10 mM (pH 7.0). The homogenate was centri-
fuged at960¢ for 10 minat4 °C and the supernatant was used.
The total protein concentration was determined using the

@ Springer



Neurochem Res

method described by [47], using bovine serum albumin as the
standard.

Superoxide Dismutase Activity SOD activity was deter-
mined using a RANSOD kit (Randox Labs., USA) which is
based on the procedure described by [48].

Catalase Activity Catalase is an enzyme able to degrade
hydrogen peroxide (H503), and its activity assessment is
based upon establishing the rate of H-0, degradation
spectrophotometrically at 240 nm at 25 °C [49]. CAT
activity was calculated in terms of micromoles of H,0,
consumed per minute per milligram of protein, using a
molar extinction coefficient of 43.6 M~ ' cm ™.

Glutathione Peroxidase Activity GPx aclivity was deter-
mined according to [50], with modifications [39]. The
reaction was carried out at 37 °C in 200 pL of solution
containing 20 mM potassium phosphate buffer (pH 7.7),
1.1 mM EDTA, 0.44 mM sodium azide, 0.5 mM NADPH,
2 mM glutathione and 0.4 U glutathione reductase. The
activity of GPx was measured taking tert-butylhydroper-
oxide as the substrate at 340 nm. The contribution of
spontaneous NADPH oxidation was always subtracted
from the overall reaction ratio. GPx activily was expressed
as nmol NADPH oxidized per minute per mg protein.

Statistical Analysis

Data were expressed as mean + SE of the mean, and were
analyzed by Student-t test or repeated measures ANOVA
The significance level was accepted as different when the
P value was equal or less than 0.05. Sample size varies in
each experiment and it is showed individually in the
Results section.

Results

At 60 days of life the rats were submitted to the context
fear conditioning task. During the first exposure to the
apparatus, baseline freezing was scored before delivery of
the shock. Freezing time was very low during this exposure
[mean £ SEM (in seconds) for maternal separated males:
34 + 1.9; control males: 1.3 £ 1.0; maternal separated
females: 0.4 £+ 0.3; control females: 0.1 £ 0.09], and a
two-way ANOVA showed no effects of maternal separa-
tion or sex (P =0.296 for maternal separation and
P = 0.072 for sex), and no interaction (P = 0.404). In the
test sessions, Repeated Measures ANOVA showed signif-
icant time effect, since freezing was reduced in the dil-
ferent test sessions (P < 0.0001), and significant MS effect,
causing an increase of freezing time in the three exposures

@ Springer

31

to the aversive context in both sexes. Male and female rats
were placed in the same apparatus and the freezing time was
measured during 20 min. Repeated measures ANOVA was
run to verify possible differences when comparing the time
spent in freezing during the days, and significant effects
were observed for maternal separation. (P < 0.0001,
N = 7-8 animals per group) (Fig. 1). No effect of sex or
interaction between sex and MS was observed.

Considering biochemical parameters Student-t test
showed significant MS effect causing an increase of Na™,
K"-ATPase activity in both sexes [males, t(5) = 0.340;
P < 0.05; females, t(5) = 0.516; P < 0.05] (Fig. 2—a for
males and b for females). On the other hand, no differences
were found among the groups on the antioxidant enzymes
activities (SOD, GPx, CAT) in male rats (Fig. 3a, b and ¢)
[Student-t test; SOD, t(5)= 0.1475; P> 0.05; GPx,
t(5) = 0.5971; P = 0.05: CAT, t(5) = 9.3718; P > 0.05].
In females, we found a significant MS effect, causing an
increase of CAT activity [t(5) = 0.1888; P < 0.05], and no
differences were found among the groups on SOD and GPx
activities [Student-t test; SOD, t(5) = 0.5394; P = 0.05;
GPx, t(5) = 0.00002; P > 0.05], (Fig. 4a, b and c).

Discussion

In the present study, Wistar rats were separated from the
dams 3 h/day during the first 10 days of life. In the con-
textual fear conditioning task it was found a significant
effect of maternal separation causing an increase of
freezing time in the three exposures (o the aversive context
in both sexes. Similarly, we have found increased Na™,
K*-ATPase activity in the amygdala of both male and
female animals. The amygdala is involved in the CS-US
pairing as in fear expression. Our results suggest a higher
activity of the amygdala, which is directly related to the
behavior observed on fear conditioning [41].

Maternal separation in the rat is thought to model certain
behavioral disturbances observed in anxiety disorders
associated with early adversity [3]. Many studies have
examined the long-term neuro endocrinological and
behavioral consequences of early life stress in rats. It has
been proposed that pups experiencing repeated MS display
as adults increased stress responsivity, increased anxiety,
helplessness and anhedonia, deficits of sensorimotor gating
and increased propensity for the intake of addictive drugs
[51-55]. Studies using paradigms to assess innate fear (e.g.
open field and elevated plus maze) have shown that rats
subjected to repeated MS during the early post-natal period
show enhanced anxiety-like behavior in adulthood [56-58].

Fear conditioning and its extinction have long been used
to model the symptoms and treatment of fear-related anx-
iety disorders [59, 60]. In this sense, a better understanding
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Fig. 1 Performance in context fear conditioning task of males and
females, maternal separation and control groups. Data are shown as
mean + SEM of the time (in seconds) spent in freezing. Males and
females were placed in the same apparatus and the freezing time was

Fig. 2 Antioxidant enzymes
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of the effects of MS on fear learning may generate useful
insights into the role of early adversity in mediating the
enhanced vulnerability to develop certain forms of anxiety
later in life [3]. Maternal separation increases anxiety in the
elevated plus maze in some cases [8, 17], and other studies
show that contextual fear conditioning, assessed by
increased freezing behavior, is impaired in adult rats with
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Females

measured during 20 min on days 2, 3 and 11. Repeated measures
ANOVA showed significant time effect, since freezing was reduced
in the different test sessions (P < 0.0001) and significant effect of MS
(P < 0.0001, N = 7-8 animals per group)

Na*, K'-ATPase Activity

Control

Na*, K*-ATPase Activity

Control

handling experience [61], but is enhanced in juvenile rats
handled when pups [62]. One study has found that maternal
separation induced facilitation of learning and memory on
conditioned stimulus context [63].

The differences in freezing behavior between the sepa-
rated and control rats could be argue to be due to other
factors, independent of conditioning. Experiments using
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animals submitted to the same maternal separation para-
digm as used in the present study and performed by other
colleagues (Pereira, N., personal communication) have
observed that maternal separated animals, when subjected
to a new environment for the first time, did not present
increased freezing behavior (when no shock is applied,
freezing behavior, is very low or not observed at all).
Therefore, the difference between the groups in freezing
actually requires conditioning. Enhanced hypothalamic—
pituitary—adrenal axis reactivity to stressors could also
account for the different effects of maternal separation on
acquiring fear learning and expressing fear memory.
Stress-induced corticosterone release is potentiated by
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maternal separation [57, 59] and the consolidation of fear
memory is augmented by glucocorticoids acting in the
amygdala [64]. Since maternal separated rats are more
prone o express anxiety, we suggest that these rals may
have enhanced response to a stressful stimulus such as the
footshock given in the contextual fear conditioning task, so
causing facilitation of learning. On the other hand, the
analysis of freezing behavior during the subsequent sec-
tions indicates no significant interaction between time and
maternal separation, and all groups showed reduced
freezing, indicating a possible extinction of that memory in
these animals. Therefore, we could attribute the increased
freezing in every test session in these animals, even | week
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Fig. 4 Effects of maternal SOD Activity
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after the behavioral task, to higher reactivity to aversive
stimuli. It is known that the amygdala is an important
structure involved in fear responses [64]. The effects found
in the present work could be associated with increased
amygdala activity caused by maternal separation.

It has been observed in previous works that handling and
maternal separation do lead to opposite effects [63, 65],
such as on anxiety and stress responses. Previous works
have also reported that neonatal handling may impair fear
conditioning in adult rat [66, 67], which could reflect altered
emotional reactivity to aversive stimuli, not learning

34

Control

deficits. Other study [68] reported that both the rate of
extinction and extinction recall were attenuated by handling
in cue-induced fear expression. The impairment of extinc-
tion recall was also reported in a different study [69].
Some results have been reported sex-specific effects
concerning maternal separation: MS for 24 h tends to
decrease contextual fear in male rats with no effect in
female rats [67]. One study [66] shows an enhanced sex-
specific effect of | h of neonatal isolation on context-
induced fear with no effect on cue-induced fear. Adult
male rats with neonatal isolation experience show impaired
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context-induced ultrasonic vocalizations whereas adult
female rats tend to show an enhanced response to the
context [67]. These differences in results may reflect
developmental and sex differences. The tendency for
enhanced context-induced fear in female rats may reflect
the tendency for neonatal isolation to enhance footshock
sensitivity in rats of this sex [67].

The different results found in these works reflect the
different methodologies used in laboratories. In some
studies, pups remained in a huddle during the separations
from the dam [7] and in other studies pups were separated
or isolated from each other during the separations from the
dam [66]. Number of separations, as well as duration of the
separations, also varied across studies, for example, from
one separation on either postnatal day 4, 9, or 18 [7] to
every day from postnatal day 1 through weaning [61]. In
this study, we separated pups from their mothers 3 h per
day, from post-natal day 1 to 10. Among these studies there
were also differences in response measures (freezing
behavior, corticosterone levels) assessed and strain of rats
differed across studies. We employed Wistar rats, whereas
[67] employed Sprague—Dawley rats and [62] used Long—
Evans juvenile rats and many studies show impairments in
fear conditioning with different length of separation: brief
(handling) [63], moderate (1 h neonatal isolation) [66], or
prolonged (3 h or more) [63] in adult rats.

It has been reported that Na*, K*-ATPase might play a
relevant role in the mechanisms of learning [26]. In addi-
tion, previous studies showed that animals with an
increased Nat, K*-ATPase activity [70, 71], mainly in the
amygdala [70], exhibit increased fear, agreeing with our
results. It should be pointed out, however, that we used the
whole amygdala, and therefore alterations in individual
nuclei may be different from this general alteration on Na*,
K"-ATPase activity.

Besides, evidences indicate that oxidative stress and
reactive oxygen species might be involved in Nat, K*-
ATPase activity and memory modulation mechanisms [33,
34]. On the other hand, reactive oxygen species (ROS) are
believed to be involved in tissue damage [72, 73]. ROS can
directly damage cellular proteins, DNA, lipids, and thereby
affect cellular functions [36]. The brain is especially vul-
nerable to free radical-induced damage because of its high
oxygen consumption and abundant lipid content [35, 74].
Furthermore, oxidative injury has been associated with the
etiopathology of several central nervous system disorders
[74, 75]. In order to neutralize the effects of reactive spe-
cies, the cell uses antioxidant enzymes such as SOD, CAT
and GPx [35]. SOD is the enzyme responsible for con-
verting superoxide radicals into hydrogen peroxide. The
ROS scavenging activity of SOD is effective only when it is
followed by the actions of CAT and GPX, because the
dismutase activity of SOD generales hydrogen peroxide,
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which requires to be further scavenged by CAT and GPx
[76]. The hydrogen peroxide can interact with superoxide
anion leading to the formation of the highly reactive
hydroxyl radical [77], and this can also happen when
hydrogen peroxide is in the presence of iron [76, 77].
However, in this study, maternally separated female rats
showed an increased CAT activity in amygdala, which may
be pointed as a beneficial effect for this region as this
enzyme degrades hydrogen peroxide that is highly detri-
mental [76]. The presence of gonadal hormones during
development may affect oxidative stress, since estradiol has
been reported to have neuroprotective properties [78, 79].
Estrogens are neuroprotective hormones acting via estrogen
receptor-dependent pathways, which binds to specific sites
in the nuclear DNA, in addition, one striking activity of the
estradiol molecule is its intrinsic antioxidant activity, which
makes it a potential chemical shield for neurons [79].

Therefore, although other studies have pointed to
increased oxidative stress in adult animals that were sub-
jected to some neonatal interventions [80], in the present
study this was not the case, and no oxidative stress was
observed in the amygdala. However, it is possible that
other structures may be affected. No differences between
sexes were found on behavioral parameters, but in one of
the neurochemical parameters—i.e., on CAT activity,
which was increased in MS females. Nevertheless, the
findings on oxidative stress does not appear to explain the
behavioral data. Not all individuals exposed o severe
traumatic experiences develop anxiety disorders, and risk
factors may include individual neurobiology as well as past
experiences. Our results suggest a role of early rearing
environment in programming fear learning and memory in
adulthood. An early stress experience such as maternal
separation may increase activity in the amygdala (as
pointed by the increased activity of Na®, K*-ATPase),
affecting behaviors related to fear in adulthood, and this
effect could be task-specific. This experimental paradigm
is, therefore, an important model to study the pathophysi-
ology of the anxiety disorders and to contribute to the
enlightenment of future therapeutic approaches. Therefore,
alterations in the activity of Na*, K*-ATPase and oxida-
tive stress could well be involved in the vulnerability/
resilience to anxiety disorders induced by early life expe-
rience as we propose in this study.
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Abstract

The neonatal stage from approximately 3 to 14 days of life has been described as a
stress hyporesponsive period that is critical for the maturation of the HPA axis in the
rat. Repeated long-term separation from the dam is considered to be one of the most
potent stressors to which rat pups can be exposed, and permanently modifies
neurobiological and behavioral parameters. The aim of this study was to analyze the
effects of maternal separation (MS) on social behaviors of male and female rats in
adulthood and levels of oxytocin (OT) in cerebrospinal fluid (CSF), which is a hormone
with key roles on social behaviors. Females and male Wistar rats were subjected to
repeated MS (incubator at 32°C, 3h/day) during postnatal days 1-10. At 70 days of age,
the subjects were exposed to a Social Interaction test. CSF was collected from an
additional group of animals for OT assessment. Two way ANOVA showed that MS
decreased the following social behaviors: sniffing duration; frequencies of lateral and
frontal attacks; frequency and duration of boxing. MS increased time when animals did
not display social behavior. It was also found that females showed decreased
frequencies on: lateral and frontal attacks; boxing; and mount. Two way ANOVA
indicated a tendency of MS animals towards decreased OT CSF levels. Our results
suggest a role of early rearing environment in programming aggressive and social
aggressive behaviors. We found that an early stress experience such as MS may reduce
social and aggressive behaviors and it could be related to decreased central levels of
OT. We suggest that MS is a valid animal model to study the influences of early life
stress on behavioral and neuroendocrine parameters which could be impaired in a
variety of psychiatric disorders affecting social behaviors.

Key words: Maternal Separation; neonatal stress; long-term effects; social and
aggressive behaviors; cerebral spinal fluid oxytocin.

40



1. Introduction

Early traumatic experiences produce long-term neural changes that are
implicated in the etiology of psychiatric disorders (Sanchez et al., 2001; Teicher et al.,
2002). Child abuse or neglect are severe risk factors for the development of
inappropriate and abnormal social and emotional behaviors including excessive
aggression, increased anxiety, and depression (Barnow et al., 2001; Heim and
Nemeroff, 2001), and children with histories of severe neglect have been reported to
show attachment disorders and altered social behavior (O’Connor and Rutter, 2000;
Zeanah et al., 2002). Social behavior subsequent to early stress has been studied less
frequently than psychopathology. Animal models of child neglect have been developed
to mimic the experience of isolation stress in children and can be used to study the
molecular mechanisms of its long-term consequences on social behavior. The prolonged
periods of separation from the mother are often accompanied by nutritional loss, body
temperature loss, and reduced maternal stimulation during the periods when pups are
not with their mothers (Gonzalez, Ladd, Huot, Owents, & Plotsky, 1999). Early
separation from the dam has been demonstrated to affect a myriad of physiological
systems in the neonate, including alterations in heart rate, circadian rhythms, and levels
of circulating hormones (Kuhn et al., 1990; Stanton and Levine, 1990).

Long separations can result in long-lasting changes in hypothalamic-pituitary-
adrenal (HPA) axis (Liu et al., 1997), dopamine (Hall et al., 1999), altered behavioral
responses to pharmacological and environmental challenges (Kehoe, Shoemaker,
Triano, Callahan, & Rappolt, 1998) and heightened fearfulness on tests of emotion
(Caldji, Francis, Sharma, Plotsky, & Meaney, 2000). In the rat, these separations are

typically carried out during the stress-hyporesponsive-period (SHRP), a period between
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postnatal day (PND) 4-14, that is critical for the maturation of the HPA axis in the rat,
in which the presence of the dam suppresses pups' basal and stress-induced circulating
corticosterone, the main rat glucocorticoid hormone (Walker et al., 2001). This period is
characterized by a low responsiveness of the adrenocortical system to stressors and it
appears to be caused by a reduced sensitivity of the adrenals to adrenocorticotropin
(ACTH) (Rosenfeld et al., 1992), as well as an amplified negative feedback action of
corticosterone (Walker et al., 1986). During this period, maternal behavior and
proximity are the most important regulatory factors in determining the infant’s
adrenocortical activity and may suppress HPA axis activity (Kuhn et al., 1990; Levine
et al., 1994; Stanton et al., 1990). During the SHRP, low levels of corticosterone
mediate a delicate balance between rapid cell death, birth, migration and proliferation in
the dentate gyrus region of the hippocampus (Gould, 1994). The hippocampal formation
has been the focus of much attention as a site which may be involved in the effects of
early-life trauma on pathology; it shows structural and functional changes in patients
suffering from a number of stress-related pathologies (Sheline et al., 1999; Bremner,
2006).

One focus of modern psychiatric research for future therapies has been on
neuropeptide systems, with oxytocin (OT) featuring prominently in such endeavors
(Landgraf and Neumann, 2004; de Kloet et al., 2005; Insel, 2010; Slattery and
Neumann, 2010; Meyer-Lindenberg et al., 2011). The synthesis and release of OT
within the brain are driven by anxiogenic, stressful, and notably social (both positive
and negative) stimuli (Landgraf and Neumann, 2004; Neumann, 2008). In turn, once
released, this neuropeptide is a key regulator of anxiety-related behavior, passive versus
active stress-coping in relation to depressive-like behavior, and multiple aspects of

social behavior (Landgraf and Neumann, 2004; de Kloet et al., 2005; Insel, 2010;
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Slattery and Neumann, 2010; Neumann, 2009). Oxytocin is highly evolutionarily
conserved, and molecularly similar neuropeptides are known, in part, for their
prominent role in mammalian social behavior and social cognition (Donaldson and
Young, 2008).

OT neurons are activated by stressful stimuli, food intake and social attachment.
OT is primarily synthesized in the paraventricular (PVN) or supraoptic nucleus (SON)
of the hypothalamus and released from the neurohypophysis into the general circulation,
and it plays essential roles in parturition and lactation. In addition, parvocellular OT
neurons project to various brain areas, including the nucleus of the solitary tract, dorsal
motor nucleus of the vagus, the area postrema, ventromedial hypothalamus, medial
preoptic areas, ventral tegmental area, nucleus accumbens and bed nucleus of the stria
terminalis (Onaka et al., 2012). OT has been implicated in the control of stress
responses, analgesia, energy metabolism and social behaviors, including the recognition
of conspecifics, mother—infant attachment, sexual behavior, pair-bonding and inter-male
social behavior (Onaka et al., 2012). In addition, a growing body of research has
investigated the possible involvement of OT in the pathophysiology of neuropsychiatric
disorders that affect social functioning, such as autism, schizophrenia and depression
(for a review, see Cochran et al., 2013).

The purpose of this study was to analyze the effects of maternal separation (MS)
on social behaviors of male and female rats in adulthood, as manifest by the results of
social interaction test. Considering the role of OT in social behaviors and that the effects
of MS have been detected several weeks after intervention, we assume that the MS
procedure may induce stable morphological changes in this neuropeptidergic system.

The OT levels on cerebrospinal fluid (CSF) in rats were then measured.
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2. Material and Methods

2.1. Subjects:

Pregnant Wistar rats bred at our own animal facility were randomly selected.
They were housed alone from around day 18 of gestation in home cages made of
Plexiglas (65 x 25 x 15 cm) with the floor covered with sawdust and were maintained in
a controlled environment: lights on between 07:00h and 19:00h, temperature of 22 +
2°C, cage cleaning twice a week, food and water provided ad libitum. All litters were
culled to eight pups within 24h from birth and were maintained intact unless for MS
procedures, which were carried out between 10:00h and 14:00h. Weaning occurred on
postnatal day 21. The animals were housed four to five per cage, and separated by sex.
Rats had free access to food (standard lab rat chow) and water, except during the period
when the behavioral task was applied. MS procedures and behavioral tasks were
performed between 13:00h and 16:00h, after animals had reached adult life. A
maximum of two male or female pups were used per litter per behavioral experiment
and a maximum of one male or female rat per litter was used per biochemical
experiment.

All animal treatments were approved by the Ethical Committee of our University
(Federal University of Rio Grande do Sul) and followed the recommendations of the

International Council for Laboratory Animal Science (ICLAS).

2.2. Maternal Separation:

Control group (C) — Pups were left undisturbed with the dam until weaning.

These animals were not touched, not even for cage cleaning. Dirty sawdust was
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carefully removed from one side of the cage without disturbing the mother and the nest,
and replaced by clean sawdust at that side by the main researcher.

Maternal separation group — Pups were removed from their home cage and
placed into a clean cage filled with clean paper towel, inside an incubator at 32°C next
to the dam’s cage. After 3 hours, pups were returned to their dams. This procedure was
carried out during the first ten days of life, and after that pups were left undisturbed

until weaning. Behavioral tasks began at post-natal day 60.

2.3. Social Interaction:

This test was based on previous studies (Patin et al., 2005; Todeschin et al.,
2009). The test apparatus consisted of 3 clear Plexiglas boxes (all 34 cm x 40 cm x 24
cm). Two of the boxes (A and B) were each connected to a third (neutral, N) by a
corridor and a door, but not to each other. With the connecting doors closed, two adult
rats from different litters, but with similar body weights, were placed into boxes A and
B at the same time, one in each box. Each pair consisted of two rats of the same sex and
from the same experimental group (MS or C). Therefore, 4 groups were observed: MS
males, C males, MS females and C females. Each rat remained confined to its own box,
with no access to the N box, for 24 h. Food and water were available ad libitum in
boxes A and B.

The observational part of the test was performed at the start of the dark phase of
the light—dark cycle. First, the doors to compartments A and B were opened at the same
time, allowing both rats the possibility of exploring all three compartments, A, B and N.
The test lasted 15 min, in which the frequencies and durations (in seconds) of the
following variables were recorded, irrespective of which compartment they occurred in:

social investigation (sniffing the other rat); mounts; offensive attack (lateral attack);
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defensive attack (frontal attack); boxing; as well as non-social behavior (when rats were

in the same compartment, but not interacting with each other).

2.4. Biochemical Measures:

2.4.1. Preparation of the Samples

CSF collection was carried out in an additional group of MS and C animals that
were not exposed to behavioral tasks. Rats were transported to another room and
anesthetized with 120 mg/kg ketamine HCI (Dopalen: Agribrands, Campinas, SP,
Brazil) and 16 mg/kg xylazine (Anasedan: Agribrands, Campinas, SP, Brazil). CSF
samples were obtained by magna cistern puncture and stored at —70 °C for oxytocin

measurement.

2.4.2. Oxytocin Determination
For OT determination, CSF was extracted for the hormone evaluation with an

ELISA kit (Cayman Chemical Co., Ann Arbor, MI, USA).

2.5. Statistical Analysis

Data were expressed as mean + standard error of the mean, and were analyzed
by a two way ANOVA, using maternal separation and sex as factors. The significance
level was accepted as different when the P value was equal or less than 0.05. Sample

size varies in each experiment and is showed individually in the Results section.
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3. Results

Effects of maternal separation, sex or interaction between maternal separation
and sex on the social interaction and CSF OT were expressed as mean + standard error
of the mean, and were analyzed by two way ANOVA, using maternal separation and
sex as factors.

It was found that MS decreased the following parameters: duration of sniffing
the partner (Figure 1A), [F (1, 34) = 4.479; P<0.05]; frequency of frontal attack (Figure
1C), [F (1, 34) = 6.288; P<0.05]; frequency of lateral attack (Figure 1E), [F (1, 34) =
22.86; P<0.001] ; and frequency (Figure 1F), [F (1, 34) = 4.223; P<0.05] and duration
in seconds of boxing (Figure 1G), [F (1, 34) = 4.046; P=0.05]. However, MS increased
duration in seconds of not displaying social behavior (Figure 1B), [F (1, 34) = 10.40;
P<0.05]. No effects of MS were found in mount frequency [F (1, 34) = 2.660; P>0.05],
but there was an effect of sex in this parameter [F (1, 34) = 8.843; P<0.05], (Figure 1H).
Frequency of frontal attack showed effects of sex [F (1, 34) = 8.729; P<0.05] and
statistical interaction between MS and sex were observed [F (1, 34) = 6.288; P<0.05],
(Figure 1C). A sex effect in lateral attack [F (1, 34) = 5.949; P<0.05] was found, (Figure
1E). In the frequency of boxing, a sex effect was also observed [F (1, 34) = 9.011;
P<0.05], (Figure 1F), as well as statistical interaction between MS and sex in duration
of boxing [F (1, 34) = 4.118; P=0.05], (Figure 1G).

Regarding OT levels in CSF, a tendency towards reduction of OT levels was

found in MS male and female rats [F (1, 28) = 3.67; P = 0.06], (Figure 2).
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4. Discussion

In the present study, we found that MS caused alterations on parameters related
to social interaction. MS rats showed decreased social and aggressive behaviors
compared the control animals. It was also found that MS marginally decreased OT CSF
levels, which could be related to the reduction observed in social behaviors.

There is growing evidence that childhood exposure to traumas in early life, such
as abuse and negligence, can increase the vulnerability to develop psychopathologies
related to emotional and social disturbances later in life (Agid et al., 1999; Heim and
Nemeroff, 2001). This suggests that the early life period is a sensitive age in which
stressful events can adversely affect brain development and subsequent behavioral
phenotypes. Moreover, it is known that social interactions have profound effects on
health. The absence of positive social interactions is associated with both physical and
mental illness (House et al., 1988). Studies have shown that people with a higher quality
of social relationships present a lower risk of death (Seeman, 1996), while social
isolation has been shown to be a major risk factor for mortality (House et al., 1988).
However, the biological mechanisms underlying the effects of social attachment have
not been fully understood yet. It has been reported that early adversity in humans is
associated with an increased risk of developing social impairing psychiatric disorders in
adulthood, such as schizophrenia, social anxiety disorder and social phobia (Dube et al.,
2001; van Oers et al., 1999; de Kloet et al., 2005; Read et al., 2005). Taking these
relevant information in consideration, we have investigated such topics using an animal
model.

Maternal separation (MS) is an animal model that mimics the stress of adverse

early-life experiences by separating pups from their dams daily for several hours during
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their first 2 weeks of life. This forced absence of the mother in MS rats produces long-
lasting alterations in neuroendocrine, cognitive, and behavioral functions that persist
until adulthood (Heim et al., 2001; Johnson et al., 2002; Kendler et al., 1995). Studies
using paradigms to assess innate fear (e.g. open field and elevated plus maze) have
shown that rats subjected to repeated MS during the early post-natal period show
enhanced anxiety-like behavior in adulthood (Francis et al., 2002; Huot et al., 2001;
Huot et al., 2002).

The present study found that adult animals submitted to neonatal MS showed
altered responses on a social interaction task. As observed in MS rats, the decreased
duration of sniffing the partner, as well as increased duration of not displaying social
behaviors when the pair was in the same compartment, indicate that MS impaired
positive social behaviors. This finding can be compared to a previous work with brief
separations of pups from the mother, the neonatal handling, in which it was also
observed decrease of positive social interaction in adulthood (Todeschin et al., 2009).
Moreover, we also found that MS animals showed reduction of aggressive behaviors as
observed on decreased frequencies of lateral attack, frontal attack and boxing. In
contrast, Todeschin et al (2009) have reported that neonatal handing increased
aggressive behavior. Sex differences on social interaction are according to previous
reports (Todeschin et al., 2009). The fluctuating levels of endogenous estrogen may be
a confounding factor in MS effects on emotionality and anxiety related behaviors. It is
known that estrogen modulates emotionality and anxiety levels in non-social and social
contexts in female rats and mice (van Oers et al., 1998). Previous studies reported that
exposure to a deprived early-life social environment has been associated with increases
in aggression (Veenema, 2009). The different results found in these works may reflect

the different methodologies used in laboratories. In some studies, pups remained in a
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huddle during the separations from the dam (Wigger et al., 1999) and in other studies
pups were separated or isolated from each other during the separations from the dam
(Kosten et al., 2005). Number of separations, as well as duration of the separations, also
varied across studies, for example, from one separation on either postnatal day 4, 9, or
18 (Lehmann et al., 1999) to every day from postnatal day 1 through weaning (Meerlo
etal., 1999).

Interestingly, our study found a tendency of MS towards reducing OT CSF
levels and we suggest that this result may be related to the impaired performance on
social interaction test. Early social deprivation have been found to induce changes in OT
synthesis and OTR binding. MS of male mice increased (Tsuda et al., 2011) or had no
effect (Veenema et al.,, 2007) on OT-immunoreactivity in the PVN, while neonatal
handling of male rats decreased the number of OT-immunoreactive cells in the PVN
(Todeschin et al., 2009). Furthermore, lactating adult female mice exposed to maternal
separation showed decreased OT-immunoreactivity in the PVN (Veenema et al., 2007),
while adult female prairie voles reared by single-mothers showed an increase in OT
MRNA expression in the PVN compared with those reared by both parents (Ahern and
Young, 2009). Nevertheless, it is highly interesting that deprived (MS) and enriched
(handling) early social experiences can both result in a decrease in PVN-OT in female
rats. The effects of MS on PVN-OT in female rats seem to be in line with two human
studies; women exposed to child abuse showed a decrease in OT in CSF (Heim et al.,
2009) and children exposed to parental neglect had decreased levels of OT in urine
(Fries et al., 2005). It is not known yet whether CSF and urine levels of OT reflect OT
synthesis and release levels within the brain. Even so, OT can mediate peripheral effects
(e.g. via hypothalamic—pituitary—adrenal axis and autonomic systems) that can feedback

on the brain to mediate changes in behavior. Together, this suggests that the early social
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environment has the potential to substantially shape OT system, which, in turn, will
alter the expression and regulation of social behavior throughout life. This may indicate
that some effects of MS appear only later in life and may correspond to ongoing effects
of MS during maturation of the brain. Studying effects of early social environment on
neural systems and social behavior across development (instead of in adulthood only)
will be important to track developmental alterations in brain and behavior. For example,
maternal separation-induced changes in adult intermale aggression were preceded by
changes in juvenile play-fighting (Veenema and Neumann, 2009). On the other hand,
MS impairs social recognition in adult, but not juvenile, rats (Lukas et al., 2011). These
opposing effects of MS on specific types of social behavior may underlie stable vs.
developmental alterations in OT and VP systems. Knowledge about early life social
environment-induced alterations in OT system across development may ultimately
provide information that is useful for understanding how deprived and adverse early-life
social environment can cause social dysfunction in humans.

In conclusion, MS decreased social and aggressive behaviors, as well as
marginally decreasing CSF OT levels. Hence, MS is a useful animal model to study the
effects of early-life adverse events on development of psychopathologies, such as those
involving altered mood, anxiety, stress responses and social behavior. The behavioral
and neuroendocrine similarities found between human patients and this animal model
suggest that MS may be helpful to unveil the pathophysiology of neuropsychiatric

disorders, as well as providing new insights for treatments.
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FIGURE LEGENDS

Figure 1. Effects of maternal separation on the social interaction test in male and
female adult rats: total duration of sniffing the partner (A); duration of no social
behavior (B); frequency and duration of frontal attack (C and D); frequency of lateral
attack (E); frequency and duration of boxing (F and G); and frequency of mount (H).
Data are shown as Mean £ SEM. Two way ANOVA tests were performed, using
maternal separation and sex as factors. Number of animals: C males=9; MS males=5; C

females=10; MS females=10.

(A) Two way ANOVA showed significant effect of maternal separation in time of the

total duration of sniffing the partner, (P<0.05).

(B) Two way ANOVA showed significant effect of maternal separation in time of the

total duration of no social behavior, (P<0.05).

(C) Two way ANOVA showed significant effects of maternal separation (P<0.05) and
sex (P<0.05), as well as statistical interaction between maternal separation and sex in

frequency of frontal attack, (P<0.05).

(D) An effect of sex was found in total duration of frontal attack (P<0.05).

(E) Two way ANOVA showed significant effects of maternal separation (P<0.001) and

sex (P<0.001) in the frequency of lateral attack.

(F) Two way ANOVA showed a significant effect of maternal separation and sex in the

frequency of boxing (P<0.05).
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(G) Maternal separation (P<0.05) and sex (P<0.05) effects were found, as well as a
statistical interaction between maternal separation and sex in total duration of boxing

(P<0.05).

(H) Two way ANOVA showed an effect of sex (P< 0.05) in the frequency of mount.

Figure2. Effects of maternal separation on oxytocin levels in cerebrospinal fluid of
adult male and female rats. Two way ANOVA (using maternal separation and sex as
factors) showed a tendency towards a maternal separation effect. Number of animals: C

males=7; MS males=7; C females=7; MS females=7.
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Figure 2
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CAPITULO 3

OUTROS RESULTADOS
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1. Materiais e Métodos:

1.1 Animais Experimentais:

Ratas fémeas prenhes foram selecionadas ao acaso, sendo provenientes do
biotério central da Universidade Federal do Rio Grande do Sul. Elas permaneceram em
caixas-moradia, confeccionadas em “plexiglas”, medindo 41x34x16cm, com assoalho
recoberto de serragem, até o desmame dos filhotes. Cada caixa conteve apenas uma
ninhada que foi padronizada em oito filhotes. Os animais foram submetidos a um ciclo

normal claro/escuro de 12 horas, com racéo padronizada e agua “ad libitum”.

1.2 Estresse neonatal:
As ninhadas acima foram divididas em dois grupos:

a) N&o Separadas no Periodo Neonatal: permaneceram sem qualquer tipo
de manipulagdo até o desmame, sem nem mesmo a limpeza de caixas
promovida pela equipe do ratéario.

b) Separadas no Periodo Neonatal: os filhotes sofreram separagdo de suas
mées por 3 horas por dia dos dias 1 a 10 de vida. A mée foi gentilmente
afastada da ninhada, e em seguida todos os filhotes foram retirados do
ninho a0 mesmo tempo, sendo imediatamente colocados em uma
incubadora com temperatura de 32° C +1° C. A mée permanecia na caixa
moradia e na mesma sala da incubadora. (KALINICHEV et al., 2002).

O dia do nascimento foi considerado dia zero. Aos vinte e um dias de vida, 0s
animais foram desmamados e mantidos em grupos de 4 ou 5 por caixa, sendo separados
entre machos e fémeas. Os testes comportamentais iniciaram aos 60 dias de vida,

quando ja adultos.
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1.3 Labirinto Aquético de Morris:

O Labirinto Aquético de Morris consiste em um tanque parcialmente cheio de
agua (24°C) dividido em quatro quadrantes, cujas linhas de divisdo séo atribuidas aos
diferentes pontos cardeais (N, O, S e L). Uma plataforma submersa (10 cm de diametro)
foi colocada no meio de um dos quadrantes, a qual o animal deve encontrar por meio de
dicas visuais presentes nas paredes da sala de experimento. Os animais foram
submetidos a tarefa por seis dias consecutivos, sendo que nos cinco primeiros dias a
plataforma ficou sempre no mesmo lugar e os animais foram largados dos quatro pontos
cardeais. Eles tinham um teto de 60 segundos para achar a plataforma e se isso nédo
ocontecia eles eram gentilmente conduzidos até ela e permaneciam 10 segundos sobre
ela. No sexto dia (teste) a plataforma era retirada e o animal era somente largado de um
dos pontos cardeais e 0 tempo que ele permanecia no quadrante alvo (o da plataforma) e

no quadrante oposto era medido (VASCONCELLOS et al., 2003).

1.3.1 Resultados do Labirinto Aquético de Morris (somente em ratos machos):

Ratos separados das mées no periodo neonatal apresentaram prejuizo na memoria
do tipo espacial, permanecendo menos tempo no quadrante alvo (local onde estava
localizada a plataforma nos dias de treino) e mais tempo no quadrante oposto. A

estatistica utilizada foi o Teste-t de Sudent.
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1.4 Reconhecimento de Objetos:

Esta tarefa foi realizada em um aparato retangular de vidro medindo
60x30x50cm, onde eram colocados dois objetos, um em cada lado do aparato. O rato foi
colocado no meio da caixa, de frente para o norte, ou seja, de costas para 0s objetos. Foi
anotado o tempo de exploracdo do animal em cada objeto (t1 e t2), durante 5 minutos.
Somente era considerada exploracdo do animal quando este estava voltado para o objeto
e a2 cm, pelo menos, do objeto. Apds um intervalo de 5 minutos, o animal era retirado
da caixa e os objetos eram trocados, sendo um deles distinto e o outro igual ao objeto
anteriormente investigado. O animal foi recolocado na caixa ap6s um intervalo de 5
minutos e eram anotados novamente 0s tempos de exploragio para cada objeto (t1° e t2)
durante mais 5 minutos. Os objetos e o aparato foram limpos entre um teste e outro.
Foram comparados os tempos de exploracdo do objeto familiar e do objeto novo. Foi
tomado como indice de memdria para a tarefa um aumento no tempo de exploracéo do

objeto novo em relacdo ao objeto familiar (LIMA et al., 2005).

1.4.1 Resultados do Reconhecimento de Objetos (ratos machos e fémeas):

Na tarefa de Reconhecimento de Objetos, ratos machos separados das mées no
periodo neonatal apresentaram um prejuizo na memoéria de curta duragdo
(permaneceram explorando menos tempo 0 novo objeto). N&o foi observado efeito da
separacdo materna nas fémeas entre os tempos de exploragdo dos objetos (familiar e

novo). A estatistica utilizada foi o Teste-t de Sudent.
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Nas fémeas ndo houve diferenca significativa entre os tempos de exploracdo dos objetos

(familiar e novo).
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1.5 Comportamento Alimentar:

Essa tarefa compreendeu 5 dias de habituacéo e 1 dia de teste (0 6° dia). Um dia
antes do primeiro dia de habituacdo, os animais sdo deixados em jejum e ap6s o 1° dia
de habituacdo os animais sdo deixados em restricdo alimentar, recebendo em média
80% da quantidade de alimento anteriormente consumida diariamente. O aparato
consiste numa caixa de madeira retangular de 40 X 15 X 20 cm e vidro na parte
superior.

Nos dias da habituacdo foram colocados 10 pellets de Froot Loops em pequenos
pratos numa das extremidades do aparato, e 0s animais tiveram 3 minutos para
consumir o alimento doce. Passados os 3 minutos, a quantidade de alimento consumido
foi anotada. Apds o 5° dia de habituacdo (Gltimo dia antes do teste) os animais foram
deixados com racdo padrdo a vontade. No dia do teste, os animais foram colocados no
mesmo aparato, com 10 pellets de Froot Loops e tiveram 3 minutos para consumir o

alimento que foi quantificado no final desse tempo (SILVEIRA et al., 2008).

1.5.1 Resultados do Comportamento Alimentar:

Comportamento Alimentar

N
N O W
1 1 1

NUumero de rosquinhas
consumidas
L
a1
1

Controle Separacdo Materma
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Sem diferenca entre os grupos. A estatistica utilizada foi ANOVA de duas vias e
ndo se observou efeito da separacdo materna, sexo ou interacdo entre esses fatores.
Separagdo Materna — [F(1,72) = 0,83 P > 0,05]; Sexo — [F(1,72) = 1,69 P > 0,05];

Interacdo Separacdo Materna e Sexo — [F(1,72) = 0,86 P > 0,05].

1.6 Obtenc¢do das Amostras Biologicas:

Uma semana apds o término dos testes comportamentais, os animais foram
sacrificados por decapitacdo. Para tal, cada animal foi levado individualmente para uma
sala do laboratorio onde foi sacrificado de forma répida, por um pesquisador com
experiéncia. O sangue do tronco foi coletado para andlise do indice de quebras do ADN
periférico e o cérebro foi rapidamente coletado, o hipocampo dissecado e utilizado para
medida de sua susceptibilidade a privacdo de oxigénio e glicose in vitro e do indice de
quebras do ADN. Outras amostras de hipocampo foram congeladas a —70°C e utilizadas

para avaliacdo de citocinas inflamatérias e niveis de BDNF.

1.7 Privacdo de Oxigénio e Glicose In Vitro:

Os ratos adultos, apo6s avaliagdo comportamental, foram decapitados e seu
hipocampo foi rapidamente dissecado sobre uma placa de Petry colocada sobre o gelo e
fatiado em seccdo transversa utilizando um fatiador de tecido Mcllwain. Cada fatia foi
colocada em um pogo de uma placa de cultura (as placas eram pareadas: controle e
POG) e pré-incubadas conforme descrito por Cardenas (2000) e colaboradores. A
exposicdo a privacgao de oxigénio e glicose foi baseada no método descrito por Strasser
e Fischer (1995). Em um segundo experimento, a mesma metodologia foi utilizada, mas
no periodo de reperfusdo, as fatias de hipocampo foram expostas a um meio de

incubac&o controle contendo lactato 10 mM no lugar da glicose.
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1.7.1 Resultados da Privacao de Oxigénio e Glicose In Vitro (hipocampo de ratos
machos):

B Controle Basal

Dano celular B Controle POG
120 ~ B Separagio Basal
O Separagdo POG
100 - [

(@)
1
'_

LDH (UIIL)
oY (@] (o]
o

O -
20 A
0
Basal POG Basal POG
Controle Separacédo

Dano Celular (LDH):

Nos ratos estressados no periodo neonatal que sofreram privacdo de oxigénio e
glicose em fatias do hipocampo. N&o houve diferenca entre 0s grupos separacdo
materna e controles em relacdo ao dano celular medido através da lactato desidrogenase

(LDH).
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Viabilidade Mitocondrial:

Incorporacdo de MTT em ratos estressados no periodo neonatal que sofreram
privacdo de oxigénio e glicose em fatias do hipocampo. N&o houve diferenga entre os
grupos separacdo materna e controles quanto a viabilidade mitocondrial pela

incorporagédo de MTT.

1.8 Ensaio Cometa:

O ensaio Cometa é uma técnica simples e rapida para verificarmos de modo
quantitativo quebras simples e duplas ao ADN. Tanto 0 sangue quanto o hipocampo
foram adicionados em tampao fosfato-salino (PBS) gelado, dissociando-os lentamente.
Uma aliquota foi retirada e misturada com agarose de baixo ponto de fusdo e colocada
numa lamina em uma solugdo de lise em pH alcalino overnight. Apds as laminas foram
coradas com Syber Safe. A leitura foi realizada em microscopio de fluorescéncia no

comprimento de luz verde. A leitura do indice de quebras do ADN central (no
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hipocampo) e periférico apareceram na forma de uma cauda que pode ter intensidades

diferentes variando de 1 a 4 (QUINCOZES-SANTOS et al., 2007).

Undamaged

Dano 4

Damaged

o J . § 2 B o § ¢

Figura 5: A leitura do indice de quebras do ADN aparecem na forma de uma cauda que pode ter

intensidades diferentes variando de 1 a 4.

1.8.1 Ensaio Cometa (sangue e hipocampo de ratos machos): A anélise estatistica

utilizada foi o Teste —t de Student.
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Na anélise do indice de quebras ao ADN no sangue, ndo houve diferenca entre 0s

grupos [Teste —t de Student, t(14) = 0,89; P > 0,05].
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Efeito da separacdo aumentando o indice de quebras ao ADN no hipocampo [Teste —t

de Student, t(14) = 0,10; P < 0,001].

1.9 Dosagem das citocinas inflamatoria IL-1, IL-6, TNF-a e BDNF:

Foram medidas usando Kits comerciais por ELISA. Para essas dosagens, oS
animais foram 8h antes do sacrificio submetidos a um estresse agudo por choque nas

patas (3 choques de 0,5mA).

1.9.1 Dosagem das citocinas inflamatoria (hipocampo de ratos machos e fémeas):

1.9.1.1 Interleucina IL-1: Apesar de ndo haver efeito da Separacdo Materna, houve
efeito do Sexo e interacdo Estresse X Sexo, diminuindo os niveis de interleucina (IL-1)
nos machos. Sexo - [F (1,20) = 7,673; P < 0,05]; Estresse X Sexo - Estresse - [F (1,20)

= 4,872; P < 0,05].
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Sem efeito da separacdo materna. A estatistica utilizada foi ANOVA de duas vias.
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Sem efeito da separacdo materna. A estatistica utilizada foi ANOVA de duas vias.
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1.9.1.2 Interleucina IL-6

pg/mg de proteina

70 A

60 A

50 A

40 -

30 A

20 -

10 A

IL-6 Machos 60 dias

B Nao separado

O Separacéo Materna

Controle

Estresse

Sem diferenca significativa entre os grupos. A estatistica utilizada foi ANOVA de duas

vias.
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Sem diferenca significativa entre os grupos. A estatistica utilizada foi ANOVA de duas

vias.
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1.9.1.3 TNF-a
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Separacdo Materna- [F (1,20) = 4,00; P = 0,06]; Estresse - [F (1,20) = 6,55; P < 0,05].
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Efeito da separacdo materna. Separacdo Materna - [F (1,20) = 9,02; P < 0,05].
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1.9.1.4 BDNF

BDNF Machos 60 dias
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Sem diferenca significativa entre os grupos. A estatistica utilizada foi ANOVA de duas
vias.
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Sem diferenca significativa entre os grupos. A estatistica utilizada foi ANOVA de duas
vias.
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4. Discussdo Geral



InteracBes genéticas e ambientais regulam os mecanismos neurais envolvidos no
desenvolvimento de determinados comportamentos. Experiéncias sensoriais no inicio da
vida pos-natal podem afetar o desenvolvimento neural e 0 comportamento de um animal
adulto. Estimulos estressantes sdo algumas das influéncias ambientais que podem
modificar o desenvolvimento neural (GONZALEZ et al., 1990).

Recém-nascidos prematuros ou com baixo peso sdo mais vulneraveis a situagdes
de estresse e mesmo com a implementacdo de melhorias no atendimento em unidades
de tratamento intensivo para neonatos, este grupo continua apresentando um alto indice
de mortalidade (14,2 bebés com menos de 28 dias vao a 6bito a cada 1000 nascimentos
no Brasil - RIPSA, 2007).

Muitos estudos j& mostraram que intervencGes no periodo neonatal causam
alteragBes nos sistemas nervoso, cardiovascular, respiratério e enddcrino-metabolico,
além de alteracbes comportamentais que podem ser observadas na vida adulta
(LEVINE, 1994). E diante disso, a estimulagdo neonatal é um dos modelos
experimentais usados em animais que nos permite avaliar os efeitos que essas
manipulagdes podem acarretar nos sistemas neurais dos filhotes. Sabe-se que
intervencoes feitas no periodo neonatal influenciam na relagdo da méde com os filhotes.
A mae assume comportamentos (como aumento ou diminui¢cdo dos cuidados,
principalmente o comportamento de lamber seus filhotes) que afetam o
desenvolvimento do sistema nervoso dos seus filhotes (LEVINE, 1994). Assim,
experimentos nesta area sdo de grande importancia para futuramente relacionarmos
eventos adversos na infancia com o aparecimento de algumas patologias.

O eixo HHA tem uma regulacdo extremamente fina no periodo pré e pds-natal
imediato, possuindo alta plasticidade. Disturbios no padrdo normal de secrecdo de

glicocorticoides nesse periodo critico podem alterar de forma definitiva as respostas do
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organismo ao estresse (LEVINE et al., 1967). As duas primeiras semanas de vida de
um rato constituem o chamado Periodo Hiporresponsivo ao Estresse (SAPOLSKY et
al., 1986). Durante essa fase, a resposta do eixo HHA a estimulos nocivos € reduzida,
ou seja, ha uma exacerbacdo do mecanismo de retroalimentacdo negativa dos
glicocorticoides na hipofise e diminuicdo da sensibilidade da adrenal ao horménio
adrenocorticotropico (YOSHIMURA et al., 2003) e embora “hiporresponsivos”, esses
animais respondem agudamente ao estresse de separacdo da mé&e mesmo se néo
expostos a nenhum estressor adicional. A Separacdo Materna (SM) foi o modelo
experimental utilizado neste estudo e ela consiste em separar os filhotes, durante
periodos mais prolongados (mais de 30 min.) (LIU et al., 1997). No nosso trabalho, os
animais foram separados de suas maes 3h/dia dos dias 1 ao 10 de vida. A separacéo por
periodos mais longos, como a utilizada no presente trabalho, leva a uma resposta
exagerada ao estresse (LEVINE, 2005).

O distarbio dessa interacdo mae-filhote promove uma série de respostas
comportamentais e fisioldgicas que incluem mudancgas na temperatura corporal, na
locomocdo, na frequéncia cardiaca e na rea¢do emocional (HINDE et al., 1971). Foi
demonstrado que, além de mudancas fisioldgicas, ha alteracdes bioquimicas em animais
que sofreram separacdo materna, tais como redugdo da atividade da ornitina
descarboxilase e dos niveis do fator neurotrofico derivado do encéfalo (BDNF) em
certas regides cerebrais (SHAMBERG et al.,, 1985). Separagbes maternas mais
prolongadas (por cerca de 180 minutos, como a realizada neste trabalho) produzem uma
diminuicdo da concentracdo dos receptores de glicocorticoides no hipotdlamo, cortex
frontal e hipocampo (LIU et al., 1997). Os estudos acima nos indicam que a
diferenciacéo dos sistemas de receptores para glicocorticoides em determinadas regides

do sistema nervoso € sensivel a uma variedade de sinais ambientais durante o periodo
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pos-natal, ou seja, 0 ambiente na fase neonatal pode determinar a responsividade do
eixo HHA ao estresse por toda a vida do animal.

A etiologia dos transtornos de ansiedade e alteragcfes em comportamentos
sociais € complexa e multifatorial, envolvendo fatores bioldgicos, psicolégicos
(disfuncBes cognitivas e eventos condicionadores) e sdcio-ambientais que interagem
permanentemente entre si. A presenca de transtorno de ansiedade na infancia esta
associada com histéria familiar de transtornos psiquiatricos. Estudos com gémeos
apontam para o risco inato de desenvolvimento de ansiedade patoldgica
(MIDDELDORP et al., 2005a, 2005b, 2005c), demonstrando o papel importante desse
fator. Esses estudos também sugerem alta correlacdo para fatores de risco genético
envolvendo ansiedade e depressdao (HUDSON et al., 2002).

Outro fator de risco ambiental bem documentado para o desenvolvimento de
psicopatologia é a presenca de trauma. O significado do trauma e suas repercussées
psiquicas e psicopatolégicas na vida de um individuo vém sendo estudado e
caracterizado ao longo dos anos. Manfro e cols (1996) examinaram a frequéncia de
eventos vitais estressores em 223 pacientes no ano anterior ao desenvolvimento do
transtorno do panico (TP). O estudo descreve que 80% dos pacientes com TP
apresentaram eventos estressores e estes pacientes com eventos precipitantes também
referem mais ansiedade na infancia e comorbidade com depressdo na vida adulta em
comparagdo com 0s pacientes sem evento estressor, sugerindo uma incapacidade de
lidar com conflitos desde a infancia e maior morbidade na vida adulta. Dentre o0s
possiveis maus tratos, o abuso e negligéncia emocionais apresentaram uma maior
susceptibilidade ao aparecimento de sintomas de ansiedade, depressivos e somaticos

observados nas mulheres (MANFRO et al., 1996).
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Em nosso trabalho anterior (DIEHL et al., 2007) a separagdo materna causou um
aumento nas respostas ao estresse, como 0 aumento na liberagcdo de glicocorticoides.
Outros resultados interessantes que encontramos € que animais separados no periodo
neonatal apresentavam aumento do comportamento do tipo ansioso e que essa alteracdo
era sexo-especifica, ratos machos demonstravam-se mais ansiosos na tarefa do campo
aberto. Seriam essas alteracGes advindas de um aumento do dano hipocampal?

A partir desse questionamento, hipotetizamos que a separacdo materna poderia
levar a prejuizos cognitivos os quais poderiam depender do tipo de memoria a ser
avaliada. Também questionamos se animais separados no periodo neonatal, por
apresentarem aumento do comportamento do tipo ansioso, poderiam também apresentar
alteracdes no comportamento social e que essas alteracGes estariam relacionadas a uma
maior susceptibilidade do sistema nervoso central a insultos. Para averiguar essas
possibilidades, realizamos no presente trabalho diversos experimentos e dosagens,
como: privacdo de oxigénio e glicose (POG) no hipocampo, medidas de estresse
oxidativo na amigdala (como atividades das enzimas antioxidantes catalase, superdxido
dismutade e glutationa peroxidase), quebras do ADN no hipocampo e sangue, atraves
da técnica de ensaio cometa, anélise de citocinas inflamatérias no hipocampo (IL-6, IL-
1B, TNF-a), anélise de BDNF no hipocampo e niveis do horménio ocitocina no liquor.

No capitulo 1 deste trabalho, comparamos machos e fémeas, separados das maes
no periodo neonatal sobre a memdria de medo condicionado ao contexto na idade
adulta, analisamos o efeito da separacdo materna sobre a atividade da enzima
Na’,K*,ATPase na amigdala e sobre pardmetros bioquimicos relacionados ao estresse
oxidativo [determinacgéo da atividade das enzimas Glutationa Peroxidase (GPx — medida
pela oxidacdo do NADPH), Superéxido Dismutase (SOD) e Catalase (CAT — pela

degradacéo do peroxido de hidrogénio)] na amigdala.
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O medo condicionado ao contexto é uma tarefa que envolve dois processos:
representacdo neural (cognitiva), do espaco (contexto) e da associacdo entre o estimulo
aversivo (choque) com o contexto e nesses processos esta a participacdo hipocampal e
da amigdala (CENQUIZCA & SWANSON, 2007; LeDOUX, 2000; MAREN, 2001). A
enzima Na’, K*-ATPase é responsavel por manter o potencial de membrana necessario
para a excitabilidade neural e tem um importante papel em mecanismos de aprendizado,
observado em processos de consolidacdo da memdria na tarefa de Esquiva Inibitoria,
por exemplo (ERICINSKA & SILVER, 1994; SWANN et al., 1982). Quanto ao
estresse oxidativo, evidéncias indicam que ele e espécies reativas ao oxigénio estdo
envolvidos na inibicdo dessa enzima bem como nos mecanismos de modulagdo da
memdria (WANG et al., 2003; SILVA et al., 2004).

Nossos resultados sugerem a importancia de um ambiente adequado nas fases
iniciais da vida sobre mecanismos de programacdo do medo. Uma vez que 0S nN0SsS0S
resultados mostraram que os ratos separados da mde no periodo neonatal sdo mais
propensos a expressar ansiedade, sugerimos que estes animais possam ter uma resposta
aumentada a um estimulo estressante (como o choque nas patas aplicado na tarefa de
medo condicionado ao contexto), causando uma facilitacdo do aprendizado. Por outro
lado, a anélise da memoria de medo condicionado ao contexto na idade adulta durante a
exposicao as sessdes subsequentes ndo indica interacdo significativa entre o tempo e a
separagdo materna, e todos 0s grupos mostraram congelamento reduzido, indicando uma
possivel extingcdo da memdria nestes animais.

Portanto, podemos atribuir o aumento do congelamento em cada sessao de teste
nestes animais (mesmo uma semana ap0s a tarefa comportamental) a uma maior
reatividade a estimulos aversivos (RODRIGUES et al., 2009). Sabe-se que a amigdala é

uma importante estrutura envolvida nas respostas de medo. Os efeitos encontrados no
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presente trabalho podem estar associados com o aumento da atividade da amigdala
causada pela separacdo materna (RODRIGUES et al., 2009).

Neste estudo, ndo foram observadas maiores alteracbes quanto ao estresse
oxidativo na amigdala. No entanto, é possivel que outras estruturas possam estar
envolvidas e as conclusdes sobre o estresse oxidativo ndo parecem explicar os dados
comportamentais.

Uma experiéncia estressante nas fases iniciais da vida, tais como a separagdo
materna, pode aumentar a atividade na amigdala (como apontado pelo aumento da
atividade da Na®, K'-ATPase), afetando comportamentos relacionados ao medo na
idade adulta, e esse efeito pode ser especifico para uma determinada tarefa. Este
paradigma experimental &, portanto, um importante modelo para o estudo da
fisiopatologia dos transtornos de ansiedade e para contribuir para o esclarecimento de
futuras abordagens terapéuticas. Portanto, alteracdes na atividade da Na*, K*-ATPase e
no estresse oxidativo poderiam estar envolvidos na vulnerabilidade/resiliéncia a
transtornos de ansiedade induzidos por experiéncias estressantes em fases inicias da
vida como propomos neste estudo.

A ocitocina, um horménio neuro-hipofisario tem funcGes importantes no SNC,
principalmente em modular comportamentos, como sexual, social, afetivos e memoria
social.

Em ratos, durante o periodo neonatal até aproximadamente o 14° dia de vida, 0s
niveis de glicocorticoides permanecem baixos e o filhote apresenta 0 HHA imaturo,
incapaz de responder adequadamente aos estimulos estressantes, entdo a mae participa
na regulacdo dos sistemas fisioldgicos da prole.

Desta forma, alteragbes no comportamento maternal podem induzir

modificagOes epigenéticas nos filhotes. A estimulagéo tactil oriunda da mée durante a
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primeira semana de vida parece ter uma importante fungdo em estabelecer fendtipos
estaveis no comportamento da ninhada (KAFFMAN & MEANEY, 2007).

Os comportamentos de cheirar o corpo e a regido anogenital bem como
perseguir o novo individuo sdo considerados comportamentos de investigacdo social
(BIELSKY & YOUNG, 2004). Os mecanismos neurotransmissores envolvidos na
memoria social incluem a ocitocina. Este neuropeptideo quando liberado em
determinadas regibes do SNC é crucial para que haja o reconhecimento social e
comportamento sexual.

Considerando o desenvolvimento dos roedores, eventos estressantes que
acontecem nas fases iniciais da vida podem afetar sistemas neurais e comportamentos.
As principais consequéncias nas variagdes do ambiente perinatal podem ser observadas
na migracdo neuronal e nos niveis ou liberacdo de neuropeptideos, induzindo
desequilibrios nas relagfes sociais.

Assim sendo, no 2° capitulo desse trabalho avaliamos o efeito da separacdo
materna no periodo neonatal na tarefa de interacdo social na idade adulta em ratos
machos e fémeas e o efeito da separacdo materna no periodo neonatal sobre os niveis do
hormbnio ocitocina no liquor também em ratos adultos machos e fémeas. No nosso
trabalho encontramos alteracdes na tarefa de interacdo social mostrando um efeito da
separacdo materna sobre diversos comportamentos. Os ratos separados da mée no
periodo neonatal apresentam diminuicdo no comportamento de cheirar o parceiro, bem
como em comportamentos agressivos ofensivos e defensivos (ataque lateral e ataque
frontal, respectivamente) e comportamento de boxear o parceiro. Ademais, apresentam
também maior tempo total de auséncia de comportamento social em relagdo aos animais
controles. Quanto ao efeito do sexo, 0s animais machos em todos 0os comportamentos,

tanto os separados da mée no periodo neonatal quanto os controles apresentam mais

92



comportamentos sociais, em especial comportamentos do tipo agressivo, do que as
fémeas. Adicionalmente, encontramos que a separa¢do materna também levou a uma
tendéncia na diminuicdo da ocitocina no liquor. Uma vez que este hormonio apresenta
papéis-chaves em comportamentos sociais e afiliativos, sugerimos que esse resultado da
ocitocina possa ser relacionado ao prejuizo no desempenho dos animais separados no
teste de interacdo social.

Conclui-se assim, que, a separacdo materna no periodo neonatal possa interferir
negativamente no estabelecimento de relagdes sociais na vida adulta, podendo ter como
causa uma alteragdo no sistema ocitocinérgico central destes animais.

Quanto aos outros resultados apresentados no terceiro capitulo deste trabalho,
discutem-se os efeitos prejudiciais da separacdo materna sobre parametros cognitivos,
assim como possiveis influéncias neuroquimicas no hipocampo, uma estrutura chave
envolvida nos processos de aprendizado e memoria, especialmente em tarefas espaciais.

Quantos as tarefas comportamentais, foram observadas alteragbes na memoria
do tipo espacial (no labirinto aquatico de Morris) e memoria de curta duracdo (na tarefa
de Reconhecimento de Objetos). Os animais submetidos a separagdo materna no
periodo neonatal, especialmente 0s ratos machos, apresentaram prejuizo nestas tarefas.
Diferentemente, as fémeas separadas ndo apresentaram prejuizo na tarefa de
Reconhecimento de Objetos. De forma semelhante ao relatado em nosso trabalho
anterior (DIEHL et al., 2007), também encontramos no presente estudo prejuizos sexo-
especificos da separacdo materna, sendo que 0s machos separados novamente
apresentaram 0s maiores comprometimentos comportamentais. Tais resultados diferem
daqueles apresentados na tarefa de medo condicionado ao contexto (que é uma tarefa
que envolve contetdo emocional), em que os animais separados da mée no periodo

neonatal apresentaram melhor desempenho da memoria, 0 que pode ser explicado por
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serem animais que apresentam aumento do comportamento de medo e do tipo ansioso.
Assim, os efeitos da separacdo materna sobre a memdria dependem do tipo de tarefa
considerada, sendo que o desempenho em relacdo a memorias emocionais do tipo
aversivas é melhor que o desempenho envolvendo reconhecimento de objetos ou
memdria espacial.

Nesse trabalho, os ratos separados da mée no periodo neonatal exibiram alto
indice de quebras de ADN no hipocampo 0s quais podem surgir de processos de reparo
ao ADN, cujas quebras néo indicam efeitos de lesdes permanentes. Ademais, sugerimos
que o desempenho prejudicado nas tarefas de memoria em ratos separados pode estar
relacionado as altera¢des no hipocampo causadas pela separagdo materna. No entanto,
ndo foram observadas alteracfes em fatias de hipocampo submetidas a privacdo de
oxigénio e glicose quanto ao dano celular e & viabilidade mitocondrial. A separacéo

materna ndo exerceu qualquer efeito sobre este parametro.

Estudos tém implicado o cuidado maternal e o periodo neonatal como sendo
responsaveis por alteracbes nos sistemas de ativacdo de respostas antiinflamatdrias.
Modelos de estresse neonatal como a separagdo materna tem sido relacionada com as

principais alteraces quanto a ativagdo de citocinas inflamatorias (BILBO et al., 2006).

Numa infeccdo ou ferimento, citocinas inflamatérias (IL-1 e a IL-6) e 0 (TNF-a)
sdo secretados das células imunes ativadas e essas citocinas tém a acdo de ativacdo
enddgena de pirdgenos, ativacdo dos macrdfagos, e co-estimulacdo de linfocitos T
(BILBO et al., 2006). Essas citocinas podem ser reguladas pela ativacdo central do eixo
HHA e consequentemente pelos niveis de glicocorticoides que regulardo a atividade
dessas citocinas por um sistema de retroalimentacdo negativa, suprimindo a liberagéo
delas. Pensando nesses achados resolvemos dosar citocinas inflamatorias e niveis de

BDNF no hipocampo. Porém, ndo foram encontradas diferengas significativas da
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separagdo materna sobre esses parametros. Somente houve efeito da separagcdo materna
sobre o aumento nos niveis de TNF-o em fémeas e um efeito marginalmente
significativo de diminuicdo dessa citocina em machos. De acordo com estudos sobre os
papéis do TNF-a no encéfalo, sdo relatadas funcbes paradoxais: essa citocina pode ter
efeitos tanto protetores quanto toxicos nos neurdnios (PERRY et al., 2002). Quanto aos
efeitos protetores, foi demonstrado que 0 TNF-a pode atuar estimulando neurogénese
hipocampal (McCOY & TANSEY, 2008) e promovendo respostas antiapoptéticas e
regenerativas em neurbnios via receptor TNFR2 (FISCHER et al., 2011). Logo,
sugerimos que os possiveis efeitos neuroprotetores do TNF-a no hipocampo estejam
comprometidos nos machos separados devido aos niveis marginalmente reduzidos dessa
citocina, 0 que pode ser relacionado aos resultados de quebra aumentada no ADN no
hipocampo e nos prejuizos de memoria. Portanto, os niveis elevados de TNF-o no
hipocampo das fémeas separadas provavelmente tenham exercido efeitos
neuroprotetores, o que pode ser relacionado a falta de prejuizo na tarefa de
Reconhecimento de Objetos comparadas aos machos. Ademais, comparando ao nosso
estudo anterior (DIEHL et al., 2007), novamente encontramos efeitos neuroquimicos

sexo-especificos provocados pela separagdo materna.

A partir dos resultados discutidos neste trabalho, podemos pensar que, em busca
do entendimento destas questdes relativas ao trauma nos transtornos mentais, pode-se
inferir que as vivéncias nas fases iniciais da vida podem ser pelo menos em parte,
responsaveis por alteracbes comportamentais e neuroquimicas observadas na idade
adulta. Estressores psicossociais e experiéncias adversas precoces, assim como a propria
psicopatologia parental, contribuem de forma importante para o inicio e a manutengéo

de uma grande variedade de transtornos psiquiatricos, incluindo depresséo e ansiedade.
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S. Conclusoes



Modelos animais sdo importantes para a compreensdo da fisiopatologia de
doencas e para o desenvolvimento de terapias farmacoldgicas;

Animais separados da mée no periodo neonatal apresentam melhor desempenho
em memorias emocionais aversivas, e pior desempenho e memorias de reconhecimento
de objetos e memdrias espaciais, talvez em funcdo de apresentarem maior ansiedade,
sendo possivel que estes animais tenham uma resposta aumentada a um estimulo
estressante, como 0 choque nas patas aplicado na tarefa de medo condicionado ao
contexto, causando uma facilitacdo do aprendizado;

A separacdo materna pode aumentar a atividade na amigdala (como apontado
pelo aumento da atividade da Na*,K*-ATPase), afetando comportamentos relacionados
ao medo na idade adulta, e esse efeito pode ser especifico para uma determinada tarefa.

N&o houve efeito da separacdo materna sobre o estresse oxidativo na amigdala;

A separacdo materna no periodo neonatal pode interferir negativamente no
estabelecimento de relagfes sociais na vida adulta, e o sistema ocitocinérgico central
pode estar envolvido.

Apesar das limitacdes inerentes a este tipo de estudo, h& razoaveis evidéncias
com relacdo a hipétese de que intervencbes realizadas num periodo critico do
desenvolvimento, como no periodo neonatal, podem contribuir para o surgimento de
psicopatologias na idade adulta.

Desse modo,

¢ A separacdo materna em um periodo critico do desenvolvimento pode

funcionar como um fator responsével por alteracBes cognitivas, respostas
emocionais e altera¢des neuroquimicas observadas na idade adulta;

¢ Observamos diferencas dependentes do sexo nesses efeitos.
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¢ Nossos resultados podem ser utilizados como uma ferramenta para mostrar
como um ambiente sauddvel é fundamental para que haja um
desenvolvimento saudavel e para mostrar como sdo necessarias melhores
politicas de salde mental para as criangas, no sentido de pensarmos em

prevencao e promocao da salde.
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7. ANEXOS
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7.1 llustracdes dos Procedimentos Empregados/Utilizados

7.1.1 Estresse Neonatal:

Rata lactante com os filhotes Ninhada Ninhadas numa incubadora a 32°C

7.1.2 Aparato utilizado para a tarefa de Medo Condicionado ao Contexto:

Dia 1: Sessdo de treino: Dia 2. Sessdo de Dias 3 e 11: Sessoes de
apresentacéo de trés choques Extingéo. teste.
nas patas.
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7.1.3 Aparato utilizado para a tarefa de Interacdo Social:

7.1.4 Esquema representativo do aparato utilizado para verificar o Comportamento
Alimentar:

Corredor do Comportamento Alimentar
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7.1.5 Tarefa utilizada para avaliar memoria espacial - Labirinto Aquatico de Morris:

7.1.6 Esquema representativo do aparato para a Tarefa de Reconhecimento de Objetos:

A Tarefa de
<¥> /,@ @ reconhecimento de O /—,@ ©
# objetos /
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