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RESUMO

Entre as diversas estratégias de investigacdo dos efeitos de experiéncias estressantes no
inicio da vida de um rato, pode-se citar a privacédo do filhote da mde por 24h, durante o
periodo neonatal. A privacdo materna (PM) por 24h entre os dias pos-natais (DPN) 3 e 4
resulta em um hiperresponsividade ao estresse na adolescéncia (20-30 dias de vida),
enquanto que essa mesma manipulacdo entre os DPN 11 e 12 resulta em
hiporresponsividade, avaliado na mesma idade. Traumas na infancia e/ou adolescéncia
constituem fator de risco para o desenvolvimento de transtorno de estresse pds-
traumatico (TEPT), uma desordem psiquiatrica caracterizada por rememoracao
persistente do evento traumatico, com dificuldade de extin¢cdo dessa meméria. Sendo
assim, o presente projeto avaliou como um estresse nos primeiros dias de vida (privagcéo
materna) e um trauma na adolescéncia (choque intenso inescapavel) interagem de forma
a promover maior vulnerabilidade para o desenvolvimento de comportamento tipo-TEPT
em ratos. As manipulagc6es na infancia, ao contrario do esperado, ndo interagiram com o
trauma na infancia, e ndo alteraram a resposta ao condicionamento e a extingdo da
resposta de medo, avaliadas pelo comportamento de congelamento. Em relacdo a
resposta de ACTH apds o estresse na adolescéncia, 0s animais submetidos a privagéo
materna ndo apresentaram pico de secrecdo deste hormonio, como ocorreu no grupo
controle, sugerindo uma alteragdo da resposta hormonal causada pela experiéncia
adversa na infancia. Sendo assim, a privacdo materna ndo influenciou as alteracfes
comportamentais nos animais adultos provocadas pelo trauma na adolescéncia, mas

pode ter alterado a resposta de ACTH ao trauma, na adolescéncia.



1 INTRODUCAO

Em mamiferos, a resposta de estresse é mediada pelo eixo hipotalamo-hipofise-
adrenal (HPA, do inglés hypothalamic-pituitary-adrenal) em que hipotalamo sintetiza o
hormadnio liberador de corticotrofina (CRH, do inglés corticotropin releasing hormone),
que é liberado na circulagdo porta-hipofisaria. Na adeno-hipofise (hipofise anterior), o
CRH promove clivagem da pro-opiomelanocortina e secre¢do de seus derivados, como
por exemplo o hormonio adrenocorticotréfico (ACTH, do inglés adrenocorticotropic
hormone) e beta-endorfina. O ACTH € ent&o liberado na corrente sangtiinea e, no cortex
da adrenal, induz a sintese e liberacdo de glicocorticdides (GCs). O principal GC nos
humanos é o cortisol e nos ratos, é a corticosterona (CORT). Os GCs circulantes ligam-
se aos receptores mineralocorticéide (MR; tipo I), com alta afinidade, e aos receptores
glicocortictide (GR; tipo 1) com baixa afinidade. Os GRs séo encontrados em estruturas
corticais e subcorticais, com distribuicdo preferencial no cortex pre-frontal. Os MRs, por
sua vez, tém sua distribuicdo no encéfalo restrita a estruturas limbicas, como o
hipocampo. No vale do ritmo circadiano de secrecdo de GCs (fim da tarde e periodo
noturno nos humanos, e periodo da manha nos ratos), estes ocupam mais de 90% dos
MRs e somente 10% dos GRs. Contudo, durante um estresse e/ou no pico do ritmo
circadiano, hd aumento na concentracdo de CRH, resultando no aumento nas
concentracdes de ACTH e de GCs circulantes. Com isso, ocorre saturacdo dos MRs e
ocupacdo de aproximadamente 67-74% dos GRs, cuja principal funcdo é promover o
feedback negativo, tanto no hipotdlamo e na hipofise, como no hipocampo, diminuindo
assim a sintese e liberagdo de mais GCs na circulacéo (para revisoes, ver De Kloet et al.,
1998; Arborelius et al., 1999; Lupien et al., 2007).

Héa evidéncias de que experiéncias estressantes no inicio da vida implicam em
profundos efeitos na resposta de estresse na vida adulta de varias espécies como
roedores, primatas ndo-humanos e humanos, com marcantes diferencas dos resultados
dessas experiéncias entre essas espécies (Levine, 2005). Como estudos em humanos
demandam muito tempo e sdo extremamente dificeis de serem conduzidos, devido a
questdes éticas incontornaveis, modelos animais sdo usados para a andlise dos efeitos
adversos dessas experiéncias.

Para isso, pode-se expor filhotes de ratos a uma situagéo estressante, sendo que



a privagdo materna por 24 horas € um paradigma muito utilizado. Em ratos, varios
estudos demonstram que entre os dias 4 e 14 de vida ocorre o periodo de
hiporresponsividade ao estresse (PHRE), caracterizado por resposta diminuida das
glandulas adrenais ao ACTH (Levine, 2001; Okimoto et al., 2002), ou seja, mesmo apos a
administracdo aguda de ACTH, ndo ocorrem respostas consideraveis de CORT
(Rosenfeld et al., 1992). Durante esse periodo 0 CRH e o ACTH s&o sintetizados e
liberados em baixas concentracdes (Walker et al., 1986; Rundle & Funder, 1988), assim
como a arginina vasopressina (AVP) - um peptideo hipotalamico que potencializa a a¢éo
do CRH (Rundle & Funder, 1988). O PHRE € essencial para o desenvolvimento e
maturacdo do sistema nervoso central (SNC), uma vez que a exposicdo a altas
concentracdes de GCs causa efeitos deletérios no desenvolvimento (Bohn, 1984; De
Kloet et al., 1988) e em alguns parametros funcionais do eixo adrenocortical (Schapiro,
1965). Por outro lado, concentragBes insuficientes de GCs também resultam no
desenvolvimento anormal do SNC (Meyer, 1985).

O PHRE resulta de fatores intrinsecos e extrinsecos. Entre 0s primeiros estdo a
imaturidade das vias que integram areas corticais com o hipotalamo do neonato (Grino et
al., 1989). Ja entre os fatores extrinsecos, a presenca materna tem sido considerada o
principal fator. Isso se deve ao fato de que alguns comportamentos maternos regulam
niveis especificos do eixo: a amamentacéo regula a secrecdo de CORT (Rosenfeld et al.,
1993; Suchecki et al., 1993b) mantendo a insensibilidade das adrenais ao ACTH,
enquanto que a limpeza anogenital regula a secrecdo de ACTH (Suchecki et al., 1993b;
van Oers et al., 1998c).

1.1 Privacdo Materna

A privacdo materna por 24h durante o PHRE induz alteragBes imediatas e a longo
prazo no eixo HPA. Os efeitos imediatos incluem aumento da sensibilidade das adrenais
ao ACTH (Rosenfeld et al., 1991; Levine et al., 1991) e menor peso e temperatura
corporais (Suchecki et al., 1993a). Suchecki et al. (1995) observaram que em animais
privados da mée por 24h nos dias 8, 11 ou 14 de vida, as concentragdes plasmaticas de
ACTH 120 minutos apds um estresse leve ainda estavam altas em relacdo ao basal,

sugerindo que o mecanismo de feedback negativo nesses animais é parcialmente



funcional, o que foi confirmado por van Oers et al. (1998a).

- Privagdo Materna entre os dias 3 e 4 de vida

Os efeitos imediatos da privagdo materna entre os dias 3 e 4 de vida (PM 3)
incluem aumento das concentracdes basais de CORT (Levine, 1991; Rosenfeld et al.,
1991) e induzidas por ACTH que permanecem elevadas por 2h, retornando aos valores
basais 6h apds a reunido com as maes (Rosenfeld et al., 1991).

A longo prazo, esses animais apresentam uma resposta de estresse hiper-reativa
(van Oers et al., 1999). Quando testados no dia pds-natal (DPN) 20, apresentaram maior
expressdao de RNA mensageiro (RNAm) de CRH e da proteina c-fos — o gene c-fos é um
gene de expressdo imediata que, quando ativado, regula a transcricdo de Varios outros
genes — no nucleo paraventricular do hipotdlamo (NPV) induzidos por estresse (van Oers
et al., 1998c). Quando testados no DPN 60, apresentaram maiores concentragdes basais
de ACTH e CORT, menor expressdo de RNAm de GR no NPV e na adeno-hipofise,
enquanto que a expressdo de RNAm de GR e de MR no hipocampo estavam inalterados
(Rots et al., 1996).

- Privacdo Materna entre os dias 11 e 12 de vida

Quando testados imediatamente apos a privacdo materna, 0s animais privados da
mae entre os dias 11 e 12 de vida (PM 11), apresentam maiores concentracdes de ACTH
e CORT basais e induzidos por estresse (Levine, 1991; Rosenfeld et al., 1991; Suchecki
et al., 1993a; Smith et al., 1997). Quando esses animais retornam para a mée, apos a
administracdo de ACTH, as concentragcdes de CORT permanecem altas por pelo menos
2h, retornando aos valores basais somente apés 6h de reunido, indicando que a
presenca da mée inibe a resposta de estresse (Rosenfeld et al., 1991). Além disso, a
PM11 resulta em menor expressdo de RNAm de CRH (Smith et al., 1997; van Oers et al.,
1998b; Dent et al., 2000a) e de GR (van Oers et al., 1998b) no NPV, e de GR e MR na
regido CA1 do hipocampo. Contudo, ocorre aumento na expressdo de AVP (Dent et al.
2000Db), e na expressédo basal e induzida por estresse de RNAm de c-fos (Smith et al.,
1997; van Oers et al., 1998b) e de gene indutor do fator de crescimento neuronal,

indicadores utilizados para se detectar ativagao cerebral (Smith et al., 1997). J& no cortex



adrenal, ocorre maior expressdo de RNAm de c-fos, 0 que indica que também ha
ativagao adrenocortical (Okimoto et al., 2002).

Suchecki et al. (2000) observaram que animais PM 11, quando expostos ao
campo aberto com estimulos de luz e som por 5 minutos no DPN 30, andam mais pelo
centro e fazem menos grooming (comportamento de autolimpeza) do que os animais
controle ndo-privados (CTL), indicando que animais PM 11 apresentam menos
comportamento do tipo ansioso do que os CTL.

Quando adolescentes, os animais PM 11 s&o hiporresponsivos a um estressor
leve (injecdo de salina no DPN 20 - van Oers et al., 1997; 1999 - e no DPN 30 - Suchecki
& Tufik, 1997). Ademais, quando esses animais sdo testados no DPN 20, observa-se
diminuicdo da expressao de RNAm de GR no NPV e no hipocampo, de MR na regido
CA1 do hipocampo, e de CRH no NPV (van Oers et al., 1999). Porém, ao serem testados
no DPN 60, ndo se observam mais as diferencas entre grupos, predominando apenas as
diferengas entre géneros. Assim, parece que os efeitos da privacdo materna na resposta
de CORT a um estressor leve sdo prolongados, mas ndo permanentes (Suchecki & Tufik,
1997).

1.2 Transtorno de Estresse Pos-Traumatico

O transtorno de estresse pos-traumatico (TEPT) envolve a rememoragédo
persistente de eventos traumaticos, com dificuldade de extingdo dessa memdria. Essa
patologia psiquiatrica afeta uma subpopulacdo de individuos vulneraveis confrontados
com uma experiéncia estressante que excede suas capacidades de se adaptarem. Um
possivel fator para explicar essa vulnerabilidade poderia ser as diferentes historias de
vida (Diehl et al., 2007), como a variagdo na vivéncia de experiéncias estressantes
prévias (Resnik et al., 1995). H& de se ressaltar também, como fator de risco, a
neurobiologia individual, incluindo ai os fatores genéticos (Yehuda et al., 2001).

Maercker et al. (2004) observaram que a experiéncia traumatica na infancia esta
relacionada tanto a depressdo maior como ao TEPT, e que ocorrendo durante a
adolescéncia, ha maiores riscos de o individuo desenvolver TEPT do que depressao
maior. Além disso, os individuos com TEPT manifestam importante co-morbidade com

varias desordens psiquiatricas (Jacobsen et al., 2001).



O TEPT induz alguns sintomas em longo prazo, como rememora¢do, fuga de
situacBes que se assemelham ao trauma, diminui¢do do interesse por atividades diarias,
embotamento afetivo e estado de hiper-alerta, com insonia, irritabilidade, dificuldade de
concentragdo e resposta de sobressalto exagerada (Ruiz et al., 2007). Em nivel
enddcrino, esses pacientes apresentam hiper-ativacdo do eixo simpatico-adrenal
associada a hipofuncéo do eixo HPA (Graef, 2003). As concentracdes de CRH no liquido
cefalorraquidiano estdo aumentadas (Bremner et al., 1997; Baker et al., 1999), ao
contrario das de ACTH, que estdo diminuidas (Santa Ana et al., 2006). Com relacéo as
concentragdes de cortisol, embora haja certa divergéncia nos estudos, em geral os dados
mostram que estdo diminuidas (de Kloet et al., 2006; Ruiz et al., 2007). Kanter et al.
(2001) observaram maiores concentracdes de globulina ligadora de cortisol, proteina que
torna o cortisol menos disponivel (em sua forma livre) para atuar nos tecidos alvo. Além
disso, alguns estudos sugerem que baixas concentracdes de cortisol urinario logo apés o
trauma s@o um fator de risco para posterior desenvolvimento do TEPT (Delahanty et al.,
2000). Wang & Mason (1999) relataram também aumento na atividade do eixo
hipotalamo-hipofise-tiredide, o qual interage com os eixos simpético-adrenal e HPA. O
tonus vagal estd diminuido e ha maior reatividade da condutancia elétrica da pele e
resposta ocular de sobressalto (ato de piscar) amplificada em presenca de estimulos
condicionados aversivos (Graeff, 2003).

A justificativa mais difundida para as altas concentraces de CRH no liquor
combinadas com as baixas concentragdes de cortisol plasmético, encontrados no TEPT,
reside no aumento do feedback negativo em nivel hipofisario, que poderia ser explicado
por aumento da densidade de GR (Yehuda et al., 1993) e aumento da sensibilidade do
GR (Rohleder et al., 2004). Dessa forma, ocorreria intensa supresséo da liberagédo de
cortisol em resposta a baixas doses de dexametasona (Yehuda et al., 1995; 2004) e
diminuic&o da liberacdo de ACTH em resposta a administracdo de cortisol (Yehuda et al.,
2006). Entretanto, outras formas de testar a atividade do eixo HPA podem sugerir outros
mecanismos adicionais, como por exemplo, insensibilidade da adrenal ao ACTH. Essa
idéia € justificada pela auséncia de alteracdo na secre¢do de ACTH em resposta a
administracdo exogena de cortisol, descartando, assim, um efeito do feedback negativo

(Kanter et al., 2001). Portanto, a questdo do(s) mecanismo(s) responsavel(is) pelas



baixas concentracdes basais de cortisol em pacientes com TEPT ainda encontra-se em
aberto.

Varios modelos animais de TEPT tém sido desenvolvidos. Experiéncias
estressantes, desafios aversivos e situacdes que relembram o trauma resultam em
efeitos duradouros nas respostas comportamentais, autonémicas e hormonais,
mimetizando muitas das alteractes observadas em pacientes com TEPT. Esses modelos
incluem, entre outros, choque nas patas (Pynoos et al., 1996), trauma aquatico (manter o
animal embaixo d'agua por 30 segundos - Richter-Levin, 1998), e exposicdo a um
predador (Cohen et al., 2003).

No modelo de Pynoos et al. (1996), o animal é exposto a um estressor (um curto
e intenso choque elétrico nas patas) seguido por repetidas situacdes que relembrem o
trauma. Essa exposicédo repetida poderia fazer um paralelo com o fato de que individuos
traumatizados sdo frequientemente expostos a situagdes que relembram o trauma, mas
ndo ao evento traumatico em si. Louvart et al. (2005) examinaram um modelo baseado
no descrito acima, em que ratas adultas foram submetidas a um choque nas patas de
2mA, por 10 segundos, e depois foram expostas a uma situacdo que relembra o trauma
em cada semana seguinte ao trauma, por 3 semanas. As ratas que receberam o choque
apresentaram hipofuncdo do eixo HPA, aumento de comportamento tipo-ansioso,
alteragéo de comportamento social e hipoatividade locomotora quando comparadas com
as que ndo receberam choque, efeitos estes que persistiram por mais de um més apds o
trauma. Louvart et al. (2006), ao examinarem o mesmo modelo do estudo anterior,
compararam machos e fémeas e replicaram o0s resultados, mostrando algumas
diferencas entre 0s géneros: nos animais expostos ao trauma, enquanto a resposta de
CORT ao estressor em machos néo se alterou, em fémeas esteve diminuida. Houve
aumento da expressdo de RNAm de MR na regido CA2 hipocampal somente em machos
e diminuicdo da expresséo desses receptores no NPV em machos e fémeas.

Cohen et al. (2007) observaram que, assim como em humanos, diferentes
eventos traumaticos parecem afetar diferentemente a caracteristica, gravidade e
incidéncia do comportamento tipo-TEPT, e que experiéncias estressantes prévias

aumentam a suscetibilidade para o desenvolvimento desse comportamento.
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- Memoria

Pacientes com TEPT apresentam alteragBes cognitivas, como prejuizo na
memdria declarativa e fragmentacdo de memorias autobiografica e daquelas
relacionadas ao trauma. Além disso, o TEPT também esta relacionado com a facilitagéo
da meméria nédo-declarativa, como respostas condicionadas e reexperiéncia do evento
traumatico quando o individuo € exposto a situa¢Bes que relembram o trauma (Brewin,
1996 apud Bremner, 1999). Muitos modelos animais procuram entender essas
alteragdes. Dentre eles, Wang et al. (2000), em um modelo de trauma aquatico (0 mesmo
realizado por Richter-Levin, 1998, descrito acima), verificam que 0s animais com
comportamento tipo-TEPT apresentam prejuizo de desempenho no labirinto aquético e
menor plasticidade sinptica ap6s um evento traumatico, e encontraram também uma
correlagéo entre esses dois efeitos; e Louvart et al. (2006) mostram que 0s animais com
comportamento tipo-TEPT, 70 dias apos um forte choque nas patas, entram menos em
um local que relembra o trauma, demonstrando que eles tém uma boa memoria do
evento traumatico.

Vérios estudos tém demonstrado que, sob condicdes de estresse cronico, as
memorias dependentes do hipocampo e do cortex pré-frontal estdo prejudicadas,
enquanto que a memaria emocional, dependente da amigdala, esta facilitada. Isso se
deve ao fato de que nessas condicBes ocorre retracdo dendritica em neurbnios do
hipocampo e do cortex pré-frontal e aumento da arborizacdo dendritica na amigdala
(Wolf, 2008). Bossini et al. (2007) mostraram que pacientes com TEPT apresentam
menor volume hipocampal. Alguns pesquisadores sugerem que essa atrofia ja esta
presente no momento do trauma e que poderia ser considerada como fator de risco para
o0 desenvolvimento do TEPT (Gilbertson et al., 2002), mas de qualquer maneira poderia
estar relacionada com possiveis prejuizos de memoria encontrados em pacientes com
TEPT.

As memorias dotadas de conteudo emocional sdo mais facilmente lembradas do
que as neutras devido a acdo de hormonios e neurotransmissores que sao liberados por
ocasido das emocdes e promovem a consolidacdo dos tracos de memdria (LaBar &
Cabeza, 2006). A ativagdo noradrenérgica do nlcleo basolateral da amigdala € muito

importante para a modulagéo de tragos de memoria, que séo armazenados em outras
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regides do cérebro, como o hipocampo (para revisao, ver Wolf, 2008).

Um dos paradigmas mais utilizados para estudar a memdria emocional em
animais € o condicionamento classico de medo, em que um estimulo condicionado neutro
(EC - luz, som, contexto, por exemplo) € pareado com um estimulo ndo-condicionado
aversivo (ENC - choque nas patas de um rato, por exemplo). O ENC adquire
propriedades aversivas e, mesmo quando apresentado sozinho, evoca reagOes
emocionais de medo: alteracdes autondémicas, como aumento da freqiéncia cardiaca e
pressdo arterial (Cohen & Randall, 1984; Iwata & Ledoux, 1988; LeDoux, 1993);
alteragBes neuroendocrinas, como liberagdo de ACTH e CORT (Van de Kar et al., 1991;
LeDoux, 1993; Sullivan et al., 2004); e respostas comportamentais, como 0 sobressalto e
aresposta de congelamento ou “freezing” (Blanchard & Blanchard, 1969; 1972; Fanselow
& Bolles, 1979; Davis, 1992; LeDoux, 1993; Fendt & Fanselow, 1999). A extingdo desse
medo eventualmente ocorre quando ha repetidas exposi¢cdes ao EC, sem a presenca do
ENC, levando a uma diminuicdo gradual na resposta aprendida. Estudos com roedores
indicam que a amigdala € crucial para a memoria de medo condicionado, enquanto que o
cortex pré-frontal e 0 hipocampo sdo importantes para a extin¢do desse medo (Maren &
Quirk, 2004).

Recentemente, foi observado quem em pacientes com TEPT, as mudangas no
fluxo sangtiineo cerebral no giro frontal medial (localizado no cortex pré-frontal medial)
estdo negativamente correlacionadas com as mudancas na amigdala bilateral. Enquanto
o fluxo no giro frontal medial diminuia, ele aumentava na amigdala. Além disso, também
foi observado que a gravidade dos sintomas do TEPT se correlaciona negativamente
com a atividade do giro frontal medial, e positivamente com a atividade da amigdala.
Provavelmente isso explica a resposta de medo condicionado exagerada e o prejuizo na

extingdo desse medo (para revisdo, ver Rauch et al., 2006).

2 JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS

Varios estudos mostram que experiéncias estressantes no inicio da vida resultam
em profundos efeitos na resposta hormonal a outros estressores na vida adulta. O
desenvolvimento de um modelo animal que faca um paralelo com experiéncias

estressantes em humanos € muito dificil, mas é possivel que a privacdo materna possa
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mimetizar a perda do cuidador em criancas (ver Heim & Nemeroff, 2001). Ademais,
Maercker et al., (2004) demonstraram que quando um individuo vivencia um trauma
durante a adolescéncia, ocorre aumento da vulnerabilidade para o desenvolvimento de
TEPT. Sendo assim, o objetivo desse trabalho foi avaliar como um evento adverso nos
primeiros dias de vida (privagdo materna) e um evento traumatico na adolescéncia
(choque intenso inescapavel) poderiam interagir para modificar a resposta de medo na
idade adulta. As respostas comportamental de medo e hormonal foram eleitas, uma vez
que pacientes com TEPT exibem inadequacdo destas respostas. Dessa forma,
pretendemos iniciar, com este trabalho, uma série de estudos na tentativa de estabelecer

um modelo experimental para esse disturbio.

3 MATERIAIS E METODOS
3.1 Animais

Foram utilizadas ninhadas da linhagem Wistar, provenientes do biotério do
Departamento de Psicobiologia da UNIFESP. As ratas prenhes foram alojadas
individualmente em gaiolas plasticas e depois de trés a quatro dias, as gaiolas foram
inspecionadas diariamente para deteccéo de filhotes. O dia do nascimento foi designado
DPN 0. No DPN 1, as ninhadas foram homogeneizadas para 4 a 5 machos e 4 fémeas.
Os animais foram desmamados aos 21 dias de vida e separados por género em caixas
com 4 animais, pertencentes a mesma ninhada. Somente 0s animais do género
masculino foram utilizados a partir desse dia. Durante todo o procedimento, 0s animais
tiveram livre acesso a racdo e &gua, exceto durante a privagdo materna. Foram
realizadas 5 replicacfes. Todos 0s experimentos comportamentais tiveram inicio as
08h00.

Todos os procedimentos realizados foram analisados e aprovados pelo Comité de
Etica em Pesquisa da Universidade Federal de S&o Paulo (CEP #0593/08).

3.2 Privacdo Materna
As ninhadas do grupo PM 3 foram afastadas de suas maes por 24h, com inicio as
10h00 do DPN 3 até o DPN 4; as ninhadas do grupo PM 11 foram afastadas da mée pelo

mesmo periodo de tempo, do DPN 11 até o DPN 12. Durante a privagdo materna, as
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ninhadas permaneceram em caixas com maravalha limpa, sobre uma manta térmica,
com temperatura entre 30-33°C. Os filhotes do grupo CTL ndo foram manipulados,
exceto pela limpeza das caixas, até o dia do desmame.

A cada trés dias, metade da maravalha das gaiolas-moradia foi trocada, para

manutencéo da limpeza.

3.3 Exposicdo ao Evento Traumatico

Para a exposicdo ao evento traumatico, foi utilizada uma caixa de
condicionamento (22 x 21 x 22 c¢cm) formada por paredes pretas com quadrados de
cartolina branca (2 medindo 5,5 x 5,5 cm e 3 medindo 4,0 x 4,0 cm) afixados. Uma placa
de acrilico transparente forma a tampa da caixa. A base consiste de grades metalicas
(0,4 cm de didmetro) com 1,2 cm de distancia entre elas, conectadas a uma fonte
geradora de choques elétricos (Ugo Basile modelo 7551). Entre os DPNs 30 e 34
(adolescéncia), metade dos machos de cada ninhada (2 animais) foi exposta a caixa de
condicionamento, de forma que cada animal foi colocado individualmente na caixa e apos
2 minutos de adaptacdo, o animal recebeu um choque de 2mA nas patas, durante 10
segundos (animais choque [CH]). A outra metade dos animais foi exposta a caixa, sem
receber choque (animais ndo-choque [NCH]), O tempo de congelamento (“freezing” —
definido como uma completa imobilidade do animal, com auséncia de movimento das
vibrissas e de farejar, exceto pelos movimentos necessarios a respiracao — Fanselow &
Bolles, 1979) foi registrado continuamente durante os 2 minutos de adaptacédo e por 1
minuto apo6s o término do choque, ou por 3 minutos continuos no caso dos animais do
grupo NCH.

Apbés a exposicdo a caixa de condicionamento, os animais foram alojados
individualmente em outras caixas, até que todos os animais da mesma caixa tivessem
sido expostos ao procedimento, quando retornaram as gaiolas-moradia.

A caixa de condicionamento foi limpa no intervalo entre os animais com alcool
70% para remover odores deixados por eles.

Eu outra fase do estudo, ninhadas adicionais foram utilizadas, com a finalidade de
obter plasma para dosagens de ACTH. Para isso os animais foram sacrificados

imediatamente e aos 20, 40 e 60 minutos apds sairem da caixa de condicionamento.
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3.4 Re-exposicéo ao Contexto Aversivo

Entre os DPNs 74 e 78 (idade adulta), todos os animais foram novamente
colocados na caixa de condicionamento, individualmente, e o tempo de congelamento foi
medido por 5 minutos, a fim de se avaliar a durag&o do trauma ocorrido na adolescéncia,
medida pela reacdo de medo expressa por comportamento de freezing.

A caixa de condicionamento foi limpa no intervalo entre os animais com alcool

70% para remover odores deixados por eles.

3.5 Condicionamento de Medo ao Contexto e Extin¢éo

Condicionamento de medo ao contexto (CMC): dois dias ap0s a re-exposicao ao
contexto aversivo, 0s animais foram colocados individualmente em outra caixa de
condicionamento, semelhante a utilizada para o evento traumatico (30 x 30 x 60 cm),
formada por paredes pretas. Uma placa de acrilico transparente forma a tampa da caixa.
A base consiste de grades metalicas (0,4 cm de diametro) com 1,2 cm de distancia entre
elas, conectadas a uma fonte geradora de choques elétricos (AVS Projetos Especiais).
Apbs 2 minutos de adaptagéo, 0s animais receberam 5 choques de 0,8mA nas patas,
durante 1 segundo, com intervalo de 29 segundos entre eles. O tempo de congelamento
foi registrado durante os 2 minutos de adaptacdo e por 1 minuto apds o término dos
choques.

Extingdo: apds o condicionamento, 0s ratos foram re-expostos ao contexto
aversivo sem receberem choques, e o tempo de congelamento foi registrado
continuamente durante 5 minutos. Os parametros utilizados para este procedimento
tiveram como base o trabalho de Tiba, 2008.

Apds as exposicOes a caixa de condicionamento, os animais foram alojados
individualmente e s retornaram as suas gaiolas-moradia quando todos os outros animais
da mesma caixa tivessem sido expostos ao procedimento.

A caixa de condicionamento foi limpa no intervalo entre os animais com alcool

70% para remover odores deixados por eles.

3.6 Peso Corporal

15



Os animais foram pesados imediatamente antes da exposicdo ao evento
traumatico (adolescéncia) e imediatamente antes da re-exposi¢do ao contexto aversivo
(idade adulta).

3.7 Coleta de Sangue

O sangue foi coletado em tubos contendo uma solucdo de EDTA (60mg/mL;
0,1mL/tubo). As amostras foram centrifugadas a 2.300 rpm por 15 min a 4°C e o0 plasma
extraido foi mantido em freezer a -20°C até a determinacéo das concentracdes de ACTH,

pelo método de quimiluminescéncia.

Figura 1: Esquema representativo das manipula¢des dos animais do grupo CTL. O dia do nascimento foi designado
DPN 0. Até o desmame (DPN 21) os animais ndo foram manipulados, exceto para a limpeza das caixas. Entre os
DPNs 30 e 34, eles foram pesados e expostos ou ndo a um choque intenso nas patas (CH e NCH,
respectivamente), e alguns deles foram sacrificados imediatamente, 20, 40 ou 60 min ap6s ser retirado da caixa de
condicionamento, para posterior dosagem da concentracdo plasmatica de ACTH. Os que ndo foram sacrificados
foram pesados novamente e re-expostos ao ambiente aversivo na idade adulta (DPN 74-78) e dois dias depois eles
foram submetidos ao condicionamento de medo ao contexto e re-exposi¢do ao contexto por cinco dias (extingao).
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Figura 2: Esquema representativo das manipulages dos animais do grupo PM 3. O dia do nascimento foi designado
DPN 0. No DPN 3, os filhotes foram separados da mée por 24h, e ndo foram mais manipulados, exceto para a
limpeza das caixas. Entre os DPNs 30 e 34, eles foram pesados e expostos ou ndo a um chogue intenso nas patas
(CH e NCH, respectivamente), e alguns deles foram sacrificados imediatamente, 20, 40 ou 60 min apds ser retirado
da caixa de condicionamento, para posterior dosagem da concentracdo plasmatica de ACTH. Os que ndo foram
sacrificados, foram pesados novamente e re-expostos ao ambiente aversivo na idade adulta (DPN 74-78) e dois
dias depois eles foram submetidos ao condicionamento de medo ao contexto e re-exposicdo ao contexto por cinco
dias (exting&o).

Figura 3: Esquema representativo das manipula¢des dos animais do grupo controle PM 11. O dia do nascimento foi
designado DPN 0. No DPN 11, os filhotes foram separados da mée por 24h, e ndo foram mais manipulados, exceto
para a limpeza das caixas. Entre os DPNs 30 e 34, eles foram pesados e expostos ou ndo a um choque intenso nas
patas (CH e NCH, respectivamente), e alguns deles foram sacrificados imediatamente, 20, 40 ou 60 min apds ser
retirado da caixa de condicionamento, para posterior dosagem da concentracéo plasmatica de ACTH. Os que ndo
foram sacrificados, foram pesados novamente e re-expostos ao ambiente aversivo na idade adulta (DPN 74-78) e
dois dias depois eles foram submetidos ao condicionamento de medo ao contexto e re-exposicéo ao contexto por 5
dias (exting&o).

3.8 Andlise Estatistica
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O peso na adolescéncia foi analisado por ANOVA de uma via com o fator Grupo
(CTL, PM 3, PM 11). Ja o peso na fase adulta foi analisado por ANOVA de duas vias com
os fatores Grupo e Trauma (NCH, CH).

Os dados comportamentais na adolescéncia e no condicionamento foram
analisados por ANOVA de trés vias com medidas repetidas cujos fatores foram Grupo,
Trauma e Tempo de congelamento (medida repetida: media dos minutos 1 e 2 — antes do
choque, e minuto 3 — depois do choque). Ja os dados do esquecimento foram analisados
por ANOVA de duas vias com Grupo, Trauma e Tempo de Congelamento (média dos 5
minutos) como fatores. O comportamento na extingdo foi analisado por ANOVA de trés
vias com medidas repetidas com os fatores Grupo, Trauma e Tempo de Congelamento
(média dos 5 minutos para cada dia de exting&o).

Os dados hormonais no DPN 30 foram analisados por ANOVA de trés vias e
foram considerados os fatores Grupo, Trauma e Tempo (imediatamente, 20 min, 40 min,
60 min apos sair da caixa de condicionamento).

Quando necessario, foi utilizado o teste a posteriori de Newman-Keuls. Em todos

0s casos, o nivel de significancia foi estabelecido em p < 0,05.

4 RESULTADOS

A Figura 4 mostra o peso corporal dos animais na adolescéncia. A ANOVA de
uma via revelou um efeito do Grupo [Fe,360=3,93; p=0,02], e o teste a posteriori revelou
que o peso dos animais PM 3 e PM 11 s&o significativamente menores que 0 dos animais

CTL (p=0,03 e p=0,02, respectivamente).
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Figura 4: Peso corporal dos animais na adolescéncia (DPNs 30-34) dos grupos CTL (n=121), PM 3 (n=114) e PM 11
(n=128). Os valores estdo expressos em média + erro padrdo. (*) - difere do CTL (ANOVA de uma via, seguida do
teste de Newman-Keuls; p < 0,05).

Com relagdo ao tempo de congelamento ap0s o evento traumatico na
adolescéncia, a ANOVA de trés vias apontou um efeito do Trauma [F,360=136,82;
p<0,000001], um efeito do Momento [F360=225,21; p<0,000001], e uma interagdo
Momento x Trauma [F,360=147,89; p<0,000001]. O teste de Newman-Keuls mostrou que
0 tempo de congelamento dos animais no Gltimo minuto foi maior que a média dos dois
primeiros minutos, tanto para 0s animais que foram expostos ao trauma (animais CH;
p<0,00001), como para os animais que sé foram expostos a caixa de condicionamento
(animais NCH; p=0,04), e que o tempo de congelamento no Gltimo minuto dos animais
CH foi maior que o dos NCH (p<0,00001), o que ja era esperado, uma vez que eles
receberam um forte choque nas patas, expressando entdo mais comportamento de
medo. Quando se analisa o0 tempo de congelamento total (durante os 3 minutos
medidos), a ANOVA de trés vias revela um efeito do Trauma [F360=119,73;
p<0,000001], e o teste a posteriori mostra que os animais CH apresentaram maior tempo

de congelamento que os animais NCH (p<0,000001) (Figura 5).
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Figura 5: Tempo de congelamento total (durante os 3 min) na adolescéncia (DPNs 30-34), durante a exposi¢do a
caixa de condicionamento, para 0s animais CTL (61>n>63), PM 3 (55>n>59) e PM 11 (62>n>66), separados de
acordo com a exposicdo ao choque intenso (CH) ou ndo (NCH). Os valores estdo expressos em média + erro
padrdo. (*) — difere do respectivo NCH (ANOVA de trés vias, seguida do teste de Newman-Keuls — efeito Trauma; p
<0,05).

A ANOVA de trés vias realizada para a analise hormonal revelou um efeito do
Trauma [F,262=53,35; p<0,000001] e do Tempo [F(3262=23,26; p<0,000001], e uma
interacdo Grupo x Tempo [Fe262=2,27; p=0,04]. O teste de Newman-Keuls mostrou que
a concentracdo plasmatica de ACTH dos animais CH foi maior que a dos NCH
(p=0,00001). Além disso, mostrou que a concentracdo de ACTH imediatamente apds sair
da caixa de condicionamento € significativamente maior que a concentracdo 40 e 60
minutos apo6s sair da caixa (p=0,00006 e p=0,00002, respectivamente), assim como a
concentracdo 20 minutos apds sair da caixa (p=0,00002 e p<0,00001, respectivamente).
Ou seja, as concentragdes nos dois primeiros tempos dosados (imediatamente e 20
minutos apos sair da caixa de condicionamento) sdo iguais entre si, e as concentracdes
nos dois ltimos tempos dosados (40 e 60 minutos apds sair da caixa) também sdo iguais
entre si, mas menores que as dos outros tempos. Ademais, a analise da interacdo pelo
teste de Newman-Keuls mostrou que, para o grupo CTL, a concentracdo plasmatica de
ACTH 20 minutos apoés sair da caixa foi significativamente maior que nos outros tempos;

para os grupos PM 3 e PM 11, a concentracdo de ACTH 60 minutos ap0s sair da caixa
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foi significativamente menor que imediatamente e 20 minutos apos sair; 20 minutos apds
sair da caixa, a concentracdo de ACTH dos animais PM 3 (p=0,02) e PM 11 (0,046) é

significativamente menor que a dos animais do grupo CTL. A Figura 6 mostra as

concentragdes plasmaticas de ACTH dos animais NCH e CH.
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Figura 6: Concentracdo plasmatica de ACTH imediatamente, 20, 40 e 60 min apés retirar 0 animal da caixa de
condicionamento, na adolescéncia. (A) representa os animais CTL (11>n>13), PM 3 (10>n>11) e PM 11 (11>n>13)
que ndo foram submetidos ao choque intenso (NCH). (B) representa os animais CTL (11>n>13), PM 3 (11>n>12) e
PM 11 (12>n>13) submetidos ao choque intenso (CH). Os valores estdo expressos em média + erro padrdo. As
concentracdes dos animais CH sdo diferentes das dos animais NCH. As concentragdes de ACTH imediatamente e
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20 min sdo iguais entre si, e maiores que as concentracdes 40 e 60 min apos sair da caixa de condicionamento
(ANOVA de trés vias, seguida do teste de Newman-Keuls - efeito Trauma e efeito Tempo).

Com relagdo ao peso dos animais na idade adulta, a ANOVA de duas vias ndo

apontou diferengas no peso (Figura 7).

Figura 7: Peso corporal dos animais na idade adulta (DPNs 74-78) dos grupos CTL (12>n>13), PM 3 (10>n>12) e
PM 11 (n=11), separados de acordo com a exposi¢do ao choque intenso na adolescéncia (CH) ou ndo (NCH). Os

valores estéo expressos em média + erro padréo.

Na andlise do tempo de congelamento na idade adulta, para se avaliar o
esquecimento do trauma ocorrido na adolescéncia, a ANOVA de duas vias revelou um
efeito do Trauma [F63=8,18; p=0,006], e o teste de Newman-Keuls revelou que os
animais CH tiveram maior tempo de congelamento que os NCH (p=0,006) (Figura 8).

No condicionamento, a ANOVA de trés vias apontou um efeito do Momento
[F(162=268,00; p<0,000001], e o teste de Newman-Keuls mostrou que o tempo de
congelamento dos animais no Gltimo minuto foi maior que a média dos dois primeiros
minutos (p=0,0001), como esperado, pois 0S animais receberam varios choques nas
patas, expressando entdo mais comportamento de medo. A Figura 9 mostra o tempo de

congelamento dos grupos para os diferentes momentos.
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Figura 8: Tempo médio de congelamento na vida adulta (DPNs 74-78), durante a re-exposi¢do ao ambiente
aversivo, para os animais CTL (12>n>13), PM 3 (10>n>12) e PM 11 (n=11), separados de acordo com a exposicao
ao choque intenso na adolescéncia (CH) ou ndo (NCH). Os valores estdo expressos em média + erro padrdo. O
tempo de congelamento dos animais CH é diferente do tempo dos animais NCH (ANOVA de duas vias, seguida do
teste de Newman-Keuls — efeito Trauma; p < 0,05).

Figura 9: Tempo de congelamento no treino do condicionamento de medo ao contexto, antes (A) e depois (B) da
apresentacdo dos choques nas patas, para 0s animais CTL (12>n>13), PM 3 (10>n>12) e PM 11 (n=11), separados
de acordo com a exposi¢ao ao trauma na adolescéncia (CH) ou nédo (NCH). Os valores estdo expressos em média
+ erro padrdo. O tempo de congelamento depois da apresentacao dos choques é maior que o de antes (ANOVA de
trés vias, seguida do teste de Newman-Keuls - efeito Momento; p < 0,05).

Na extincdo, a ANOVA de trés vias com medidas repetidas revelou um efeito do
Trauma [F(162=13,85; p=0,0004] e um efeito dos Dias [F248=104,50; p<0,000001]. O
teste a posteriori revelou que o tempo de congelamento dos animais CH foi maior que o
dos NCH (p=0,0006) e que todos os dias foram diferentes entre si (Figura 10). A Figura
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11 mostra o tempo de congelamento dos animais NCH e CH e as Figuras 12, 13 e 14

mostram o desempenho dos grupos CTL, PM 3 e PM 11, respectivamente.

Figura 10; Tempo médio de congelamento durante os cinco dias de extingdo na tarefa de condicionamento de medo
ao contexto, para 0s animais submetidos ao choque intenso na adolescéncia (CH — n=35) ou ndo (NCH - n=33). Os
valores estdo expressos em média + erro padrdo. Todos os dias foram diferentes entre si (*) — o tempo de
congelamento dos animais CH foi diferente do tempo dos animais NCH (ANOVA de trés vias com medida repetida,

seguida do teste de Newman-Keuls - efeito Trauma e efeito Dias; p < 0,05).
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Figura 11: Tempo médio de congelamento durante os cinco dias de extingdo na tarefa de condicionamento de medo
ao contexto. (A) representa os animais CTL (n=12), PM 3 (n=10) e PM 11 (n=11) que ndo foram submetidos ao
choque intenso na adolescéncia (NCH). (B) representa os animais CTL (n=13), PM 3 (n=11) e PM 11 (n=11)
submetidos ao choque intenso na adolescéncia (CH). Os valores estdo expressos em média + erro padrao.

5 DISCUSSAO

Nossos resultados concordam com outros trabalhos recentemente publicados que
mostram que a exposi¢cdo a um estressor durante a juventude ou adolescéncia pode
provocar consequéncias adversas na idade adulta. Observamos também que 0s animais
CH, quando comparados aos NCH, expressaram maior comportamento de medo ao
serem re-expostos ao local do trauma, mostrando que mesmo passados 45 dias, 0s
animais que receberam o0 choque intenso ainda lembram-se do ambiente aversivo.
Imediatamente apds o treino do condicionamento, o tempo de congelamento dos animais
CH ndo difere do tempo dos NCH, mas ao longo dos cinco dias de extingdo essa
diferenga re-aparece, sugerindo um efeito em longo prazo da manipulagdo estressante
da adolescéncia. Maslova et al. (2002) mostraram que animais submetidos ao paradigma
de estresse cronico variado na juventude (entre DPNs 21 e 32) apresentam maior
resposta de sobressalto quando adultos (assim como observa-se nos pacientes com
TEPT). Avital & Richter-Levin (2005) mostraram que até mesmo uma breve exposi¢éo a
um estressor na juventude pode modular a resposta de estresse na vida adulta. Os

animais expostos a trés sessoes de plataforma elevada por 3 minutos cada, no DPN 28,
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e ao nado forcado por 15 minutos no DPN 60 e/ou 90 apresentaram maior
comportamento tipo-ansioso e maior resposta de sobressalto do que os animais CTL e
do que 0s expostos ao estresse somente na juventude ou na vida adulta. Tsoory &
Richter-Levin (2006), usando outros estressores, também mostraram que uma
experiéncia adversa na juventude (DPN 27 a DPN 29) ou adolescéncia (DPN 33 a DPN
35) provoca alteragOes na idade adulta. A experiéncia adversa consistiu em nado for¢ado
por 10 minutos no 1° dia, exposicdo a plataforma elevada por 30 minutos no 2° dia, e
choque nas patas no 3° dia. Quando adultos (aproximadamente DPN 60), os animais
submetidos ao protocolo de estresse apresentaram menor comportamento exploratorio
em um ambiente novo e, quando testados na esquiva ativa de duas vias, evitaram menos
receber o chogue nas patas do que os animais CTL (ir para o0 outro ambiente quando
escuta 0 som, antes do choque ser apresentado). Ainda nessa tarefa, observou-se que
0S animais que passaram pelo estresse na juventude apresentaram mais comportamento
de “néo-resposta” (ndo passar para o outro compartimento) do que os animais CTL. Um
dia apos essa tarefa (que foi 0 estressor na vida adulta), ao serem testados no campo
aberto, tanto os animais submetidos ao estresse na juventude como aqueles submetidos
na adolescéncia apresentaram aumento no comportamento tipo-ansioso que 0s animais
submetidos somente ao estresse na idade adulta (esquiva).

Alguns pesquisadores acreditam que um importante fator para produzir essas
alteracOes persistentes na resposta de estresse pode ser o fato de que alguns circuitos
neurais dos animais adolescentes, como aqueles relacionados com o cortex pré-frontal,
com o hipocampo e com a amigdala, ainda ndo estejam totalmente maduros (para
revisdo, ver Spear, 2000), e que o cérebro se torna menos suscetivel aos efeitos do
estresse conforme ele se torna mais maduro (Tsoory & Richter-Levin, 2006). No entanto,
muitos estudos ainda sdo necessarios para elucidar essa questéo.

A andlise da curva de concentra¢do plasmatica de ACTH ap6s a manipulacdo na
adolescéncia mostra que os animais CH apresentaram maior concentracdo de ACTH do
que os animais NCH, o que j& era esperado, uma vez que a exposicao ao chogue intenso
provoca uma resposta de estresse mais acentuada do que um estressor leve (novidade).
Normalmente, a curva tempo-resposta de ACTH apresenta um pico por volta de 10-20

min, 0 que ocorreu nos animais CTL. Entretanto, nos animais privados da mée, esse pico
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de secrecdo de ACTH néo foi observado, sugerindo que a privacdo materna altera a
resposta hormonal de estresse na adolescéncia. Curiosamente, resultados prévios (van
Oers et al., 1999; dados nédo publicados de nosso grupo) mostram que a resposta de
ACTH a injecdo de salina (estressor leve) & mais atenuada nos animais PM 11, quando
testados no DPN 20 e 60, respectivamente. Essa discrepancia pode indicar que animais
submetidos a essa manipulagdo precoce estejam aptos a lidar com estressores leves,
mas ao enfrentarem um estressor intenso, como o choque nas patas, a resposta de
estresse se revele inadequada.

Quando testados na adolescéncia (entre DPNs 30-34), tanto 0 peso dos animais
PM 3 quanto o dos PM 11 foram significativamente menores do que o dos animais nao-
privados, o que confirma os resultados de Suchecki & Tufik (1997) que verificaram que a
reducdo do peso produzida pela privagdo materna persiste até 60 dias de vida.
Provavelmente isso se deve ao fato de que o hormdnio do crescimento esta diminuido
nos animais privados (para reviséo, ver de Kloet & Oitzl, 2003). Quando adultos (entre
DPNs 74 e 78), ndo observamos mais essa diferenca, o que poderia indicar que o efeito
da privacdo materna no peso corporal dos animais € duradouro, mas nao permanente.

No presente trabalho, notamos influéncia da privagdo materna somente na
adolescéncia, com relacdo ao peso corporal e as concentracbes de ACTH, e ndo na
curva de extincdo do comportamento de medo aprendido. Logo, esses resultados
poderiam sugerir que ndo ha influéncia dessa manipulacdo na memoria emocional de
ratos submetidos ao trauma na adolescéncia e posterior extingdo da tarefa de
condicionamento de medo ao contexto na vida adulta. Contudo, vale lembrar que
consideramos que a resposta de medo extinguiu apos cinco dias de re-exposi¢do. O
trabalho utilizado para determinacéo deste critério sugeria que o0 comportamento estaria
extinto quando o tempo de congelamento dos animais permanece 0 mesmo por trés dias
consecutivos, e utilizando este mesmo critério no presente estudo, verificamos que
nenhum dos grupos extingliu durante os 5 dias avaliados.

Em um proximo passo, utilizando esse mesmo protocolo experimental, mas com
machos e fémeas, analisaremos o desempenho dos animais até que ocorra a extin¢do da
resposta de medo. Iremos avaliar, também, o comportamento social desses animais, uma

vez que no TEPT ele estd diminuido. Pretendemos, com isso, mostrar se a privacao

27



materna exerce alguma influéncia no tempo de extingdo e na interacdo social dos

animais que foram submetidos ao trauma ou néo.
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